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'INTRODUCCION

En todas las épocas, el ser humano ha tenido la necesidad de identificarse ante la sociedad
a diarig, antes solo bastaba el propio testimonio del interesado para que se considera la
persona que decia ser; asi el recuerdo que se conservaba de los aspectos generales, los

rasgos fisondmicos y la voz entre otras, permitia identificar a |a persona.®

Hay ocasiones gue se sabe o se sospecha que un determinado individuo no quiere
identificarse por si mismo y para lograr su identidad sera necesario alterar una o varias de
sus caracteristicas actuales con otras debidamente fichadas que le correspondieron
anteriormente; es por esto que el sistema de identificacion civil es totalmente mutable ya
que puede cambiarse en un momento dado siendo muy frecuente en aquellas personas que
constantemente se encuentran al margen de la ley, la necesidad de identificar a estos
individuos se hizo mds patente en el campo de la administracién de justicia pues la
reincidencia de los delincuentes en sus crimenes demandaba sin tardanza crear métodos

eficaces para su identificacién.® ¥

Hasta antes de los ochentas, las técnicas convencionales para identificar individuas eran
muy comunes como la dactiloscopia, el retrato hablado, la fotografia, el retrato de
envejecimiento, la antropometria y las sefas particulares que solamente son Gtiles cuando
se requiere identificar individuos integros fisicamente. Si embargo, estos no son Gtiles o no
son suficientes en los casos que se requiere identificar cadiveres {quemados, mutilados,
momificados) irreconocibles o cuando se quiere comparar una muestra o evidencia
biotégica {sangre, cabellos, piel, semen) procedentes de la escena de un delito que
pertenecen o tienen que ver con un individuo sospechoso relacionado con el hecho.
También no son totaimente excluyentes ‘en relacién al parentesco biolégico u otros
problemas de consanguinidad en los que se requiere tener la certeza de la relacion

biclégica entre 2 individuos.t
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Los sistemas protéicos cominmente utilizados en la identificacion de personas son los
antigenos del grupo sanguineo, enzimas plasmaticas, enzimas ertitrocitarias y protelnas
antigenicas del complejo mayor de histocompatibilidad o HLA, desafortunadamente estos
sistemas proteinicos tiene poca variabilidad en la poblacién por lo que funcionan sélo por
exclusion y se requiere probar varios marcadores hasta encontrar la diferencia entre la
evidencia bioldgica y el sospechoso, es decir cuando los antigenos del sospechoso
concuerdan con los de las muestras problema no se puede hacer diagnédstico de identidad
puesto que estos marcadores se encuentran en una proporcién elevada en la poblacién y
pudiera concordar en ambas muestras solamente por azar. Por Gitimo, las proteinas son
poco estables y facilmente se desnaturalizan con los cambios ambientales por lo que no
son atiles cuando hay que identificar muestras que han estado en condiciones muy

agresivas del medio ambiente.'

- En la década de los ochentas, se desarrdilaron sistemas de mayor sensibilidad para la
identificacion, refiriéndose al ADN y asi al descubrimiento de marcadores genéticos a este
nivel, los cuales son muy variables en las poblaciones humanas; ésto permitié la
identificacion de personas con gran certeza ya que esta metodologia cuenta con un poder
discriminante superior al 99%, a esta metodologia se le conoce como las “hﬁelias genéticas
del ADN” o “DNA fingerprint "5 ®_ En los pafses que se emplearon inicialmente estos
marcadores de ADN se determiné la distribucién de frecuencias genéticas y alélicas para
formar un banco de datos y con esto, tener un soporte técnico que permita identificar por

exclusién a una persona en toda una poblacién de referencia.>®

Los estudios para el ADN en el campo forense resultan laboriosos y costosos pero
indispensables, razén por la cual la finalidad del presente trabajo es contribuir a la
formacion de un banco de datos en el Valle de México de 5 loci polimérficos en el genoma

humano.
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RESUMEN

RESUMEN

Es importante reconocer que hoy en dia las ciudades de los paises desarrollados estan
amenazados por la violencia de generaciones jovenes; muchos de estos individuos
tienen ideas extraiias y liberales aprendidas por ciertos principios filoséficos en la
sociedad en las que se desarrollan y conviven. Expertos han asegurado que la conducta
antisocial puede resultar en un homicidio ¢ suicidio por diferentes causas, la gran
mayoria es por el nivel econémico, algunos por conseguir nuevos tépicos, otros tienen
la curiosidad por el escepticismo y con el tiempo los jévenes creen ser los elegidos por
-fuerzas o senales que provienen fuera de este:mundo. Desde luego, estas ideas se Han_

ido'transmitie__'ndo entre las ':comunidades de todo el mundo y México no ha.sido la

excepcién. 50

La identificacion de personas en la sociedad no es tarea ficil, existen diferentes formas
de relacionarlas ya sea por sus pertenencias u objetos personales. Otra alternativa de
relacionar es a través de los rasgos fisondmicos que presenta cada individuo y que se
evalga arbitrariamente (fenotipo), mientras que la identificacién de las personas a nivel
molecular estd determinada por la herencia a través de la molécula de ADN que es
transmitida de los progenitores (padre-madre) a los descendientes (hijos) guardando

intimo parentesco bioldgico.

Por esto el sistema de justicia se ha visto en la necesidad de emplear técnicas muy
sensibles de analisis que permitan realizar con mayor certeza fa identificacién de la(s)
persona(s} involucradas en hechos delictuosos y la exclusién de parentesco con gran
certeza. La técnica de los fragmentos de restriccion de longitudes polimaérficos (RFLP)
fue la primera en emplearse en el campao forense, desplazé de forma significativa a los

marcadores genéticos que anteriormente se empleaban para identificar a personas

viii
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involucrados en algun delito. Desafortunadamente esta metodologia presenta algunos
inconvenientes como la cantidad de muestra requerida para su andlisis, el tipo de
muestra empleada, la aplicacién o uso de radiactividad, el tiempo para obtener

resultados, entre otros.{1» 26 29, 32)

Actualmente la técnica que se emplea en el campo forense es la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), que es una técnica de amplificacién in vitro de una regién de
ADN especifica de la que se obtienen un gran nimero de copias, y supera en

sensibilidad a la técnica del RFLP.f1- 26, 29, 32)

Existen diferentes laboratorios en el mundo que fabrican y venden oligonuclestidos
especificos para el ADN humano que se emplea en el campo forense para tipificar
-regipnes polimorficas en el genoma de todos; Ilos individuos, este tipo de tipificacién se
le conoce como genotipificdcion de los marcadores del ADN. Las compaiias que los
comercializan recomiendan evaluar los marcadores genéticos en la poblacién para
conocer la distribucién de frecuencias genéticas y alélicas para determinar el poder de

discriminacion y el ndice de coincidencia al azar entre 2 individuos no refacionados

en la poblacion.@

En el laboratorio de genética forense de la Procuraduria General de Justicia del Distrito
Federal se analiza un conjunto de sistemas genéticos ofrecido en un estuche comercial
denominado Polymarker, que incluye a los loci LDLR, GYPA, HBGG, D758 Y GC
localizados en los cromosomas 19, 4, 11, 7 y 4 respectivamente, estos 5 locus fueron
evaluados a partir de una muestra aleatoria poblacional de 219 personas pertenecientes

al Valle de México.

Los resultados obtenidos sefialan que la muestra estd en equilibrio con fa ley de Hardy
Weinberg, la capacidad de diferenciar 2 individuos no relacionados fue de 0.994772
con un indice de coincidencia al azar de 2 en 1,000 individuos de un total de 972

genotipos posibles, observandose una heterocigacidad de 0.69 para GC, 0.49 para

ix
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GYPA, 0.47 para D758, 0.45 para HBGG y .42 para LDLR. El loci méas polimérfico
resulto ser el GC con un valor de 0.55.

En conclusion, el kit de Polymarker es adecuado para emplearse en estudios de

identificacién de personas y en problemas de paternidad.
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CAPITULO I.- GENERALIDADES DEL ADN

1.1.- LOS COMIENZOS.

Las primeras ideas sobre la herencia aparecen hace 6,000 afos segin algunas
piedras de tumbas caldeas en las que estan representados arboles genealdgicos. En
cuanto a la herencia humana, en Talmud se menciona la hemofilia desde hace 1,500
afos. Aristoteles, en el siglo Il a.C., pensaba que el semen era un producto de la
sangre que tenia el poder de dar \fida al embrién que se formaba en el Gtero por la
coagulacion de la sangre menstruél, gsta idea permanecié por casi 2,000 afos has;ta
que William Harvey (XVII).demostré en experimentos con terneras que no habia.
evidencia de coagulacion de sangre menstrual y si aparecia un pequefio embrién en
desarrollo que aumentaba en tamafio y en complejidad gradualmente durante todo

el periodo de gestacion.?”

El cientifico Regnier Graaf, fue el primero en reconocer que la esencia de la
concepci6n esta en la unién del huevo y el esperma. En la segunda mitad del siglo
XVHl De Graaf descubrié pequefas protuberancias en los ovarios de los mamiferos y
que hoy se le conocen como los foliculos de Graaf, esta fue la primera vez que se
expuso la idea de que el esperma no era el unico agente hereditario, tanto el padre

como la madre transmitian caracteristicas a su descendencia.'”

Pierre Louis Moreau de Marperuis, estudio ciertos caracteres hereditarios en el
hembre como el nimero mayor de dedos, la falta de pigmentacion en el pelo y la
piel, demostrando que estas caracteristicas eran hereditarias; 100 anos después se
propuso la existencia de particulas hereditarias destinadas a formar parte de un

cuerpo determinado a partir de dos progenitores.”




CAPITULO |

1.2.- MENDELISMO.

La historia de nuestras actuales ideas sobre genética empieza con los trabajos de
Gregorio Mendel, en la segunda mitad del siglo XIX. Mendel hizo sus
descubrimientos mas relevantes a través del andlisis cuidadoso de los resultados del
cruzamiento de variedades de guisantes (Pisum sativum). Por entonces estos
experimentos no eran nuevos, T. A. Knight (1823, Ingfaterra) mostré los resultados
del cruzamiento de distintas variedades de guisantes. Encontré que en la primera
generacion F1 habia dominancia de un color de semilla. Si en estas plantas se daba
la autopolinizacién, las plantas de la segunda generacién F2 tenian los colores de los
progenitores. Otros obtenfan resultados semejantes, pero ninguno de estos
contabiliz6 el numero real de distintos tipos de progenie resultante de varios
cruzamientos. Nadie antes que Mendel pensé, que las unidades heredables

obedecian leyes estadisticas.™

Para cada caracteristica fisica un individuo posee 2 factores. Si estos factores son
idénticos en el individuo es homocigético; pero si estos factores son diferentes,
entonces el individuo es heterocigético. Cuando un caricter se manifiesta en forma
heterocigotica dicho caricter es dominante y el que no se manifiesta se le denomina
recesivo. En 1909 Johansen, acuiié el término gen para estos factores hereditarios,
Los genes responsables de los caracteres opuestos alternos a ese gen se le laman

alelos.!

Con anterioridad se pensaba que la concepcién implicaba la mezcia de las
sustancias hereditarias de ambos pacres, por lo que cada progenitor transmitia un
poco de todas y cada una de las caracteristicas. Mendel demostré que esto no era
cierto; por ejemplo, una planta alta no siempre transmite su altura a la progenie. Si
era heterocigética existia una probabilidad igual de trasmitir el gen para la altura o
bien para estatura baja (ver tabla 1.1). De forma semejante, una persona con

polidactilia {factor dominante en el hambre) tenia la misma posibilidad de transmitir

2
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a cada hijo el gen de polidactilia que el gen de manos normales. Resulta
extraordinario que Mendel formulara esta ideas sin ningdn conocimiento sobre la

naturaleza de estos factores hereditarios.” &

TABLA 1.1.- T: gen dominante de la altura, t gen recesivo. En la generacién F2 se obtendrd un
equilibrio, donde la progenie probablemente resultardn 3 individuos altos de estatura {TT y 2Tt) y 1

bajo de estatura tt {Emery y Mueller, 1992}.

PADRES

Tt Tt

Gametos | Tot Tot

Progenie |TT Tt Tt

Las formas de segregacion de ciertos caracteres (genes) en el analisis, Mendel

concluyé dos leyes.

1} Los caracteres no se mezclan sino que se segregan al azar y pasan de una

generacién a la siguiente,

2) Los caracteres que determinan una caracteristica en particular no son afectados

por caracteres que determinan para otra caracteristica distinta.
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Actualmente, la nueva genética ha denominado a la herencia como la parte
gendmica segregada al azar de dos progenitores, donde las regiones genémicas que

se heredan en la forma mendeliana pueden ser de 3 formas:

1. Herencia autosémica dominante: se determina al genotipificar la heterocigocidad

en el par de alelos uno dominante y otro recesivo {Aa) prevaleciendo el alelo A.

2. Herencia autosdémica recesiva: se determina al genotipificar la homocigocidad

en el par de alelos, ambos son recesivos {aa).

3. Herencia autosémica codominante: se determina al genotipificar la

heterocigocidad en el par de alelos dominantes (AB) y ambos prevalecen.

Algunos autores describen a las herencias ligadas al sexo como una cuarta forma de

herencia mendeliana,7'®

1.3.- DESCUBRIMIENTO DEL ADN “PRIMEROS INICIOS”.

Sorpresivamente el ADN fue descubieto mientras Darwin y Mendel estaban
trabajando. En 1869, el quimico F. Miescher desarrollaba sus experimentos sobre la
composicién quimica del nacleo de la célula, revelando una composicién muy alta
de fosforo llamandolo nucleina. A pesar de que estos experimentos habian
demostrado que el 4cido nucleico era la sustancia quimica existente en los ntcleos,
muchos bioquimicos continuaron creyendo durante los afos que las proteinas
constituian la sustancia basica de la vida. Los resultados de algunos experimentos

lograron demostrar que esta vision era incorrecta.””)

Existen 2 tipos de bacterias de neumococo causantes de neumonia, segin el aspecto
de sus colonias cuando crecen en cultivos. Estas 2 formas son llamadas rugosas (R) y

lisas (S}). En 1928 Griffith, demosiré que si una colonia de tipo S se destrufa por




CAPITULO |

ebullicion y los restos eran mezclados con cepas R vivas algunos de estos Gltimos
eran transformados en bacterias S, Esto significa que una sustancia presente en las
bacterias de cepa S muertas habian sido transferidas a las bacterias de tipo R
cambiando la naturaleza genética de éstas. En 1944 estos experimento fueron
repetidos por Avery, Mac Leod y Mc Carty. Sus investigaciones demostraron que la
sustancia que producia el cambio en los neumococos era un 4cido nucleico al

purificar los extractos de bacterias S muertas,®'0

En 1935, Bleadle y Tatum, indujeron mutaciones al azar utilizando rayos X para
radiar esporas de Neurospora, células latentes y resistentes importantes para la
supervivencia y reproduccién. Buscaron cepas que no crecieran, al menos que se
agregaran al medio ciertos compuestos bioquimicos sencillos como los metabolitos
{productos intermediarios). La idea era que si un gen mutante no estaba produciendo
una cierta enzima, entonces el producto comin de una enzima podria no ser
producido y la ruta bioguimica podria tener una deteccién mortal. Podria decirse
que la ruta bioquimica estarfa bloqueada en un paso critico. Pero al incorporar el
producto ausente del paso bloqueado podria desbloquearse la ruta v permitir que el

paso siguiera hasta el final, lo que le permitiria al hongo crecer.

Una vez que se identificaran los mutantes nutricionales las cepas pudieran
mantenerse y utilizarse para determinar las bases hereditarias de las deficiencias
enziméticas. Todas la deficiencias enzimaticas resultaron de cambios simples de un
gen en particular, de aqui la frase “un gen una enzima “o en otras palabras “se
requiere la accién de un gen para producir una enzima”. La idea de Garrod habia
sido redescubierta y confirmada. Los bitlogos estaban entonces mds seguros de que
un gen especifico era el responsable de la presencia o ausencia de una proteina

especifica.’®

En 1952. Alfred Hershey y Margaret Chase, llevaron acabo un experimento clasico

que en retrospeccion por lo menos establecia firmemente que el ADN era el material
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genético. Trabajando con particulas virales que atacaban a las células bacterianas,
estos virus bacterianos fueron llamados bacterisfagos o fagos. Cada particula de fago
consta de cabeza y cola, tiene una cubierta de proteina que recubre al nicleo central
de 4cido nucleico. Por medio de su cola, el fago se ancla a la bacteria y tras la
infeccién se produce en el interior de la célula bacteriana nuevas particulas de fago

completas con su cubierta proteica.

La ingeniosa técnica de Hershey y Chase, fue que marcaron la cubierta proteica de
las particulas de fago con azufre radiactive, vy el 4cido nucleico con fésforo
radiactivo. No hay azufre en el 4cido nucleico y casi no hay fésforo en la proteina.
Entonces permitieron que los bacterifagos marcados infectaran a las bacterias.
Después separaron a las bacterias de los restos de los bacteri6fagos marcados,
cuando se analizaron las bacterias infectadas encontraron que Unicamente habia

entrado en las células bacterianas el fésforo radiactivo de las dcidos nucleicos.® 9

La tarea siguiente fue observar ia molécula de ADN tan cerca como fuera posible y
desde todos los dngulos posibles. Durante ‘mucho tiempo se pensd que las bases
nitrogenadas, adenina, timina, citosina y guanina, aparecian con frecuencias iguales.
De hecho, se creyd que la unidad basica del ADN era un simple tetranucledtido
repetitivo formado por los cuatro nucledtido diferentes en igual proporciéon. En
1950, Erwin Chargaff mostré que el ADN de diferentes especies tenia cantidades
diferentes de las 4 subunidades, vy como regla general las cantidades de timina y

adenina siempre son iguales a las de guanina y la citosina.® 9

La cristalografia de rayos X ayudd a explorar la estructura fina de los cristales.
Basicamente, la técnica consiste en dirigir rayos X a un cristal y observar como los
rayos son desviados por la estructura molecular repetitiva dentro del cristal. Entre
mdas cercanas estén las estructuras repetidas en forma regular es mas grande el
angulo en el cual son desviados los rayos X. El patrén producido en una placa

fotogrdfica consiste en lineas y puntos distribuidos radicaimente. Asi fue como

6
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Franklin v Wilkins tuvieron una idea general acerca de la molécula de ADN y que

aiin no se conocia en detalle. &1

1.4.- EL MODELO DE WATSON Y CRICK DEL ADN.

Con datos de investigaciones llevados a czbo con el acido desoxirribonucleico, a
James D. Watson y Francis H. Crick; le sirvieron como hipdtesis para que la

molécula de ADN quedara establecida en el aio de 1953 de la siguiente manera,

El modelo del ADN invoiucra 2 cadenas polinucleotidicas enredadas en forma
helicoidal, las 2 cadenas son antiparalelas y estdn unidas por enlaces de puentes de
hidrégeno con el apareamiento especifico de las bases entre la A-T y G-C haciendo
que la unién sea complementaria, las bases son planas haciendo que la estructura se
estabilice como si fueran monedas apiladas al rededor de un eje girando en sentido
de las manecillas del reloj; en el esqueletc de la doble hélice los grupos fosfato y
pentosas que estan alternados quedan orientados fuera de |a estructura. La distancias
entre cada par de bases es de 0.34 nm que correspende a una periodicidad principal
y la periodicidad secundaria corresponde a 1 vuelta y esta formada por 10 pares de

bases con una distancia de 3.4 nm como se muestra en la figura 1.1.8-9

El modelo de Watson y Crick, sugeria un mecanismo semiconservador, en donde las
2 cadenas de la doble hélice se separan durante la duplicacion, pero cada una
permanecia intacta actuando como ua patrén para el ensamblaje de una pareja

nueva. 14

En 1957 Matthew Meselcon y Franklin Sthal se empenaron en determinar cémo se
realizaba la duplicacién del ADN. Su procedimiento utilizé 2 herramientas
modernas de la biologia, los compuestos biologicos marcados con isdtopos

radiactivos v la ultracentrifugacion. Utilizando técnicas especiales para separar ADN

7
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bacteriano en solucion de cloruro de cesio, donde cada poblacién de moléculas de
ADN queda colocada a cierta altura de acuerdo con su densidad. Puesto que las
bacterias se cultivan en nutrientes con nitrégeno 14 normal, se disponia entonces de
una linea de referencia preparada con ADN normal. Después se establecid una
segunda linea de referencia, en esta ocasién para ADN extraido de células que
habian sido desarrolladas por muchas generaciones en un medio de cultivo que
contenian_ nucledtidos con nitrégeno 15 radiactivo. Ya que el nitrégeno 15
sedimenta en una posicién inferior en el tubo de centrifuga, v es mas pesado que el

nitrégeno 14,9

0.34 nm|

3.4 nm

FIGURA 1.1.- Esquematizacién de la molécula de ADN; (modificado de Waliace R. y cols, 1991).
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Su técnica, consistié en cultivar las bacterias en un medio con nucledtidos N'3
durante muchas generaciones, asl que casi todo el ADN en cada bacteria estaria
formado por N'. Las bacterias de este cultivo se cosecharon, lavaron vy
resuspendieron en un medic de cultivo que contenia solo nucledtido con N4, Se
permitio un solo cicle de duplicacién y fas células en este momento se retiraron del
cultivo y el ADN se extrajo y se centrifugd en g-radiente de CsCl, {cloruro de cesio).
El resultado fue claro al sostener la hip6tesis de fa duplicacién semiconservadora,
pues las 2 cadenas de ia doble hélice se separan, pero cada cadena permanece

fntegra.®'

1.5.- UBICACION DEL ADN.

En el interior de todas las células del cuerpe humano se encuentra el citoplasma y
un corpusculo que se tifie fuertemente {lamado, nicleo. El citoplasma es un semi
fluido que baia al nicleo, en este fluido estdn contenidos los ribosomas, el reticulo
endoplasmico, el aparato de Golgi, las mitocondrias y varios organelos que se
aprecian con la microscopia electrénica. E! nicleo esta rodeado por membranas que
lo separan del citoplasma y que en su interior se encuentran los cromosomas que
estan compuestos por unidades proteicas v ADN, donde se encuentran los genes; a

aste tipo de ADN se le conoce como ADN gendmico.?

Hasta hace unos cuantos afos, el ADN mitocondrial atraia poca atencién. Pero estd
claro que en la actualidad los genes mitocondriales codifican para algunas proteinas
importantes que casi todas son propias del organelo como es el citocromo b vy la
citocromo oxidasa; ambas enzimas estan implicadas en la produccion de energfa.
Sin embargo, hay que destacar que el codigo genético mitocondrial es diferente al
codigo del ADN nuclear. La importancia en la progenie es que siempre serd de

origen materno; va que los espermas casi no tienen citoplasma y las mitocondrias
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estan relacionadas solamente en la produccién de energia para darles movimiento al

esperma a través del flagelo.”

1.6.- ORGANIZACION, TRANSCRIPCION Y REPLICACION DEL ADN
HUMANO.

De manera general, el genoma humano contiene aproximadamente 6x10° pares de
bases por célula somitica o diploide vy 3x10%pares de bases por célula gaméticas o
haploide; este ADN est4 repartido en 44 cromosomas autosémicos vy 2 sexuales o 22
pares de cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales (XX o XY)

respectivamente, para cada tipo de célula."¥

Los cromosomas no tienen un grosor uniforme en toda su longitud, sino que
presentan una constriccion o porcién mas estrecha llamado centrémero, este es el
responsable del movimiento de los cromosomas durante la division nuclear; este
tiene diferentes posiciones a lo largo del cromosoma. El centrémero divide al
cromosoma en 2 brazos, siendo p el mas corto v q el mas largo. Con esta
nomenclatura y con las técnicas de bandeo cromosémico, permitié ubicar y ordenar

por regiones los genes a lo largo de cada cromosoma (ver figura 1.2).09

Para que cada cromosoma representara upa doble hélice de ADN, las hélices
deberfan estar muy enrolladas y compactadas, puesto que la cantidad de ADN
presente en cada nicleo es tal que si estuvieran completamente extendidos sumarian
varios metros ;como es posible empaquetar el ADN?, si las células son muy
pequenas. Con el empleo de la microscopia electrénica permitié estudiar en forma
mas detallada a la cromatina que consiste en el empaquetamiento del ADN con
protefnas, formando un complejo para hacerlo mas manejable y compacto en la

célula. El componente proteico principal de la cromatina son las histonas, estas son

I
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proteinas basicas con carga parcial positiva ricos en residuos de lisina y arginina
desempenando un papel importante en la fijacion del esqueleto azucar-fosfato que

tiene carga parcial negativa.?'?

brazo corto p  brazo largo g

regiones 4342 |1 I} 2 3|4
» telomeros

v Ox

centrémero
banda

FIGURA 1.2.- Representacién esquemética en la nomenclatura de un cromosoma; (modificade de

Salamanca, 1990),

En 1975, Oudet y colaboradores determinaron que el primer pasc de la
condensacién comprende la formacién de los nucleosomas, estas estructuras son
cuentas que contienen 2 vueltas de ADN vy son la parte fundamental de la cromatina.
Hasta 1977, Finch y colaboradores determinaron que cada nucleosoma esta
compuesto por las histonas H2A, H2B, H3, Y H4 formando un octimero donde
existen aproximadamente 146 pb de ADN, los nucleosomas adyacentes estan
separados por un ADN de enlace de 54 pb y unida por una quinta histona llamada
H1 propiciando que la condensacién sea mucho mayor y haciéndose notar como
una fibra de 30 nm de didmetro que parecen cuentas ensartadas en un hilo, como se
muestra en la figura 1.3; asi, la cromatina queda condensada 8,000 veces en
relacion al ADN extendido de forma natural.”'¥ Se ha estimado que hay
aproximadamente 3.4x107nucleosomas repartidas en los 46 cromosomas donde

aproximadamente tendran 2.6x108pares de bases por cromosoma autosémico.!’ 16)

Algunas regiones de la cromatina son activas y otras inactivas. La cromatina inactiva

se le conoce como heterocromatina y hay 2 tipos, la constitutiva y la facultativa. La

et——————r e I ———————— e e e ————————————————————
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heterocromatina {condensada e inactiva) se encuentra en regiones cercanas al
centrémero v en los extremos del cromosoma (telédmeros). La heterocromatina
facultativa en ocasiones estd condensada pero otras veces es transcrita activamente y
por consiguiente no estd condensada apareciendo como una eucromatina. Un
ejemplo es el de los 2 cromosomas X en las hembras de los mamiferos, un
cromosoma X esta casi completamente inactivo para la transcripcion y en los

machos estd completamente active.('?

-

FIGURA 1.3.- Empaquetamniento del ADN para la formacion de la cromatina; (Ochoa 5., 1979),

£l ADN activo para su transcripcion, es sensible al ataque de nucleasas y algunas
regiones son excepcionalmente sensibles, con frecuencia se ha encontrado que las
regiones hipersensibles contienen sitios de control de transcripciéon como el de los
genes que se presentan a menudo en conglomerados para ciertas regiones de cada
cromosoma. Dentro de estas regiones, los genes pueden estar separados por ADN
inactivo. La unidad de transcripcién que es la porcion del gen es copiada por la ARN
polimerasa, estos sitios constan ce regiones codificantes de ADN llamados exones
interrumpidas por secuencias intercaladas de ADN no codificantes llamadas
intrones. Durante el procesamiento del ARN, los intrcnes son removidos y los

exones son unidos por accién enzimatica de las ARN ligasas para la formacion del
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ARN mensajero maduro, que saldra del nicleo al citoplasma para la traduccién en la

formacion de aminoacidos.'?

La replicacién del ADN comienza en varios sitios a |a vez, estos sitios se le conocen
como burbujas de replicacion en cada cromosoma siguiendo las reglas del
apareamiento de bases durante la fase S del ciclo celular, cada tira de la doble hélice
se replica de manera simultidnea por mecanismos muy diferentes. Un complejo de
proteinas desdobladoras y desestabilizadoras incluyendo a la ADN polimerasa
replica la tira guia en forma continua en direccién 5'— 3'. La tira rezagada se replica
en forma discontinua en la misma direccidon 5'— 3’ con fragmentos de 150 a 250
nucledtidos llamados cebadores para que polimericen varias regiones de ADN,
posteriormente los cebadores son eliminados y fas tiras de ADN recientemente

sintetizadas son unidas por ADN ligasas./''¥

1.7.- PROPIEDADES DEL ADN.

Por su naturaleza de la molécula de la doble cadena, hoy se entienden muchas

propiedades, entre las mds importantes estan:

La absorbancia, donde las moléculas de purina y pirimidina absorben fuertemente la
radiacién electromagnética en la region de UV del espectro, teniendo una maxima
absorbancia a los 260 nm. Por lo general a esta longitud de onda se emplea como
base para establecer concentraciones de ADN siempre y cuando se mantenga un
efecto hipercrémico, es decir, cundo la molécula de la doble hélice esta

desnaturalizada tiene la maxima absorbancia a 260 nm.® 10.11.17)

En la superficie exterior de la tira de ADN es muy aniénica debido a la presencia de
grandes cantidades de grupos fosfato, cada uno de los cuales esta totalmente

tonizado a pH fisiolégico; esta propiedad de interaccién iénica es aplicable para

e ———— —————————————————————————— e ———————
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eluir por electroforesis a la molécula de ADN en un campo eléctrico de corriente

continua, donde la molécula se desplazada hacia la terminal an6dica.® 101117

Debido a la rigidez de la duplo-hélice v a la inmensa longitud del ADN en relacién
con su escaso didmetro, las disoluciones de ADN son muy viscosas, razon por la
cual el ADN exhibe un comportamiento ideal como soluto cuando esta formando

disoluciones altamente diluidas, @ ¢ 11,17

Uno de los primeros problemas que se presentaron una vez gue se demostrd que el
ADN era el material genético, fue la longitud de las moléculas presentes en las
células. Los estudios iniciales en el ADN viral y bacteriano indicaban que todo
programa genético en’ un organismo estaba presente como una molécula de ADN,
en ocasiones en forma lineal y otras ocasiones en forma circular. Las moléculas de
ADN se han analizado por medio de técnicas que utilizan la ultracentrifugacién y los
gradientes de densidad, es decir, en una solucion de cloruro de cesio, cuya
concentracion aumenta de la parte superior del tubo hacia el fondo, cada molécula
de ADN se moviliza hacia un sitio del tubo en donde la densidad del medio sea
equivalente a su propia densidad de flotacién. Una vez que 1a molécula llega a su
lugar, la fuerza de centrifugacion ya no puede afectarla y permanecerd ahi, lo cual

quiere decir que ha alcanzado un equilibrio de sedimentacién. ®19-11:17)

La separacién de las 2 cadenas del ADN o diplex por medio de calor no es un
hallazgo, pero cuando 2 hebras de ADN provenientes de diferentes especies llega a
reasociarse, las 2 cadenas formadas esencialmente son indistinguibles dei ADN
natural, ya que absorbe menos luz UV., esto se debe principaimente a que el
proceso de reasociacién es muy especifico y solamente las cadenas verdaderamente
complementarias son capaces de asociarse. La reaccién de asociacion presenta una
cinética de segundo orden, ya que es directamente proporcional al producto de la

concentracién de los reactivos. A mayor namero de moléculas complementarias en
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un volumen determinado, mayor frecuencia de colision, y mas rapido la formacion

de una estructura doble y estable.® 10.11.17)

El hallazgo de que los acidos nucleicos no catenarios complementarios pueden
asociarse es una de las observaciones mds valiosas practicadas en la biologia
molecular. Por un lado la observacién de reasociacion ha dado lugar a la
investigacion de la naturaleza de las secuencias de los nucleétidos dentro del ADN,
lo cual ha proporcionado una nueva vision sobre la naturaleza y funcion del material
genético. Por otro lado, dio lugar a la técnica de hibridacién molecular, que ha
proporcionado una gran cantidad de informacién acerca de todos los tipos y formas

de los dcidos nucleicos.7-11-13. 14

*

Recientemente se han realizado andlisis fisicos mas precisos donde se ha
determinado que existen in vivo formas de ADN, la mayoria de ellas participan en el
caracter helicoide de la forma B diferenciindose de sus valores diestros exactos y de
sus parametros moleculares como el dngulo de inclinacién de las bases asi como el
nimero de residuos de bases por paso de rosca entre el surco mayor y menor (como
se muestra en la figura 1.4). Sin embargo, Rich y colaboradores describieron la
existencia de una conformacién estructural de ADN radicalmente diferente de la
forma B que se ha denominado forma Z por la forma zigzagueante de los grupos
fosfato-desoxirribosa; esta conformacion Z participa con el mismo caracter
bihelicoide de la forma B que a diferencia de esta la hélice gira hacia la izquierda.
Las diferencias estructurales de las moléculas son el resultado de cambios de
conformacién internos, no se pude pasar directamente de la forma B a la Z
simplemente girando la hélice en forma contraria sino gue se requiere hacer una
serie de transformaciones en la conformacién interna; este tipo de ADN esta

presente en los centrémeros y en los telémeros. 712}
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FIGURA 1.4.- Esquematizacida de las moléculas Z v B del ADN; (Ochoa S., 1979).

1.8.- ORGANIZACION DEL GENOMA HUMANO.

La curva para el ADN eucariote es muy compleja, esta complejidad cinética
agregada es un reflejo de las diferentes secuencias de nucledtidos en la solucién de
ADN preparada a partir de organismos superiores, puede llegar a presentarse a
concentraciones marcadamente diferentes. Aungue las curvas de reasociacién del
ADN parecen ser continuas, se reconocen 3 clases de fragmentos de ADN. Estas 3
clases se distinguen por su veloc:daa de reasociacién, la cual refleja el nimero de
veces que se repite dentro de esta poblacion la secuencia de nucleétidos, a las 3
clases de cinética se denominan, fraccién altamente repetitiva,. fraccién
moderadamente repetitiva y fraccién no repetitiva conocida como la copia sencilla

o Unica.10: 18

La fraccién altamente repetitiva, 1a cual se define como VNTR's, que consiste en

secuencias presentes por lo menos 10* copias por genoma y constituye cerca del
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%_—
10% del ADN total. En la tabla 1.2 se esquematiza la clasificacion del ADN

repetitivo del genoma humano.!'% ¢

Esta fraccion del genoma se reasocia con tanta rapidez que su proceso solo se puede
seguir en soluciones diluidas donde la concentracion de los reactivos es muy baja.
Puede variar bastante la longitud de secuencias altamente repetitivas, fluctuando
desde 2 hasta menos de 300 pares de bases. A este tipo de secuencias en tdndem se
le conocen como ADN satélites, la funcién de las secuencias aitamente repetitivas se
desconoce por completo; tienden a localizarse en {a heterocromatina constitutiva de
los cromosomas, en particular en los centrémeros y se ha sugerido que intervienen
en el apareamiento de los cromosomas o en la recombinancién genética durante las

meijosis.(10- 16. 18)

ADN repetitivo (30%)
|

secuencias repetidas en tandem elementos interespaciadores

a (20%}
VYNTR's -
(10%) v v
SINES LINES
de 300 a 500 pb mayor de 500 pb
ADN satélite

*sat | secuencias cortas en tandem

*sat It (STR's)

*sat [l

*sat [V

|
TABLA 1.2.- Clasificacion def ADN repetitivo en el genoma humano; (modificade de Flouler y cals, :
1988). |

La subagrupacién de los VNTR s estén formados por los ADN satélite, que integran
a polinucledtidos mayores de 10 pb y menores de 300 pb en longitud. Los ADN
minisatélite comprenden a polinucledtidos mayores de 5 pb y menores de 10 pb en

longitud, vy los ADN microsatélite que estan formados por polinucledtidos de 3-5 pb

17
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en longitud, algunos autores lo nombran como repeticiones cortas en tindem o

STR '5.(10, 16, 18)

La fraccién moderadamente repetitiva constituye el 20% del total del genoma. La
variedad de estas secuencias repetidas puede calcularse por el anilisis por su
cinética de renaturalizacion, puesto que entre mayor sea la replicacién de una
secuencia, mayor rapidez con la que se asociar. Las secuencias que reasocian a esta
altima fraccion comprende desde tos 300 pares de bases y menor de los 800 pares
de bases. Por lo general se piensa que la mayor parte de las fracciones
moderadamente repetitivas pueden tener una funcion reguladora, mientras que la
gran mayoria de ellas puede carecer de una funcién determinada. Incluso dentro de
la fraccion se’encuentra los genes causantes de la produccién del ARN de
transferencia y el ARN ribosomal, asi como los genes que codifican para las

proteinas histénicas.”*0 18

La subagrupacion de fa fraccibn moderadamente repetitiva se de denominan
Elementos interespaciadores repetitivos, estan constituidos por los elementos
interespaciadores cortos conocidos como SINES que comprenden a los
polinucleétidos mayores de 300 pares de bases y menores de 500 pares de bases en
longitud y los Elementos interespaciadores largos llamados LINES que comprende a

polinucleétidos mayores de 500 pares de bases y menores de 800 pares de bases."®

La fraccién restante o secuencias no repetitivas del ADN, se compone de secuencias
de nucledtidos que se reasocian con una cinética que indica que se encuentran
presentes desde una hasta unas cuantas copias por genoma que flucttian entre 800 a
2000 pares de bases. La fraccién no repetitiva contiene la mayor cantidad de la
informacion genética para la produccién de proteinas; a esta familia se le conoce
como la familia multigénica que estrictamente solo existe una copia por genoma y

solamente constituye menos del 10% del genoma. La parte complementaria es la

e et —————— e
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méas abundante en todo el genoma vy tiene la funcion de espaciador de regiones

exénicas (ver tabla 1.3).00.18

TABLA 1.3.- Esquema representativo de la composicién del genoma humano; {(modificado de de

Flouler y cols, 1988).

El genoma humano x 13 pates de cromosomas

\ v

secuencias codificadoras de ADN secuencias no codificadoras de ADN

-

copias Unicas de ADN

A con funcitn espaciadora
r_\ copias miltiples de ADN repetidas en tandem

ﬁ\DN =3 mARN I aminoicido alin no se les ha atribuido una funcion especifica

1.9.- MUTACIONES GENETICAS.

A lo largo de todo el genoma existen alteraciones en la estructura del ADN
denominadas mutaciones, éstas pueden o no tener efectos negativos; o bien no
reflejarse el en el fenotipo ain cuando el cambio se presente en el genotipo.'¥ La
mutacién en la cadena del ADN constituye el proceso fundamental de la genética ya
que son transmitidos de los antecesores a los descendientes, este cambio ocurre

constantemente en todo organismo ya que es una caracleristica ligada al proceso de

la vida.t'?

Las regiones exénicas son las mas afectadas por las mutaciones, ya que puede tener
diversos efectos sobre la proteina correspondiente. El cambio de un nucledtido en el

ADN puede resultar afectado un triplete o probablemente sea diferente y este
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codifique para el mismo aminodcido; en este caso no se producird ninguna
alteracion en las propiedades de la proteina resultante, debido a la degeneracién del

codigo genético.'?
A continuacion se presenta la clasificacion de las mutaciones.@ 19

1.- MUTACIONES EN PUNTO.

TRANSICION. E}l cambio de una base purina-

pirimidina por otra purina-pirimidina.

TRANSVERSION. |El cambio de una base purina-

pirimidina por una pirimidina-purina.

2.- MUTACIONES FUERA DE FASE.

ADICIONES. Se adicionan una, dos 0 méas

bases.

DELECIONES. |Se suprime una, dos o més

bases.

Los agentes mutagénicos quimicos que generan alteraciones en el ADN estan
determinados por el desplazamiento de pares de electrones en la molécula basica

haciendo que se estabilice por resonancia {tabla 1.4, 1.5y 1.6).®




CAPITULO |

TABLA 1.4.- Mutaciones de transicién provocadas por agentes quimicos; (Russeli, 1980),

COMPUESTO ESTADO NORMAL ESTADO TAUTOMERICO
DEL COMPUESTO
5-bromouracilo se une con adenina Se une con guanina
2-aminopurina se une con timina se une con citosina

TABLA 1.5.- Mutaciones de transversion provocadas por agentes quimicos; (Russell, 1980).

COMPUESTO EN PRESENCIA DE EL RESULTADO ES
dcido nitroso adenina hipoxantina-citosina
4cido nitroso citosina vracil-adenina
hidroxilamina citosina hidroxilaminocitosina—
adenina

TABLA 1.6.- Mutaciones fuera de fase provocadas por agentes quimicos; (Russell, 1980).

COMPUESTO EFECTO EN LA CADENA EL RESULTADO ES
acridinas patrén adicién en un par de bases
acridinas nueva delecién en un par de bases

- 2l




CAPITULO Il

CAPITULO II.- LA IDENTIFICACION DESDE EL
PUNTO DE VISTA FORENSE

2.1- ETAPAS EN LA IDENTIFICACION DE PERSONAS CON
PROPOSITOS FORENSES.

En la historia de la identificacion con fines judiciales se han establecido 3 etapas

diferentes que comprenden:

La primera llamada “bdrbara”, etapa donde se mutilaban a los reincidentes,
cercenandoles las orejas, manos, nariz o se les marcaba mediante {a aplicacién de
hierro candente que dejaba en su cuerpo senales indelebles con fines

identificativos.

La segunda denominada “empirica”, etapa donde comenz6 a practicarse el método
descriptivo en base a los rasgos fisonémicos, las particularidades que ofrece el ser
humano y et método fotografico que la policia empleo para resolver el problema de

identificacion y que con el tiempo fue nula.

Por ultimo la etapa llamada “cientifica”, que surge hacia finales del siglo pasado,
donde el ser humano ha experimentado la necesidad de contar con procedimientos
confiables encaminados a disponer de un amplio margen de seguridad y la mayor
rapidez posible para la identificacién de cualquier persona, los cuales se han
perfeccionando en el curso de los afios; esta necesidad se hizo més patente en el
campo de la administracion de justicia, pues la reincidencia de los delincuentes en
sus crimenes demandaba sin tardanza crear métodos eficaces para su

identificacion.® ¥

22



CAPITULO I

2.2.-SISTEMA JURISDICCIONAL.

La investigacién de un probablé hecho delictuoso homicidio, suicidio, violacién,
robo, entre otras, siempre han sido de interés y es una de las actividades que realiza
el sistema jurisdiccional, ya sea por Ministerio Pablico, Policia Judicial, Autoridades
Jurisdiccionales con la finalidad de proporcionar una adecuada identificacion del
precursor de los ilicitos y para fograr tal objetivo se ha apoyado de 5 disciplinas que

son®

1. La criminologia, siendo una ciencia es la encargada del estudio del delito como
conducta humana y social para la prevencién del delito y el tratamiento de los

delincuentes. .

2. Policia cientifica, considerada como ciencia que tiene estudio practico de los
criminales y del crimen, y mediante la aplicacion de métodos cientificos de
investigacion, da la posibilidad de describir a los autores de los crimenes y de los

delitos sin emplear el sistema cientifico del laboratorio.

3. Policiologia, es una disciplina que incluye técnicas, métodos y conocimientos
muy propios para ser aplicados en la localizacién, persecucién y deteccién de

presuntos responsables de hechos delictuosos.

4. Medicina forense, es una disciplina cientifica que aporta al juzgador las pruebas
periciales de caracter médico legal, esenciaimente determina las causas de muerte
por las lesiones infringidas existentes en el occiso o en cierto caso da solucion a

otro tipo de aspectos biolégicos humanaos.

5. Criminalistica, disciplina cientifica que se ocupa de los analisis de los indicios,
denominados asi a todo objeto, huella o elemento intimamente relacionado con un
presunto hecho delictuoso, cuyo estudio permite reconstruir e identificar a sus

autores y establecer su participacién de los mismos. Auxilia al 6rgano jurisdiccional
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aportando pruebas materiales vy periciales para darles elementos probabilisticos e
identificables y reconstruibles a través de los laboratorios correspondientes de cada

disciplina que integran a la ciminalistica, que son:

» Balistica forense
* Documentoscopia
» Fotograffa forense
¢ Dactiloscopia

e Quimica

» Patologia

» Antropologia

s Hematologia

s Genética
£n la investigacion pericial de un indicio se recorren las siguientes etapas.

1. Busqueda en el lugar de los hechos y la identificacién de los indicios (ubicacién
y presentacidon morfoldgica).
2. La recoleccién, levantamiento, proteccién y un buen registro de la evidencia para
un adecuado transporte al laboratorio.
3. Examenes analiticos que siguen la siguiente metodologia:

I. Examenes visuales

Il. Pruebas presuntivas

lIt. Pruebas confirmatorias

IV, Pruebas de individualizacién

Estos son algunos principios basicos en la criminalistica, pues E. Locard establecio
que existe un intercambio dindmico entra la victima, victimario y el lugar de los
hechos. Esto quiere decir que no existe un crimen perfecto, por lo tanto siempre
existe algo en el lugar del delito e identificar ese algo es el objeto del

criminalista. 20
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4. Interpretacion de los resultados y elaboracién de los dictdmenes.

2.3.- SISTEMAS TRADICIONALES DE IDENTIFICACION CON FINES
FORENSES.

Estos sistemas de identificacién estin basados por las caracteristicas fisicas que

presenta cada persona (fenotipo).

Alphonse Bertillon crea el sisterma antropamétrico basada en 3 principios; 1) la
estabilidad del esqueleto humano desde los 28 afos, 2) la maltiple variedad de
dimensiones que presenta el esqueleto humano comparandolos entre los individuos,
3) la facilidad y la precision relativa con gue pueden verificarse la mediciones sobre
el ser humano. Para reforzar este sistema, Bertillon emplea el retrato hablado que
consiste en la descripcién de los caracteres particulares de ciertos rasgos
fisiondmicos como cabeza, nariz, ojos, boca y mandibula para tener un mejor

complemento de identificacion.®

El sistema de la dactiloscopia fue perfeccionada por Juan Vucetich a partir de las
formas de identificacion de las huellas papilares que anteriormente Malpigti analizé
y posteriormente Francis Galton corroboré obteniende una combinacion de
1,048,576 formas de los dedos de ambas manos. La dactiloscopia es la primera
marca evidente con gran poder de discriminacién y hasta la fecha no se ha

encontrado una huella digital igual.*®

Existe, claro estd, muchos otros procedimientos de identificacién gue en mayor o
menor grado han contribuido al desarrollo y perfeccionamiento de las ciencias

criminalisticas; algunos de estos son:

Método de CAPDEVIELLE: constituye un sistema de identificacién basado en la

descripcién del ojo y la regién orbital del mismo.
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Sistema Dental: que consiste en anormalidades y alteraciones dentarias.

Cicatriz umbilical: considera el fondo, la base, las paredes y la cavidad de dicha
cicatriz para establecer los diferentes tipos de clasificacion. Este sistema no es

confiable ya que a través de los afos tiende a modificarse,

Método Radiolégico: basado en la fotografia de rayos X de los senos frontales y se

requiere de grandes conocimientos médicos.

2.4- MARCADORES GENETICOS TRADICIONALES EN LA
IDENTIFICACION CON FINES FORENSES.

El interés que se ha desarrollado en el campo de la criminalistica por las técnicas
con fines identificativos se ha manifestado en el empleo de proteinas como

marcadores genéticos tradicionales.

Los grupos sanguineos fueron los primeros marcadores genéticos en emplearse en el
sistema forense; sin embargo, tienen la desventaja de que no presentan un alto
polimorfismo, la tipificacion se realiza con antisuero y en ocasiones se dificulta la
identificacion del grupo cuando la cantidad de muestra es refativamente pequefa o

de mala calidad.®

La segunda generacion de marcadores genéticos incluye a las enzimas eritrocitarias
y enzimas plasmaticas, ambas presentan gran polimorfismo y se determinan por
variantes electroforéticas; se requieren de muestras que no estén desnaturalizadas y
de cantidades razonables para su anilisis.?" Se ha estimado que solamente el 28%

de las proteinas plasmaticas son polimoérficas.2?
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La tabla 2.1 indica fos marcadores genéticos mas empleados en Europa hasta fines
de los setentas en la identificacibn de personas involucradas en un delito, la

identificacidn de las proteinas polimérficas s2 realiza por electrofores:s.

TABLA 2.1.- Proteinas plasmadticas y enzimas celulares que presentan polimorfismo; (Artur v cols

1990).
SIMBLO DEL LOCUS
hapioglobina (cadena ala) Hy
transferrina TF
proteina enlazarte de vitamina D GC comnponente especifico
' de grupo
cerdloplasmina CcP
alfa i antitripsina Pl inhibidor por proteasa
alfa 1 glicoproteina &cida ORM orosomucoide
beta 2 zlicoproteiral BG
factor properdina 8 BF
complemento
2 componerte Cc2
3 composente . c3
dcompone e Cc4
6 comganente Cé
enzimas
amilasa pancredtica AMY 2
colinesterasa CHE 2
fosfatasa acida 1 ACP 1
adenos:n deaminasa ADA
! adenilato kinzsa AK1
anhidrasz carborica 2 CA2
ciaforasa dependiznte de NADPH DIA 2
estearasz. D EsD
gakactosa 1 uridil transterasa GALT
glucnsa 6 fos'mo desnidrogenasa G6PD
transaminasa g utdnico pirlvico GPT
, glutation derox’dasa GFX1
! giulation reductasa GSR
glioxilasal GO
i’ peptidasa A . PEPA
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peptidasa C

peptidasa D

fosfoglucomutasa 1
fosfoglucomurasa 2
fosfogluconato dehydrogenasa

uridin minfosfato kinasa

aconitasa

citidin deaminasa

alfa L fucosidasa

alfa glucosidasa

transaminasa glutdmico oxaloacética mitocondrial
hexoquinasa 3

enzima milica mitocondrial

fosfoglucomutasa 3

PEPC
PEPD
PGM
PGM 2
PGD
UMPK

ACO 1
CDA
FUCA 2
GAA
GOT2
HK 3
ME 2
PGM 3

Las siguientes tablas indican el poder de exclusion de los marcadores genéticos mas

empleados en México hasta fines de los ochentas para la identificacién de personas

involucradas en un delito y en la exclusién de parentesco biolégico.?"

TABLA 2.2.- Poder de exclusién para cada uno de los antigenos eritrocitarios; (Knight, 1994).

SISTEMA ERITROCITARIO % DE EXCLUSION
MNs 320
Rh 28.0
KIDD 4.5
DUFFY 4.8
ABOQ 17.6
KELL 33
LUTHERAN 3.3
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TABLA 2.3.- Poder de exclusion para cada una de las enzimas eritrocitarias; (Knight, 1994).

ENZIMAS ERITROCITARIAS

% DE EXCLUSION

gluconatodeshidrogenasa

FGM fosfoglucomutasa 14.5
FAE fosfatasa dcida eritrocitaria 21.0
TGP trans glu-piru- 19.0
Glu Glucoxilasa 18.4
EsD estearasa D 9.0
AC adenilatocinasa 4.5
ADA adenosin deaminasa 4.5
6FGM p- 2.5

TABLA 2.4.- Poder de exclusién para cada una de las proteinas plasmaticas; (Knight, 1994).

PROTE(NAS PLASMATICAS % DE EXCLUSION
GC 24.7
HP 17.5
GLM 06.5
KM 06.0

TABLA 2.5.- Poder de exclusién de las proteinas antigénicas del HLA; (Franco D. A., 1991).

PROTEINAS ANTIGENICAS

% DE EXCLUSION

HLA SEROLOGICO

95.5
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El total de exclusion para los 4 sistemas marcados en las tablas como antigenos
eritrocitarios, enzimas eritrocitarias, enzimas plasmaticas y HLA seroldgico es del

99.7% para la poblacion del Valle de México.?"

Se han realizado estudios de frecuencias fenotipicas en diferentes grupos sociales
que han contribuido a conocer la distribucion de frecuencias alélicas y genéticas,
que han sido empleadas para la identificacién de personas y en las determinaciones

de parentesco biolégico.?* 29

En los fluidos corporales como saliva y semen se pueden determinar ciertos
marcadores genéticos como glioxilasa |, fosfoglucomutasa |, secretores de grupo

sanguineo ABO, peptidasa A y Lewis.9

Por otro lado, las muestras bioldgicas de procedencia de escenas de los delitos
consisten principalmente de manchas sanguineas, manchas seminales o algin otro
fluido donde la mayoria se encuentran en las superficies de las prendas; a partir de
estas muestras es posible identificar al autor{es) dei supuesto delito, aplicando los
marcadores genéticos tradicionales siempre y cuando las muestras bioldgicas sean
de buena calidad y suficiente para realizar el analisis;*® sin embargo la gran mayoria
de las evidencias bioldgicas estdn expuestas a la agresividad del medio ambiente
como la luz solar, temperatura, humedad, microorganismos, enzimas proteoliticas
de tos fluidos, y el tiempo entre otros factores que ocasionan la desnaturalizacion de
las protefnas propiciando resultados erréneos, dificiles de interpretar o haciendo
imposible la determinacion del marcador.5% . En las determinaciones de
paternidad, la identificacion de! supuesto padre se realiza por la interseccién entre
la frecuencia de los marcadores empleados en la poblacién y hasta ese momento se

trata de una correlacién.2?

Los marcadores genéticos tradicionales no se pueden aplicar en muestras de fluidos

contaminados como es el producto de una violacién, en tejido muscular, tejido
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6seo, en cabellos con raiz, en muestras de ‘ejido parcialmente calcinado y tejido
momificado, marcando de esta raanera aigunas desventajas respecto a las

caracteristicas de la muestra para su identificacion.’ 28

2.5.- SISTEMAS DE INDENTIFICACION EN BASE AL ESTUDIO DEL
“ADN",

Para la identificacién de una personz con gran certeza se requeria del empleo de los
marcadores tradicionales y de marcadores genéticos anteriormente descritos; de no

ser asi la identificacién no era muy confiakle o quedaba incenclusa >

En 1980, Comings publica en el Amencan Journal of Human Genetics el término “la
nueva genética” al referirse al uso de técnicas de biologia molecular y al enorme
potencial gue tienen para el estudio del genoma humano; estas metodologias
impactan de manera positiva al drea forense donde algunas de sus investigaciones
estdn encaminadas a desarrollar métodos mds sensibles para la identificacion de
personas a partir de muestras bioldgicas escasas que contengan células nuclead'as,
es decir, que involuzra a la cadena dzl ADN que no se daria tan ficilmente en las

condiciones del medic ambiente,'2®

Esta metodologia emplea marcadores de ADN, siendo aguellas regiones que se
heredan de los antecesores a los hijcs y que se identifican como bandas que se
encuentran en diferentes sitios después de una elucion por electroioresis. Los
marcadores genéticos parz el ADN estan determinados por regiones polimérficas de
un determinado segmento de la molécula de la doble hélice que involucra un
cambio de base o un ntmero determinado de bases repetidas en tindem; estos
polimorfismos del ADN tiener una gran variedad de alelos existentes en fa

poblacién que se eacuentran en kaja frecuencia.’® 2 Se ha estimado que por cada
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200 pb al menos un nucledtido es polimériico encontrandose con 2 0 mds variantes

alélicas. @2

La figura 2.1.- representa los 2 tipos de polimorfismo que se puede encontrar a lo

largo de la ,molécula del ADN.,

{#)  --TOTCACTA ¢ GGAGCATACG --
--TGTCALTA G GGAGCATALG - -

by --AATCGE CACACA GTAACTTACGCT--
--AATCOGT CACACACA GTAACTTACGCT --
-~ AATCUGT CACACACACA GFAACTTACGTT--

FIGURA 2.1.- Poiimezrfismas en el ADN, a) presenta un cambio en el par de bases Cpor G. b}

pres-er-.ta las secuencias ¢e bases -CA- repatidas en tindem; {Davies, 1992).

El sistema criminalistico ha adoptado estos marcadores genéticos como marcos de
referencia para la identificac:6n de personas ya que se les puede relacionar por
medio de una genotipificacién para cada elelo, ademas estos tienen la ventaja de
que son heredados de los antecesores a los descendientes;'® de esta manera se ha
desplazado a los marcadores genétices tradicionaies que anteriormente se
empleaban pues la forma en cue se heredan es de tipo autosémico dominante y
autosémico recesivo, ademads requieren de -una fanotipificacién y de varias

caracterfsticas que deben cumplir. -3

El genoma =s tcdo el ADN que se encuentra en el nicleo de las células como se
describid en el capituio !, sin embargn, en el sistema criminalistico una

genotipificacién para un locus es la region polimérfica que se determina.t* 5 ®

Para determirar los genotiprs de un marcado- de ADN se cuentan con las siguientes

técnicas moleculares;
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2.5.1.- ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT O RFLP.

Existen técnicas de transferencia como el southern (ADN), northern (ARN) y
Woesthern (proteina). El primero llamado asi por €. Southern que ideé la técnica en
1977, los demés fueron nombrados para c/’ferenciar uno de otro v hoy los términos

son aceptagos.

En 1980, el britnico A. Jeffr2s perecciond la técnica del southern al emplearla
como una herramienta mds en las ‘nvestigaciones forenses y la llamo “la huella

digital del ADN" o “DNA fingerpiinting”. - 8. 3%

La especificidad de ios peifiles de ADN e3 tan grande que la probabilidad de
exclusién es del 93% por lo que es particuiar para cada individuo a diferencia de
los marcadores genéticos tradicionales que en conjunto solamente excluyen el

g0, (1, 5. € 31)

La huella digital del ADN esti ceterminada por el empleo de las enzimas
bacterianas o flingicas llamadas endonucleasas de restricciébn que reconocen vy
cortan el ALIN en sitios palindrémicos produciendo fragmenios de longitud variable
Ilamados RFLP s, La figura 2.2- representa los 2 tipos de cortes existentes por las

endonucleasas de restriccion.ti- 16,30

Los fragmentos producidos por las enzimas son separados (por electroforesis
horizontal submarina en gel de agarosa) de acuerds al tamaiio, posteriormente los
fragmentos se <lesnaturalizan dentro del gel con solucion alcalina, después son
transferidos a una membrana de nitroceluiosa quedando adsorbidos obteniendo asi
una réplica exacta del gel en {a pelicula, el siguiente paso consiste en hibridar la
membrana con sondas especificas marcadas en forma radiactiva, a este paso se le
conoce como hibridacién tipo southern; para revelar el sitio de la molécula hibrida
se somete a Uaa autorradiografia obteniéndose una imagen con una serie de bandas

de diferentes densidades v tamafo gue emite radiacién.®4'¥ El interés del 4rea
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forense son los genotipos del marcador que se determinan por medio del patrén de

bandas haciendo mas facil la comparacién e identificacién entre personas,3-42428)

La figura 2.3.- presenta los pasos del RFLP.04 29

A. Extremos escalonados

GGATCC BamHI GATCC

CCTAGG CCTAG G

B. Extremos romos

GTTAAC Hpal GTT |AAC
CAATTG » CAA|TTG

FIGURA 2.2.- éortes de ADN en sitios palindrémicos por enzimas de restriccién, (Murray, 1994).

FRAGMENTOS DE ADN

ELECTROFORESIS EN EL GEL DE AGARCSA

ENDONUCLEASAS EN EL GEL. DE

DE RESTRICCION el AGAROSA
/9/
ADN DE DOBL§E DENA

¥ DE ALTG PESOMOLECULAR  MEZCLA DE FRAGMENTOS
DE RESTRICCION

1) DESNATURALIZACTON
23 TRANSFERENCIA SOUTHER BLOT

HIBRIDACION DE ADN
AUTORADIOGRAFIA EN LA MEMBRAMA DE

NYLON

B

Himiimi
ninmin

MEMBRANA DESPUES FRAGMENTOS TRANSFERIDOS

PELICULA DE RAYOS X DE LA HIBRIDACION A LA MEMBRANA DE NYLON

FIGURA 2.3.- Esquematizacion de la metodologia del RFLP {modificado de
Davies, 1992),
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2.5.2.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA O PCR.

La PCR es una técnica de amplificacién in vitro de una secuencia especifica de

ADN basada en los postulados de Korana.

La metodologia fue creada y nombrada por Kary B. Mullis y colaboradores en 1985,
investigadores de la compania CETUS, utilizado en los primeros ensayos de la PCR
en forma manual el fragmento Klenow termoldbil de la ADN polimerasa 1 de la
bacteria E. coli para la replicacién y varios bafos de agua a diferentes temperaturas
para la desnaturalizacién del ADN, la alineacion de cebadores y polimerizacién de

las regiones especificas flanqueadas.©*2 3%

Desafortunadamente en cada ciclo se requeria agregar una nueva cantidad de
enzima para reemplazar a la desnaturalizada y glicerol que este terminaba por
inhibir la actividad de la enzima limitando la eficiencia de la reaccién, estas
circunstancias determinaron que los primeros ensayos de la PCR resultaran costosos,

complejas y poco eficientes. 32 3339

Con el descubrimiento de la ADN polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus

revoluciond de cierta manera el proceso de la PCR, esta enzima presenta 2 grandes
ventajas, la primera; no requiere adicionar mas polimerasa después de un
calentamiento, la segunda; la enzima es activa a altas temperaturas donde la
alineacion de los cebadores son mas especificos y la sintesis de ADN es mds rapida.
Esto permitié que la PCR quedara automatizada al introducir la tecnologia de los
termocicliadores reduciendo de forma significativa el costo y el manejo de las

muestras {(ver figura 2.4).33. 3%

La PCR esta siendo aplicada paulatinamente en las técnicas de clonacién molecular.
Su aplicacién es muy exitosa cuando se amplifican en ndmero regiones de ADN

cuya secuencia nucleotidica es conocida (técnicas de secuenciacién).?- 13 14. 28, 32-38)

35




CAPITULO i

La automatizacién de ta PCR se compone de varios ciclos y cada ciclo comprende 3

pasos en forma generat a consideracign; 3234
1. Una primera temperatura de 94°C para la desnaturalizacién de la doble hélice.

2. Una segunda temperatura de 60°C para la alineacion del par de cebadores
diferentes que flanquean la region de amplificacién en los extremos 5° en cada

hebra de ADN desnaturalizado.

3. Una tercer temperatura donde el par de cebadores apareados actiien como
iniciadores para que la enzima polimerice las regiones flanqueadas

complementarias.

ADN no amplificado

ADN desnaturalizado y primer anclado
P . Amplificacidn de tn regién palimértica

— T — ADN desnaturalizade y primer anclado

Amplificacin de la region palimdrfica

i —-_—

_—_

F — . .

—— ey ADN desnaturalizado y primer anclado
| .

—eaem |

[
——— Amplificacién de la regidn polimérfica
R
[ ]

FIGURA 2.4.- Esquematizacion de los pasos de la PCR; (medificado de Emery A., 1992).

Para la identificacion de la regién amplificada se lteva acabo por las siguientes

técnicas:
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A) por el dot blot de tipo radiactivo,
B) por el reverso dot-blot no radiactivo,

C©) por comparacién de marcadores alélicos; (siendo estos 2 dltimos los méas

empleados para el analisis forense).
A} DOT BLOT DE TIPO RADIACTIVO

Es la primera técnica desarrollada para la identificacion de alelos especificos a partir

de fragmentos amplificados por PCR.

Esta metodologia requiere de un compuesto radiactivo unido en los
oligonucleétidos especificos que al hibridar con las regiones amplificadas y
desnaturalizadas después de una elucién y transferencia a una membrana de nylon
identifican los alelos correspondientes de un genotipo cuando se exponen en

peliculas radiogréficas,© ¢ 29.30
B) REVERSO DOT BLOT NO RADIACTIVO

En virtud de la comercializacién de esta técnica, ya se encuentran disponibles en. el
mercado las tiras de nylon que contienen las regiones especificas correspondientes
de los alelos, haciendo mas ficil la identificacién de las regiones polimérficas

amplificadas como lo indica la figura 2,5.0.33-38
El reverso se aplica de acuerdo a los pasos siguientes:

1} La secuencia especifica ya amplificada, se somete a 95°C de temperatura por 5-
10 minutos con la finalidad de desnaturalizar la doble hélice, que posteriormente se
adicionaran a las tiras de nylon que contienen las regiones especificas de los alelos

{550.
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2) La secuencia amplificada desnaturalizada se hibrida con los oligos especificos
(SSO) cuando las condiciones de astringencia y pH asi lo permitan. Los alelos se
observan cuando aparecen los puntos coloridos sobre las tiras, indicando las

regiones polimérficas por cambios en el par de bases.

TMB
SUBSTRATO DE COLOI.I ‘COLOR AZUL
. =
HPR
STREPTOAVIDINA-HRP-
SA ENZIMA CONJUGADA
| 4 PRIMER

ADN AMPLIFICADO
BIOTINA

gm‘ IMOBILIZACION
4’ DE LA SONDA

v
_ mﬂ _

MEMBRANA DE NYLON

FIGURA 2.5.- Esquematizacion del reverso dot-blot. La regitn amplificada se marca en los extremos
5" del cebador con biotina y enzima peroxidasa conjugada con avidina. Posteriormente se hibridizan
las regiones amplificadas con sus respectivos oligonucledtidos de secuencias especificas (S50) que
estdn fijados en una membrana de nylon, para la identificacién del los fragmentos amplificados se
adiciona peroxido de hidrogeno con el fin de hacer reaccionar la enzima con el sustrato TMB
{tetrametil-bencidina) para formar un complejo, observandose como puntos azules que corresponden
a un genctipo. Este tipo de hibridacién es especifica para determinar regiones polimérficas por
cambios en el 'par de bases; (Reynalds R., 1991).
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C) COMPARACION CON LADDERS ALELICOS

En este procedimiento se aplica la técnica de electroforesis que eluye los fragmentos
amplificados y un marcador de peso molecular en gel de poliacrilamida, este
procedimiento permite separar al ADN amplificado en base al peso molecular e
identificando el genotipo por comparacién a la altura de la elucion.33-3% 3942 £qpe
forma de genotipificacién es especifica para determinar regiones polimérficas

repetidas en tandem como esta representado en la figura 2.6:

r-
a
-
o
-

LG3 L
B B & & = &

FIGURA 2.6.- Genotipificacién sobre geles de poliacrilamida, {L) lader, (CGn} genotipos; (Perkin Elmer
No N808- 0054).

2.6.- VENTAJAS DE LA PCR SOBRE EL RFLP EN LA
GENOTIPIFICACION FORENSE.

Existen ventajas de la PCR sobre los RFLP, éstas estan sujetas primordialmente a la
aplicacion, ya que de acuerdo a las caracteristicas de la criminalistica, la PCR se

adecua a las caracteristicas de las muestras, asi se observa en la siguiente tabia:
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TABLA 2.6.- Ventajas de la PCR sobre el RFLP; {modificado de Mc Phersan y cols, 1994).

Ambas metodologias dependen de la disponibilidad de ADN, siendo esta la parte

fundamental del tiempo para cbtenerlos los resultados.
® La PCR es simple y rapida.

® La genotipificacion se realiza en un dia,

® La PCR no involucra radioctividad.

® Las amplificaciones de los segmentos polimérficos se realizan por automatizacion
reduciendo el error de operacién e incrementando el nimero de muestras para la

amplificacién con el mismo periodo de tiempo.

® La PCR emplea cantidades de 2ng de ADN, adecuadas para el empleo de material
genético proveniente de cabello con raiz, manchas de sangre, manchas de saliva, manchas

de semen, tejido 6seo, tejido momificado y tejido en parcial descomposicién.
& La PCR permite el analisis simultaneo de 2 0 mas secuencias

® los andlisis se pueden repetir varias veces o amplificar para genotipificar otros

marcadores.

¢ Para aplicar la técnica del RFLP se requieren de cantidades minimas de 25-50 ng de

ADN vy no se aplican en muestras pequenas.

¢ Para la obtencién de los RFLP s se fracciona solamente en una ocasion el ADN con

enzimas de restriccion
+ Los RFLP’s implican radiactividad.

¢ La genotipificacién se obtiene de 20-30 dias.
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2.7.- CRITERIOS PARA EL EMPLEO DE MARCADORES GENETICOS EN
LA APLICACION FORENSE.

Para que un marcador genético pueda ser atil como pardmetro de identificacién,

son importantes las siguientes caracteristicas:

Un marcador genético es cualquier caracter heredado y se estudia no por su interés
intrinseco sino por su naturaleza para investigar la heredabilidad de un segmento
particular de un cromosoma es a través de una familia. Un marcador util debe ser
estudiado faciimente con el material disponible de manera répida, debe ser
heredado de forma simple y crucialmente de caracteristicas polimérficas; esto es,
que presente diferencias genéticas entre la gente y que éstas se puedan estudiar a
través de un arbol genealdgico, deben presentarse con baja frecuencia en la
poblacién asi como un alto indice de heterocigocidad, el ambiente no debe de
influir en la expresién del marcador y deben de permanecer sin cambio durante la

vida.?9

tos marcadores considerados como polimorfismos genéticos son aguellos donde la
frecuencia del genotipo excede el 1% de la poblacién, excluyendo a muchos
sistemas genéticos de interés en medicina como los errores congénitos del

metabolismo cuya frecuencia en ningdn caso es superior al 1% estipulado. "9

Por el método de analisis, éstos deben de ser confiables en la determinacion, debe
ser facil de analizar e interpretar, que su determinacion se realice sin ambigiiedad,
que se diferencie cualitativamente scbre los alelos existentes y que consuman el

minimo de material {9 2%
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2.8.- GENETICA DE POBLACIONES.

El estudio de la herencia de los genes nos obliga a examinar las leyes gue la rigen,
asi como la herencia de los caracteres, y aquellos caracteres que son continuos y

que reflejan la accion aditiva o multifactorial en las poblaciones humanas.®?

Las caracteristicas genéticas se encuentran determinadas por movimiento vy
combinacién de los genes que van de generacidn en generacion, significando una
distribucién de material genético de la poblacién progenitora entre los

descendientes,*#

La diversidad genética en la poblacién esta influenciada por sus propiedades
recombinantes y evolutivas, y ademds por la frecuencia relativa de los alelos
proyectados a los genotipos resultantes como los pardmetros de referencia de los
genes, en el enfoque genético se toma en cuenta la frecuencia genética para definir
la estructura biolégica de la poblaciones y predecir cambios evolutivos en la

misma,*¥

La genética poblacional genera el conocimiento que ayuda a entender el fenémeno
de nivel biolégico, ya que también se llega a conocer las limitaciones de la técnica,
asi también establecer un banco de datos sobre genotipos y como consecuencia
aplicarlo cuando asi se presenten los fenémenos que se quieren explicar para

asignar las probabilidades genotipicas.“®

Los métodos estadisticos nacen con {a determinacién de polimorfismo de ADN por
medio de la técnica RFLP, provocando un impacto sobre pruebas de identidad en el
area forense. Un método estadistico conservador fue desarrollado y se baso sobre
los pardmetros fisicos definidos arbitrariamente. Estas aproximaciones permitieron la

clasificacién de datos sobre alelos continuos, generando asi un simple y manuable
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sistema de datos, y su diferenciacién al grade de determinar la frecuencia de un

grupo de alelos, 6 47

En las poblaciones grandes donde los cruzamientos ocurren al azar y en las que no
se producen trastornos por influencias externas, los dominantes no aumentan a
costa de los recesivos. En realidad, en tales poblaciones las proporciones relativas
de los distintos genotipos permanecen constantes de una generacién a otra y en

proporcicnes de:

p2:2pq:q2 = (p+q)2

Esto se conoce como el principio o la ley de Hardy Weinberg, que fue postuiado en
1908 de forma independiente por el matematico inglés G.H. Hardy, vy el médico
aleman W. Weinberg, Esta ley es una de las mas importantes en la genética humana
por lo que es digna de considerarse con mayor detalle. De la relacién que existe
entre las frecuencias alélicas y genéticas se desprende que en la posicion de
equilibrio la cantidad maxima de heterocigotos presentes correspondientes al valor
2pq no exceda el 50% de la totalidad de los genotipos comprendidos en la
distribucién; esta propiedad tiene importancia practica ya que si un marcador
genético muestra una proporcion excesiva de heterocigotos por arriba del 50% se
puede afirmar que en fa poblacién existe polimorfismos donde la desventaja del
mutante se manifiesta en baja adaptabilidad del homocigoto con ventaja

significativa a favor del heterocigoto (evolucién del alelo).¥

El sistema forense ha empleado el modelo matemitico de Hardy Weinberg para
determinar la distribucion de frecuencias alélicas y genéticas de los marcadores de
ADN, el objetivo de aplicar esta ley es de que las frecuencias serdn constantes a
través de las generaciones y totalmente adecuadas para ser aplicados con fines

identificativos en una determinada poblacién panmitica de estudio.!+ 2/ 5 40, 41, 46}
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Uno de sus objetivos de la genética forense es contar con otro sistema de
identificacion confiable, lo cual es a través de regiones altamente polimérficas de
ADN, y que al determinar estos se aplican los términos “exclusion o no exclusion”

con alta confiabilidad.- 2 5. 40. 41, 46)
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CAPITULO IIl.- PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Los marcadores tradicionales empleados como sistemas de identificacion en la
determinacion de parentesco familiar e identificacion de personas participantes en
hechos delictivos no tienen gran poder de inclusién, como consecuencia, no es
confiable cuando se identifica a una persona; se requieren entonces de métodos

fisicos que presenta la persona que se busca.

Los marcadores de grupos sanguineos, las enzimas de los eritrocitos y las proteinas
del plasma sanguineo, son empleadas cuando se dispone de cantidades razonables
para su analisis y estas se conserven integras para su proceso; o es posible aplicarlos
en muestras de tejido muscular, tejido dseo, en cabellos, en muestras de tejido
parcialmente calcinados, en manchas sanguineas y en ciertos fluidos corporales

como el semen.

Con fa demanda de crear nuevas metodologias para el proceso de identificacién, se
elige la tecnologia de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). .Esta
metodologia se limita exclusivamente a muestras donde existen células nucleadas. La
PCR ha desplazado las técnicas serolédgicas y electroforéticas que anteriormente se

empleaban para llevar a cabo |a correlacién entre personas.

El punto principal de controversia en México, para los fines identificativos en los
casos legales al emplear diferentes marcadores es de no contar con un banco de
datos que excluya al 99% de ia poblacién, actualmente sucede lo mismo al ser
empleados los marcadores polimérficos del ADN de origen humano; es por esto que

surgen |as siguientes preguntas.
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:Qué significa cuando coincide el patrén genético de una muestra problema con ta
de un individuo?, ;Qué significa cuando se conoce la probabilidad de encontrar 2
marcadores genéticos de 2 individuos no relacionados en la poblacién?, ;Cuél es la
finalidad de contar con el poder de discriminacién del sistema?, ;Cuales son las

ventajas y las desventajas de la técnica?.

Para responder estas preguntas, se debe tomar en cuenta que los marcadores
genéticos para el ADN humano que puedan ser Gtiles en el proceso de exclusion,
deben de tener gran poder de discriminacion o capacidad de distinguir
genéticamente a 2 individuos al azar de la misma poblacién, esto es que entre mas
alelos tenga un marcador genético {(mayor polimorfismo) y mas uniforme sea la
distribucién en la poblacién, mayor sers el poder de discriminacién del marcador

polimérfico de ADN en la poblacién,

Para ayudar a resolver este problema de tipo forense asi también para contar con otra
herramienta dentro del proceso de identificacién, se analizard la distribucién de
frecuencias alélicas y genotipicas del sistema Polymarker de los loci: LDLR, GYPA,
HBGG, D758 Y GC, localizados en los cromosomas 19, 4, 11, 7 Y 4 respectivamente

de una muestra poblacional representativa del Valle de México.

Con el estudio de los marcadores polimérficos del sistema Polymarker para el ADN,
se determinaran fas frecuencias geﬁotipicas y el grado de confiabilidad en el proceso
de exclusién de un individua la poblacion del Valle de México, esto contribuird a
aumentar el banco de datos para un sistema de identificacidn altamente confiable
con apiicacién a la criminalistica en la Direccion General de Servicios Periciales de
la Procuraduria General de Justicia del D.F. y a su vez contar con un soporte técnico
basico para el apoyo de los estudios de esta naturaleza solicitados por las autoridades

competentes.
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CAPITULO IV.- OBJETIVOS

4.1.- OBJETIVO GENERAL.

M Determinar la distribucion genotipica y alélica de los cinco loci LDLR
(Receptor de la Lipoproteina de Baja Densidad), GYPA(Glicoforina
A), HBGG.(Hemoglobina G Gammaglobina), D788 (locus ligado a la
fibrosis quistica), y GC (Componente Especifico de Grupo), en una

muestra poblacional del Valle de México

4.2.- OBJETIVOS PARTICULARES.

&1 Determinar la frecuencia de cada alelo de los 5 loci de polymarker.

M Determinar la frecuencia de cada genotipo en los 5 loci de

polymarker.

& Determinar la heterocigocidad de los 5 loci que integran el

polymarker.
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d Determinar la homocigocidad de los 5 loci que integran el

polymarker.

& Determinar el valor de X2 (chi cuadrada) en cada genotipo de cada

locus de polymaker.

M Determinar el poder de discriminacion total de los 5 locus de

polymarker,

M Determinar el poder de coincidencia al azar total de los 5 locus de

polymarker.
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CAPITULO V.- HIPOTESIS

Si las frecuencias genéticas de los 5 locus de polymarker permanecen constantes a
través de las generaciones, se tendrd un equilibrio de Hardy Weinberg en la

poblacion del Valle de México; entonces serd posibte obtener:

& El poder de discriminacién con un valor superior al 94% de los 5 locus analizados

en la poblacién del Valle de México.

# Una heterocigocidad superior al 75% en la poblacién del Valle de México.
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CAPITULO VI.- DISENO DE LA INVESTIGACION Y
CRITERIOS DE ELECCION EN EL ESTUDIO
POBLACIONAL

6.1.- TIPO DE ESTUDIO.

= Observacional
= Prospectivo
= Transversal

= Descriptivo

6.2.- POBLACION.

B La poblacion sujeta al estudio serd de 220 personas sin parentesco bioldgico que

seran invitadas a participar en dicho estudio poblacional.

Las muestras biclégicas de cada individuo que se someteran al estudio seran una

de las siguientes:
Fluidos biolégicos tales como: sangre, semen, saliva.

B Las muestras se recolectaran de individuos que vivan en el D.F, en la zona
metropolitana de la Ciudad de México v en el Estado de México. La identidad de

los voluntarios se mantendra en total anonimato.
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6.2.1.- Criterios de inclusién:

Se incluird a cualquier persona haciendo caso omiso de sexo y edad, siempre y

cuando acceda a donar una de las muestras biolégicas propuestas anterigrmente.
6.2.2.- Criterios de exclusion:

No se analizaran muestras de personas que refieran parentesco biolégico entre ellos.
6.2.3.- Criterios de eliminacién:

a) Se eliminaran del estudic aquellas muestras que no contengan la cantidad

requerida de ADN para su andlisis.

b) Se eliminarin del estudio las muestras que resulten contaminadas con material

genético de origen humano ajeno a la muestra bioldgica.
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CAPITULO VIl.- METODOLOGIA APLICADA EN LA
DETERMINACION DEL GENOTIPO

7.1.- EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO.

Primeramente se recolectan 5 ml de sangre venosa en tubos de vacutainer con

anticoagulante (EDTA) y sistema al vacio.

7.1.1.- Extraccion de ADN en fase orgdnica a partir de células sanguineas.

1.- En un tubo de 1.5 ml se adicionan de 10 a 50 ul de sangre total con anticoagulante
(EDTA).

2.- Se adiciona 0.5 ml de amortiguador de digestién al microtubo de 1.5 ml con la

sangre.

3.- Se adiciona 15 pl de proteinasa K (10 mg/ml), se mezcla suavemente y se incuba a

56°C por 2 horas.

4.- Se purifica el ADN al hacer la extraccién de proteinas con Q.5 ml de la solucién
fenol-cloroformo (1:1), se agita con vortex por 15 segundos o hasta la formacién de una

emulsién.

5.- Se centrifuga de 3-5 minutos de 10-15 mil revoluciones por minuto o a maxima

velocidad a temperatura ambiente.

_6.- Se transfiere fa parte acuosa a otro tubo de 1.5 ml y se adiciona 0.5 ml de solucién

fenol-cloroformo (1:1), se repiten por 3 veces los pasos del 4 al 6.

52




CAPITULO VII

7.- Se adiciona etanol absoluto frio el doble de! volumen de la soluci6n acuosa a una
temperatura de -20°C por 45 minutos. Para favorecer la precipitacion del ADN se
centrifugd por 5 minutos a maxima velocidad, se decanta el exceso de etanol al poner

en contacto el tubo con papel desecante.

8.- El ADN precipitado se lava con 0.5 ml de etanol al 70%, se centrifuga a mixima

velocidad; el etanol se desecha por decantacién.
9.- El residuo de alcohol se evapora en un bano térmico a 55°C.

10.- El ADN se disuelve en un volumen de 200 ul de buffer TE pH , durante 2 horas a

55°C o toda la noche a temperatura ambiente.

7.1.2.- Extracci6n del ADN en sangre con anticoagulante.

1.- Se adiciona 2 ml de sangre con anticoagulante a un tubo de 12x75, posteriormente
se agrega el mismo volumen del buffer de lisis {sacarosa-tritén 300 nM). Se mezcla

ocasionalmente y se guarda en un vaso de hielo.
2.- Se centrifuga a 3000 rpm/6 minutos a temperatura ambiente.

3.- Se decanta el sobrenadante y se colocé 1 ml del buffer de lisis (sacarosa tritén 300

nM), se resuspende y se transfiere a un tubo de 1.5 mi para microcentrifuga.
4.- Se centrifuga por 2 minutos a maxima velocidad.
5.- Se repite el paso 3 y 4 una vez mds.

6.- Se resuspende el bot6n con 570 pl de NaCl 5 mM y 30 pl de SDS al 10%, se agita

por 5 minutos hasta observar la formacién de un coagulo.
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7.- Se adiciona 200 pl de NaCl saturado, se agita hasta homogeneizar.
8.- Se centrifuga a 12,500 rpm por 10 minutos a 4°C.
9.- S5e decanta el sobrenadante a un tubo de 12x75, en el botén quedan las proteinas.

10.- Al sobrenadante se le agrega el doble de etanol absoluto frio para que el ADN

precipitara.

11.- Al precipitado de ADN, se le recogié con un capilar limpio y estéril; se enjuaga con
etanol al 70% frio en un tubo de 12x75, se deja secar el ADN a temperatura ambiente o

en un bafo Maria a 55°C.

12.- Se disuelve el ADN en 50-200 ul de buffer TE pH 8 dependiendo del ADN

obtenido, durante 2 horas a 55°C o toda la noche.

7.2.- MEDICION DE LA CONCENTRACION DEL ADN GENOMICO.

Cuantificacion del ADN por técnica espectrofotométrica en la region U.V.

1.- Para determinar la concentracién de ADN en el buffer TE se adicioné 10 u! de esta
solucién y se agrega 1 mi de NaOH 0.1 N en un tubo de ensaye de 12x75, con el fin de

desnaturalizar el ADN.

2.- Se leen las absorbancias de la disolucién en una celdilla de cuarzo a una longitud de
onda de 260 y 280 nm. La absorbancia de a 260 nm debe de estar dentro del rango de
0.05 y 1.5. Si esto no ocurre ajustar el volumen de la solucion del ADN hasta que la

absarbancia esté dentro del rango deseado.
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3.- Se guardan las soluciones de ADN a 4°C.
4.- La férmula con la que se calcula la concentracion de ADN es:
(A260/0.025)x(10 pl sol.de ADN /1000 ml de NaOH) =mg / ml de ADN.

A 250 nm con una densidad éptica de 1 corresponde a un factor de un STD de ADN de

concentraciéon de 50 pg / ml,

5.- El cociente de las lecturas (260/280) determina la pureza del ADN y ef valor debe de
estar entre 1.8-2.0, si la muestra estd contaminada con proteinas o feno!, el valor de
(260/280) debe de estar por arriba del valor de 2.0 y la cuantificacion del ADN no se
puede llevar a cabo. El valor a 310 nm debe de ser menor que 0.02 y sirve para

determinar la materia particulada.

7.3.- CUANTIFICACION DE ADN EN GEL DE AGAROSA POR
COMPARACION CON ESTANDARES DE CONCENTRACION.,

1.- Se prepara el gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x.

2.- El gel se moldea en un recipiente nivelado de 11x14 cm y con un peine para hacer

pozos.

3.- En un panel de microtitulacién se mezclan 7 pl de la solucién de (ADN y buffer TE)
con 3 pl de loading buffer, esta mezcla se deposita en un pozo de agarosa. En los pozos
restantes se aplican 3 ul de cada estdndar de ADN de concentraciones: 0, 2.5, 5, 10, 20,
30, 40, y 50 ng/ul.
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4.- El recipiente de 11x14 cm que contiene el gel se coloca en una cidmara de

electroforesis horizontal, se adiciona buffer TAE 1x hasta cubrir el gel

5.- Se enciende la fuente de poder que esta conectada a la camara de electroforesis a
100 voltios, dejando correr el loading hasta una distancia de 1.5 cm del punto de

aplicacion.

6.- El gel se sumerge en 200 ml de agua y se adiciona 3 pl de bromuro de etidio (0.5
mg/ml), se agita por 5 minutos; posteriormente el gel se lava con agua para eliminar el

exceso de bromuro.

7.- El gel se colocd sobre el transilminador de luz UV para determinar la fluorescencia
de fa interaccion ADN de doble hebra-bromuro de etidio, la concentracién del
problema se cuantifica por comparacién con los estindares de concentraciones

conocidas.

8.- Se fotografia el gel con el equipo “eagle eye” en presencia de luz UV,

7.4 AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS POLIMORFICOS DEL
ADN POR LA METODOLOGIA DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA.

Se amplifican las regiones polimérficas de 5 loci: LDLR, GYPA, HBGG, D758, GC kit
polymarker para uso forense, Perkin-Elmer CAT N808-0057) de cada muestra genémica

en estudio como se indica acontinuacién.

1.- Todas las muestras fueron marcadas con un ndmero consecutivo para su

identificacion.
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2.- En un tubo para amplificacién genémica se adicionan los siguientes reactivos:

a) 40 pl de mezcla de reaccion amplitype PM que contiene AmpliTag DNA
Polimerasa, MgCly, dATP, dGTP, dCTP, dTTP en solucién amortiguadora.

b) 40 pl de Primer AmpliType PM que contiene a los 12 primers en solucién

amortiguadora.
3.- Se programa el termociclador 480 Perkin-Elmer de acuerdo a la siguiente tabla:
Para 32 ciclos

Un ciclo contiene los siguientes pasos:

DESNATURALIZACION | ALINEACION | EXTENSION

60 segundos a 94°C | 30 segundos a | 30 segundos a
60°C 72°C

El paso final consiste de:

ESTABILIZACION DEL ADN
AMPLIFICADO

7 MINUTOS A 72° C

4.- En un pozo de un panel se transfiere el volumen adecuado de la solucién ADN
buffer TE que contenga entre 2 y 10 ng de ADN gendmico, si la concentracién es mayor

al del rango anterior la alicuota se diluye con agua destilada desionizada hasta obtener
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una concentracion que este entre 0.1 a 0.5 ng de ADN genémico/ ul donde el volumen

final serd de 20ul.
5.- Posteriormente se adicionan 2 gotas de aceite mineral a cada tubo de amplificacion.

6.- Finalmente se adiciona la dilucién de los 20 ul (de! paso 4) en los tubos para
amplificacion por debajo de |a capa de aceite mineral que contiene ambas mezclas de
reaccién anteriormente mencionadas. El volumen final en los tubos de amplificacién

siempre son de 100pl.

7.- Todos los tubos se depositan en el interior del termociclador de acuerdo a la

numeracién, comienza la amplificacién.

7.5.- DETERMINACION DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACION DE LOS 5
LOCI DE POLYMARKER EN GEL DE AGAROSA.

1.- Se prepara el gel de agarosa al 4% en buffer TAE 1x.

2.- El gel se moldea en un recipiente nivelado de 11x14 cm y con un peine para hacer

pozos. Se dejé hasta solidificar sobre la cdmara de electroforesis.

3.- En un panel de microtitulacion se mezclaron 7 pl de la solucién del producto de
amplificacion con 3 pl de loading buffer, esta mezcla se deposité en un pozo de
agarosa y asi sucesivamente se depositan cada una de las muestras problemas
amplificadas en los demas pozos del gel. Para cada amplificacién se emplea un testigo

positivo y testigo negativo.
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4.- Se enciende la fuente de poder que va conectada a la camara de electroforesis a 100

veltios, dejando correr el loading de 4 a 5 cm.

5.- El gel se sumerge en 200 ml de agua y se adicioné 3 pl de bromuro de etidio (0.5
mg/ml), se agitd por 5 minutos; posteriormente el gel se lava para eliminar el bromuro

de etidio en exceso.

6.- El gel se coloca sobre un transiluminador de luz UV para determinar la fluorescencia
de la interaccion ADN de doble hebra-bromuro de etidio, la determinacién de los
productos de amplificacién se hace por comparacién con un control anteriormente

amplificado y genotipificado.
7.- Se fotografia el gel con el equipo “eagle eye” en presencia de luz UV.

8.- Se eligen las muestras que se someteran a la hibridacién para la obtencién de

genotipos.

7.6.- HIBRIDACION DE LOS 5 LOCUS AMPLIFICADOS CON LA
METODOLOGIA “REVERSO DOT-BLOT”.

1.- Las tiras de nylon que contienen las sondas se rotulan para su identificacién y se

depositan en una charola de hibridacién de 8 carriles.

2.- El ADN amplificado se desnaturaliza en el termociclador a 95°C durante 3-10

minutos.

3.- Se agregan 3 ml de solucion hibridizadora para cada tira que se encuentra en el

pozo de la charola de hibridacion.
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4.- Se toman 20 ut del material amplificado y desnaturalizado, inmediatamente se
adicionan a las charolas de amplificacién que contienen las tiras correspondientes de

cada muestra marcada.

5.- Se coloca en un bano Maria con agitacion integrada a 55°C y de 50-70 rpm durante

15 minutos.

6.- 5 minutos antes de finalizar la incubacion se prepara la mezcla de la siguiente

solucidn:

N° de tiras por 3.3 ml de solucién hibridizadora.

N¢ de tiras por 27 ul de enzima conjugada.
7.- Terminados los 5 minutos de incubacién se desecha la solucién y se seca la charola.
8.- Se lava por unos segundos con sol'ucién lavadora precalentada.
9.- Secar perfectamente.
10.- Se adicionan 3 ml de solucién de la enzima conjugada preparada en el paso 6.
11.- Se incuba a 56°C por 5 minutos con agitacion de 50-70 rpm.

12.- Se desecha la solucién y se seca perfectamente.

13.- Se adicionan 5 ml de solucién lavadora a cada una de las tiras para lavar, desechar

y secar.

14.- Se adicionan 5 ml de la solucién lavadora a cada una de las tiras, se incuba a 55°C

por 12 minutos con agitacion de 50-70 rpm.

15.- Se desecha la solucién lavadora y se seca perfectamente la charola.
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16.- Se adicionan 5 ml de solucién lavadora a cada tira, se lava por varios segundos.

17.- Se desecha la solucién lavadora y se seca perfectamente la charola.

7.7.- DESARROLLO DE COLOR EN LAS TIRAS.

18.- Se adiciona 5 ml de buffer de citratos a cada tira y se coloca en un agitador orbital,

se agita por 5 minutos a temperatura ambiente.

19.- Durante este paso se prepara la solucién reveladora de color como sigue:
No de tiras por 5 ml de buffer de citratos.
No de tiras por 5 pl de H>O5 al 3%.
No de tiras por 0.25 ml de TMB.

20.- Se desecha el huffer de citratos v se seca perfectamente la charola.

21.- Se adicionan 5 ml de la solucion reveladora de color en cada tira.

22.- Se agita de 20-30 minutos en un agitador orbital a temperatura ambiente, la charola

se protege perfectamente de luz.

23.- Se sacan las tiras de la charola y se secan perfectamente observandose, los puntos

azules que corresponden a los alelos.
24.- Se fotografian las tiras.

25.- Se obtienen los genotipos de los 5 !oci.
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CAPITULO VIIl.- RESULTADOS

Se amplificaron las regiones polimérficas de los 5 loci del sistema polymarker en una

muestra poblacional de 219 personas pertenecientes al Valle de México.

La ubicacién de las regiones que se amplificaron se describen en la siguiente tabla :

TABLA 8.1.- Datos generales de los loci que integran el kit polymarker; (Perkin Elmer NoNB808- 0094).

LDLR GYPA HBGG D758 GC
Localizacion 16p (13.1- 4q(28 - 11p 15.5 7q(22- 4q (11-13}
cromosomica 13.3} i 31.1)
Producto
amplificado por
PCR en pb 214 190 172 151 138
Nuamero de 2 2 3 2 3
alelos

La tira de nylon donde se hibrid6 el producto amplificado por PCR se muestra en ta

siguiente figura :

I.DLR GYPA HBGG D758

sOA0B0a0R0 A00c0[a0B0O[a080cO

FIGURA B.1.- Tira de nylon que tiene unidas las secuencias oligoespecificas de cada alelo para cada

locus del sisternd PM; (Perkin Elmer No NB08- 0094).
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Donde S es el control de amplificacion ubicado en el brazo corto del cromosema

namero 6 en la regidon 21.3 perteneciendo al HLA DQ alfa.

Las tablas 8.2 presenta el namero de alelos observados v las frecuencias alélicas de
cada loci de polymarker en los 219 individuos originarios del Valle de México. En la

figura 8.2 se grafican estos resultados.

TABLA 8.2.- Frecuencias alélicas observadas y frecuencias alélicas relativas observadas.

LDLR GYPA HBGG D758 GC
A 232 / 0.53 293 / 0.67 141 / 0.32 271/ 0.62 88 / 0.20
206 / 0.47 145 / 0.33 291 / 0.67 167 / 0.38 139 / 032
C NO TIENE NO TIENE 6/ 0M NO TIENE 211/ 0.48
or |
Lo |
v ne.!
| [F]
i a8 -
% o4 l
£ |
=1
I | I
nzjf i !
. ! !
0 |
\ |
' o
| A a
LOLR avea HBGG orse e

FIGURA 8.2.- Frecuencias alélicas relativas observadas en los 5 loci de P.M.
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En la siguiente tabla se presentan las frecuencias genéticas observadas de cada loci de

polymarker en los 219 individuos originarios del Valle de México (ver figura 8.3).

TABLA 8.3.- Frecuencias genéticas observadas, sistemas de 2 alelos.

LDLR GYPA D758
Ah 70 93 84
AB 92 107 103
* BB 57 19 32
TABLA 8.3.- Continuacién (sistemas de 3 alelos).
HBGG GC
AA 22 6
AB 92 30
AC 5 46
BB 99 17
BC 1 75
cC 0 45
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120

FELCUEMCLA

1 2 ¥ 2 %8 8 't 2 8

[ LDLA L Ael] HBGG otan

3 2 4 8 ¥ 3B

(13

FIGURA 8.3.- Frecuencias genéticas observadas en los 5 loci de P.M.
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CAPITULO I1X.- TRATAMIENTO Y ANALISIS

La distribucion alélica en el Valle de México se presenta en la siguiente tabla:

TABLA 9.1.- Distribucion alélica en el Valie de México.

FRECUENCIA ALELICA (%)
LOCUS A B C
LDLR 53 47 | — ’
GYPA 67 33| —
HBGG 32 67 1
D758 62 8 | —
GC 20 32 48

La distribucion genética en el Valle de México se presenta en a tabla 9.2.

Con la frecuencia genética observada en cada locus se calcula la X2 (chi cuadrada) para

aceptar o rechazar la Hipétesis nula o Ho (poblacién en equitibrio de Hardy Weinber).

Para calcular X2 (chi cuadrada) de cada genctipo se empled la
siguiente formuta:

X2 = X (noi-nei)? /nei
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Donde noi es la frecuencia del genotipo observado en la poblacion y nei es la

frecuencia genética esperada en la poblacién. En la tabla 9.3 se presenta el X2 calculado

pafa cada locus.

TABLA 9.2.- Distribucién genética en el Valle de México.

FRECUENCIA GENETICA (%)

cenotipo | owr | cvpa | HBce | o7ss | cc
AA 32 42 10 38 3

AB 26 — 42 — | 14

1 A —_— | — ] 2 — | =
88 42 49 45 47 8

BC _ —_ 0.05 D — 34

CC —_ g 0.0 15 20

TABLA 9.3.- Frecuencias genéticas observadas y frecuencias genéticas esperadas.

LOCUS LDLR LOCUS GYPA
Cenotipo | Observado Esperado Genatipo Observado Esperado
AA 70.00 61.32 AA 93.00 98,55
AB 92.00 109.50 AB 107.00 96.36
1.} 57.00 48.18 88 19.00 24.09
x270TAL 5.64 x2 TOTAL 2.56
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TABLA 9.3.- Continuacién.

LOCUS HBGG LOCUS GC
Genaotip | Observado | Esperado Genotipo | Observado Esperado
[0}
AA 22.00 22.43 AA 6.00 8.76
AB 92.00 93.91 AB 30.00 28.03
AC 5.00 1.40 AC 46,00 42.05
88 99.00 98.31 B8 17.00 22.43
8C 1.00 2.93 BC 75.00 67.28
cC 0.00 0.02 cc 45.00 50.46
x? TOTAL 10.50 x2 TOTAL 414

TABLA 9.3.- Continuacién.

tocus D758
Genotipo | Observado | Esperado
AA 84.00 85.41
AB 103.00 102,93
BB 32.00 30.66
X2 TOTAL 7.86x102
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X2polymarker = £ X2locus(LDLR + GYPA + HBGG + D758 + GC) = 23.0186

La hipotesis nula esta determinada por:

Ho = X2 polymarker < X2u (v polymarker, &) = La poblacién estd en equilibrio
con la ley de HW.

La hip&tesis alterna esta determinada por:
Hu = X2 polymarker = X2u (u polymarker, &) =La poblacién no esta en equilibrio con
la tey de H.w,
Donde v indica los grados de libertad para el sistema polymarker y o determina el 5%

de error,
Para calcular el X2 en la tabla se tiene el siguiente intervalo de probabilidad:

Entre 0 y X2 (v polymarker, o), es decir que el X2 de polymarker estard entre 0 y |

26.2962 con 16 grados de libertad manteniendo un margen de error del 5%.

Si: X2 polymarker < X2 u, = Ho se acepta.
o
23.0186 < 26.2962, = Ho se acepta.

9.1.- CALCULO DE LA HOMOCIGOCIDAD Y HETEROCIGOCIDAD.

La frecuencia de homocigotos y la frecuencia de heterocigotos se obtienen de las
frecuencias genéticas relativas observadas, mientras que los homocigotos esperados se
obtienen de las frecuencias relativas observadas de cada loci por el nimero poblacional

representativo.
Ho esperada = (1-Z X%) (n/ n-1)
La heterocigocidad esperada se obtiene del equilibrio de Hardy

Weinberg He esperada = 1-Ho,#®
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En la siguiente tabla se presentan los valores de homocigotos y heterocigotos

observados y esperados respectivamente.

TABLA 9.4.- Heterocigosidad + Homocigosidad = 1.

Ho Observada He Observada Ho Esperada | He Esperada
LDLR 0.58 0.42 0.50 0.50
GYPA 0.51 0.49 0.56 0.44
HBGG 0.55 0.45 0.53 0.47
D758 0.53 0.47 0.53 0.47
GC 0.3 0.69 0.67 0.33

9.2.- CALCULO EL PODER DE DISCRIMINACION.

El poder de discriminacion indica 1a capacidad de poder. diferenciar a 2 individuos no
relacionados en la poblacion de estudio, los valores se obtienen de la sumatoria de los
cuadrados de las frecuencias genotipicas observadas de cada marcador de acuerdo a la

siguiente férmula:

P.D.polymarker = 1-[(x2 LDLR) * (x2 GYPA) * x2 HBGG) * (x2 D758) * (x2 GO)]
Los valores de discriminacion estan reportados en la tabla 9.5.

El poder de discriminacién de todo el sistema polymarker es de 0.994772

9.3.- CALCULO DEL PODER DE COINCIDENCIA AL AZAR.

La probabilidad de que 2 individuos no relacionados pertenecientes a la misma
poblacién de estudio tengan el mismo genotipo se le conoce como el poder de

coincidencia al azar o PCA,
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TABLA 9.5.- Valores de discriminacién.

MARCADOR GENOTIPO GENOTIPO FRECUENCIA ] D -1x2
GENETICO OBSERVADO nj219
LDLR AA 70 0.319634 0102166
LDLR AB 92 0.420091 0.176476
LDLR B8 57 0.260273 D.067742 0.346385
GYPA AA 91 0.424357 0.180334
GYPA AB 107 0.488584 0.238714
GYPA BB 19 0.086759 0.007526 0.426575
. HBGG AA b 0.100456 0.01009%
HBGG AB 92 0.420091 0.176476
HBCG AC 5 0.022831 0.000521
HBGG 1] 99 0.452054 0.204353
HBGG BC 1 0.004566 0.000020
HBGG o« (4 0.000000 0.000000 0.396155
D758 AA 84 0.383561 0.147119
D758 AB 103 0.37031% 0.221100
D758 BB 32 0.146118 0.021350 0.38%670
GC AM & 0.027397 0.000750
cC AB 30 0.136986 0.018765
GC AC 2% 0.210045 0.044119
[rd B2 17 0.077625 0.00602%
GC BC 75 0.342465 0.117282
cC C 45 0.205479 0.042221 0.229165
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El PCA de polymarker se obtiene con la siguiente férmula:.
PCA = q (2-Q)LDLR * q (2-QGYPA * q (2-9HBGG * q (2-q)D758 * g (2-9/GC

Donde q es el nimero de alelos observados por marcador.,

En la siguiente tabla se muestran los PCA de cada locus.

TABLA 9.6.- PCA de cada locus.

MARCADOR VALOR DE q PCA
LDLR 12 0.375
GYPA 7] 0.375
HBGG 13 0.177
D758 172 ' 0.375

GC 1/3 0177

PCA polymarker = [1/2 (2-1/2)] * [1/2 (2-1/2)] * [1/3 (2-1/3)] * [1/2 (2-1/2)) * [1/3 (2-
1/3)]

PCA polymarker = 1.8 x 103

GENOTIPOS POSIBLES QUE SE PUEDEN OBSERVAR

El nimero de genatipos posibles por locus esta determinado por la siguiente ecuacion:

G = (n2+n)1/2

Donde n es el nimero de alelos que contiene cada loci

En la siguiente tabla se reporte el niimero de genotipos posibles para cada loci.

TABLA 9.7.- Total de genotipos posibles,

MARCADOR LDLR GYPA HBGG D758 GC
GENOTIPOS 3 3 6 k] 3
TOTALES
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Como el kit polymarker tiene 5 diferentes loci, entonces para observar todos los
genotipos posibles se tiene un sistema de permutaciones sin repeticién de n elementos

tomados de r en r, es decir solamente se puede observar un genolipo por cada loci de:

CALCULO DEL CONTENIDO POLIMORFICO

La variabilidad de cada loci sobre la poblacion de estudio esta determinado por el

indice de contenido polimérfico o PIC.

El valor de PIC de cada loci se obtiene can un simple programa de computo de acuerdo

con la siguiente férmula:
PIC polymarker = 1-Z P2j - ZE P2j P2j
Donde P?i es la frecuencia alélica de i.

Donde P?j son las frecuencias alélicas relativas observadas en cada

locus

En la tabla 9.8 se reportan las frecuencias relativas observadas en cada loci y en la

siguiente tabla se reporta el valor de PIC por locus,

TABLA 9.8.- indice de contenido polimériico.

MARCADOR LDLR GYPA HBGG D738 GC

PIC 0.3741 0.3444 0.3565 0.3601 0.55346
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CAPITULO X.- DISCUSION

Los alelos A es mds frecuente en la poblacion de estudio en los locus LDLR, GYPA y

D758 con el 53%, 67% y 62% respectivamente,

El alelo B es mas frecuente en el locus HBGG con un 67%, posteriormente es el

alelo A con el 32%, el de menor frecuencia es el alelo C con el 1%,

El alelo C es mas frecuente en el locus GC con un 48%, mientras que el alelo B

tiene una frecuencia de 32% y el de menor frecuencia es el alelo A con el 20%.

Los genotipos con mayor frecuencia son los AB en los locus LDLR, GYPA y D758

con un 42%, 49% y 47% respectivamente.

El genotipo mas frecuente es el BB con un 45% en el locus HBGG, en seguida son
los AB, AA, AC y BC con el 42%, 10%, 2% y el 0.05% respectivamente. El genotipo

CC no se observé en fa poblacion de estudio.

En el locus GC el genotipo mas frecuente es BC con un 34%, posteriormente son los
AC, CC, AB, BBy AA con el 21%, 20%, 14%, 8% y 3% respectivamente.

Los genotipos homocigotos son mas frecuentes que los genotipos heterocigotos en
los locus LDLR, GYPA, HBGG y D758 ajustindose a una distribucién binomial de
acuerdo con el equilibrioc de Hardy Weinberg a través del empleo de la chi

cuadrada.

Debido a que la poblacién del Valle de México estd compuesta de subpoblaciones
de diferentes estados de la Repiblica Mexicana y estos son el resultado de una
unién al azar, entonces se esperaria un equilibrio donde los heterocigotos fueran

mayores a los homocigotos, sin embargo Walhung establece que cuando se realizan
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distribuciones genéticas de individuos elegidos al azar y estos provengan de
diferentes subpoblaciones entonces la homocigocidad observada serd superior o
igual a la homocigocidad esperada en el equilibrio de Hardy Weinberg, 46! como los

reportados en la tabla 9.4,

En el equilibrio de Hardy Weinberg el valor de heterocigotos presentes en cada
locus no pueden exceder el 50% total de los genotipos comprendidos en la
distribucién binomial, si en caso dado fuese superior al 50%, entonces se estaria
identificando un polimorfismo para ese locus; es decir que entre més heterocigotos
presente un locus y este se aproxime a la unidad entonces cada individuo tendria su

propia huella genética para ese locus.(43, 46)

Al emplear la ecuacion del indice de contenido polimérfico se justifica que los
alelos del locus GC es el que presenta mayor variacién genética, posteriormente son

los alelos de los locus LDLR, D758, HBGG y GYPA como se muestra en la tabla 9.6.

Los 5 loci LDLR, GYPA, HBGG, D758 v CG que integran el kit polymarker son
excelentes marcadores polimérficos en la identificacién de personas en el Valle de
México, donde la exclusién es mayor del 99% con la certeza que solamente 2
personas elegidas al azar en mil tengan el mismo genotipo, siempre y cuando estas 2

perscnas no tengan relacién biolégica entre ellas.

La cantidad de genotipos que se pueden observar en este marcador son de 972; sin
embargo, en el Valle de México no se observé el genotipo CC en el locus HBGG,
en consecuencia, solo se tienen 810 posibles genotipos; y si el estudio se extiende
a 1000, 2000 o un millon de personas con seguridad se observarin los 972

genotipos.

Con la distribucién de las frecuencias alélicas como se observa en la tabla 10.1 se

pueden diferenciar poblaciones y/o razas, ya que existe variacion alélica y que son
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muy frecuentes en una o algunas razas, la distribucién de frecuencias alélicas sigue

un patrén completamente diferente.

TABLA 10.1.- Frecuencias atélicas relativas de diferentes razas, {Perkin Elmer NaN808- 0094).

! 1] [1F] v
MARCADOR ALELO Caucésicos Afro- Japoneses Mexicanos
GENETICO americanos

LDLR A 0.448 0.235 0.202 0.53

B 0.552 0.765 0.798 0.47

GYPA A 0.530 0.527 0.517 0.67

B 0.470 0.473 0.483 0.33

HBGG - A 0.537 0.439 0.331 0.32

B 0.450 0.228 0.669 0.67

C 0.013 0.333 0.000 0.0

D758 A 0.610 0.655 0.612 0.62

B 0.390 0.345 0.388 0.38

GC A 0.275 0.0%0 0.287 0.20

B D.178 0.720 0.471 0.32

C 0.547 0.190 0.242 0.48

Las razas que estdn presentes en la tabla 10.1 el grupo | corresponden a los
caucésicos de los E.U. considerandose como tranco dnico, el grupo Il esta formado
por 1a raza de color, la afroamericana que viven en los E.U. y son descendientes de
padres de color, el grupo ill esta formado por la raza japonesa siendo aquellos que
residen en los E.U. y son descendientes de padres japoneses; mientras que el grupo
IV esta formado por las personas que radican en el D.F., drea Metropolitana y Estado

de México siendo hijos de padres mexicanos.

En la comparacién alélica de las 4 razas se observan las diferentes frecuencias.
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<> Para el loci LDLR, el alelo A es muy frecuente en la raza mexicana y en la raza
caucdsica con una frecuencia del 53% y 44%, mientras que el alelo B es mas
frecuente en la raza japonesa y en la raza de color por presentar una frecuencia

del 79% y 76% respectivamente.

<> Para el loci GYPA, el alelo A tiene mayor frecuencia en la raza mexicana ya que
su frecuencia es del 67%, mientras que el alelo B tiene frecuencias semejantes en

tas razas japonesa, Afroamericana y caucasica del 47%.

<> Para el loci HBGG, el alelo A es muy frecuente en la raza caucasica y en la raza
de color ya que presentan el 53% vy el 44%, el alelo B es mas frecuente en fos
mexicanos y en los japoneses por presentar frecuencias del 67%, el alelo C es
totalmente predominante en la raza de colar por presentar una frecuencia del
33% vy pudiera ser que este alelo se haya integrado a otras razas ya que no son

muy frecuentes.

= En el loci D758, los alelos A y B tienen frecuencias similares en las 4 razas con

frecuencias entre el 61% y el 38% respectivamente.

% En el loci GC, el alelo A es muy frecuente en la raza japonesa, en la raza
caucasica, y en la raza mexicana por presentar frecuencias def 28%, 27% vy 20%
respectivamente; pudiera ser que este alelo se haya integrado a la raza color ya
que este alelo no es muy frecuente. El alelo B es muy frecuente en la raza de
color pues su frecuencia es del 72%, mientras que el alelo C es mas frecuente en
la raza caucasica y en la raza de mexicana por presentar frecuencias del 54% vy

48% respectivamente.

Con las frecuencias alélicas bajas de una raza o poblacidn se pueden determinar con
gran exactitud la exclusién o no exclusién de un parentesco biolégico como el

ejemplo siguiente,
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En el loci HBGG, el supuesto padre presentd un genotipo AC. La madre presento un

genotipo AA y el recién nacido presento un genotipo AC.

Para este locus el padre es heterocigoto y tiene un valor de 0.5, para este loci la
madre es homocigoto y tiene un valor de 1.0, el recién nacido es hijo del supuesto
padre; pues heredo ambos alelos por segregacién mendeliana; el alelo A proviene de
fa madre y el alelo C proviene del padre. Para saber exactamente que probabilidad

existe de que esta persona sea el padre se realiza la siguiente operacién:

IP=(P0'/ Q Opge = 0.5/0.01 = 50

Donde:

IP, es el indice de paternidad.
o, es el genotipo de la madre.
. es el genotipo del padre.

Srece €5 1a frecuencia observada del alelo en la poblacién y que es segregado por el

padre.

El % de paternidad esta determinado por la ecuacién modificada de Bayes(6}
W% = IPx 100/ (iP + 1) |
Donde:
W%, es el % de paternidad.
El W% de paternidad es del 98.04% que es el padre y por lo tanto no se excluye.

Si el recién nacido RN tuviera un genotipo AB, entonces se excluiria el supuesto

padre, ya que no es posible heredar el alelo B,
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CAPITULO XI

(1A TESS N0 DEBE  CAPITULO XI.- CONCLUSIONES
euR 0 U

1 El empleo de la tecnologia de la PCR es altamente sensible, ya que se puede
amplificar fragmentos o regiones polimérficas de ADN con cantidades minimas

de ADN gen6émico humano. Las regiones amplificadas que para este caso son
polimérficas son identificadas por hibridaciones reverso dot - blot donde los
oligonucledtidos especificos estan fijados a una membrana nylon. La aplicacién

de estas 2 herramientas son Gtiles en el campo forense donde es muy frecuente
encontrar muestras de fluidos y tejidos biolégicos en cantidades pobres como son,
manchas de.sangre, manchas de semen, manchas de saliva, tejido parcialmente

calcinado, tejido en parcial descomposicion, fragmentos de tejido 6seo y de un

cabello que presenta rafz.

o Las frecuencias alélicas observadas en los 5 locus LDLR, GYPA, HBGG, D758, y
GC que integran el kit de amplificacién polymarker de los 219 individuos
pertenecientes al Valle de México estdn en equilibrio con la ley de Hardy
Weinberg, lo que nos indica que las frecuencias alélicas permanecerén constantes

a través de las generaciones.

De los 5 loci LDLR, GYPA, HBGG, D758, y GC que integran el kit de
amplificacién polymarker solamente el locus GC presenté mayor variabilidad
alélica con un valor de PIC = 0.55346.
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CAPITULO Xi

® La heterocigocidad total de los 5 loci que integran el kit de amplificacién
polymarker fue de 50.4%, muy por de bajo de la heterocigocidad de otros
marcadores de amplificacion empleados en el Valle de México como el que se
propuso al principio de 75%. De los 810 posibles combinaciones para la
formacion de genotipos tedriccamente se podran observar 2 genotipos idénticos
por cada 1,000 individuos elegidos al azar en el Valle de México con la exactitud
del 99.47%.

Con ef empleo de un solo locus de polymarker que tenga una frecuencia alélica
baja del 1% en la poblacién, se obtendrdn altos indices de exclusion en
comparacion con los antigenos del HLA (serolégico), enzimas plasmaticas vy
grupos sanguineos que solamente excluyen entre el 90, 15 y el 20%,

respectivamente.

M La comparacion de frecuencias alélicas entre diferentes razas ofrecen
posibilidades para el entendimiento del crigen de ciertas migraciones y en’los

cambios evolutivos en cientas poblaciones.

Las distribuciones genéticas y alélicas de los 5 loci de polymarker formaran parte
del banco de datos para la identificacién de personas, que en conjunto con los
marcadores HLA DQa y el D15S80 serd mas preciso el individualizar a una

perscna a través de su ADN genomico.
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CAPITULO X1

CAPITULO XII.- RECOMENDACIONES

= Realizar muestreos por estratificados de por lo menos de 4 regiones (norte, sur,
este, oeste} del Valle de México, para determinar si las distribuciones genéticas
observadas de los heterocigotos son mayores de los homocigotos y a través de las
frecuencias alélicas se podra saber si en realidad la poblacién Mexicana es muy

heterogénea de acuerdo al principio de Walhund.

< Realizar estudios de genética poblacional en grupos indigenas en nuestro pais,
con el fin de determinar si el alelo C de loci HBGG es una incorporacién por

parte de la raza Afroamericana a las diferentes razas.

<> Existen muchos loci exénicos de 3 y 4 alelos que se han ubicado y secuenciado,
que se pueden evaluar en la poblacién Mexicana para que posteriormente se
construya un kit semejante al de polymarker donde se incluyan a los loci méas

polimérficos.

<> Emplear otros marcadores intr6nicos de tipo VNTR 's que son més polimoérficos,
que se encuentran en el mercado, que se amplifican por PCR y que se

genotipifican por comparacion de peso molecular en gel de poliacrilamida.
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ANEXO A

ANEXO A

A.1.- REACTIVOS.

1.- Sacarosa triton 2 X. Concentracion final.
219 g de sacarosa. 0.64 M

2.42 g Tris base: 0.02 M

2.03 g MgCly 0.01 M

20 m! Tritdon X-100 2%

Disolver todos los reactivos anteriores en aproximadamente 500 m! de agua DD
{Destilada Desionizada) contenida en un vaso de precipitados de 1 Lt. Ajustando el pH
de la solucién a 7.6 usando HCL & N. Vaciar la solucién a un matraz volumétrico de 1

Lt y aforar con agua DD. La soluci6n es estable por 3 meses a 4° C.

2.- Buffer Lysis de Nicleos pH 8.2 Concentracion final
1.21 g de Tris base 10 mM
23.4 g NaCl 400 mM
0.75 g Na,EDTA 2mM

Disolver los reactivos anteriormente mencionados en 800 ml de agua DD en un vaso de
precipitados de 1 Lt, Ajustar €l pH de la solucién a 8.2 usando HCl 6 N. Vaciar la
solucién a un matraz volumeétrico de 1 Lt y aforar con agua DD. La solucién es estable

por &6 meses a temperatura ambiente.
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ANEXO A

3.- SDS al 20 % (Dodecil Sulfato de Sodio).

200 g de tauril Sulfato de Sodio (SDS). Disclver el reactivo en 800 mi de agua DD en
un vaso de precipitados de 1 Lt. Calentar si es necesario hasta la disclucién compieta
del SDS. Llevar la solucién a un matraz volumétrico de 1 Lt, y aforar con agua DD. La

solucién es estable por 6 meses a temperatura ambiente,

4.- Proteinasa K (5 mg / ml).

100 mg de proteinasa K. Disolver la enzima en 10 ml de agua DD. Estos 10 ml se
transfieren a un matraz de 25 ml y se agregan otros 10 ml de agua DD. Dispensar la
solucién antericr en alicuotas de 0.5 ml y almacenarlos a -20° C. La enzima es estable

durante 6 meses,

5.- Solucién saturada de cloruro de sodio

NaCl 350 g. Agregar alrededor de 350 g de NaCl en aproximadamente 1 Lt de agua
destilada. Disolver lo mis que se pueda hasta que precipite la sal y forme una capa,

entonces se obtendra una solucién saturada de NaCl,

6.- Tris 1 M pH 8.0

121.1 g de TRIS base.

Disolver el TRIS base en aproximadamente 500 ml de agua DD en un vaso de
precipitados. Ajustar el pH a 8.0 usando aproximadamente 70 mi de HC| al 6 N. Aforar
en matraz volumétrico de 1 Lt usando agua DD. la solucién es estable por 6 meses a 4°

C.

7.-EDTA 0.5 M pH 8.0
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ANEXO A

190.1 g de Nag EDTA. Disolver la sal en aproximadamente 500 ml de agua DD en un
vaso de precipitados y ajustar el pH a 8.0 y aforar en un matraz volumétrico de 1 Lt con

agua DD. La solucion es estable por 6 meses a 4° C.
8.- BUFFER TE.

1.0 ml de TRIS 1 M {reactivo No 6).

0.02 ml de EDTA 0.5 M (reactivo No 7).

Mezcle 1 ml de TRIS 1 M y 0.02 ml de EDTA en un matraz volumétrico de 100 ml y

aforar con agua DD. La solucién es estable por 6 meses a 4°C.
9.- ETANOL al 96%

Guarde a temperatura ambiente.

10.- ETANOL al 70 %

370 ml de etanol al 95 %

Agregar 370 ml de etanol al 95 % a un matraz aforado de 500 ml y afore con 130 ml de
agua DD. Guarde la solucién a -20° C.

11.- HCI 6N,
250 mi de HCl concentrado.
Agregar el icido en 250 ml de agua DD. Evitar el contacte con la piel o inhalarlo.

12.- NaOH 0.1N,
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ANEXO A

2.0 g de NaOH. Los 2 g de NaOH se disuelven en aproximadamente en 200 ml de
agua DD, tener cuidado al disolver el NaQH hay desprendimiento de calor. Se afora en

un matraz de 500 ml con agua DD.

13.- Buffer TAE 20 X.

TRIS base 96.6 g
Acido acético glacial 22.8 ml
EDTA 0.5 M pH 8.0 40 mi

Todos los reactivos se mezclan y posteriormente se afora en un matraz volumétrico de 1

L con agua DD.
14.- Acetato de Amonio 7 M

3.96 g de Acetato de Amonio. Disolver el reactivo con agué DD y aforar a 100 ml

etiquetar y guardar.
15.- Bromuro de Etidio.
500 mg de Bromuro de Etidio.

Disolver el reactivo con agua DD y aforar a 100 ml, se debe de tener mucho cuidado
va que el Bromuro de Etidio es una sustancia mutagénica. La solucion debe de

almacenarse en un frasco &mbar y en refrigeracién.
16.- BUFFER-DE CARGA (LOADING BUFFER)
50 % de glicerol.

20 mM TRIS-HCl de pH 8.0
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ANEXO A

10 mM de EDTA de pH 8.0

0.2 % de azul de bromofenol.

Se mezclan los reactivos y se guardan en refrigeracion.
17.- FENOL / CLOROFORMO / ALCOHOL ISOAMILICO.

Una vez destilado el fenol (sustancia corrosiva), tenerlo fundido a 65° C y llevarlo a un

embudo de separacién, agregando 200 mg de 8-hidroxiquinoleina y mezclar,

Agregar un volumen igual del TRIS 1 M de pH 7.5, mezclar y dejar que las 2 fases se

separen.

Separe la fase acuosa de la fase organica y deje en el embudo la fase organica, agregue
al fenol un volumen igual de TRIS 0.01 M de pH 7.5 y mezcle, deje que las fases se

separen. Siga haciendo lavados hasta que el pH sea de 7.5 en la fase acuosa.

Mezcle el fenol, con un volumen igual de cloroformo més 4 ml de alcohol isoamilico.

Cubra la solucién con buffer TRIS 0.01 vy almacene a 4° C.

18.- AGAROSA.

Agarosa para anélisis de ADN gen6mico y para producto de PCR
19.- AGUA DESTILADA Y DESIONIZADA.

20.- HIELO TIPO FRAPPE.

23.- ESTAND‘ARES DE ADN DE DIFERENTES CONCENTRACIONES: 5, 10, 15, 20,30 Y
50 mg/ml

22.- BUFFER LISIS DE CELULAS.
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ANEXO A

Contiene Sacarosa, MgCl, y Tritén X-100. Se adquiere comercialmente.
23.- BUFFER LYSIS DE PROTEINAS.

Contiene NazEDTA y NaCl. Se adquiere comercialmente.

24 -DITIOTRIETOL DTT 0.039 M.

Una cantidad de 0.06g de DTT se disuelven en 10 ml de agua DD, se guardan en

alicuotas de 1 ml en tubos ependorf de 1.5 ml de capacidad y en refrigeracion.
25.- KIT FORENSE POLYMARKER

AmpliType PM PCR Amplification and Typing Kit.

Componentes del Kit.

Mezcla de reaccion PCR AmpliType PM: tubo con mezcla de reaccién que contiene:
AmpliTaq DNA Polimerasa, MgCly, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, y buffer salino.
Almacenar de (2-8)°C.

“Primer” AmpliType PM: son 2 tubos conteniendo cada uno: 12 “primers” en buffer

salino. Almacenar de (2-8)°C.

Los 12 primers que lo forman son: 2 para LDLR, 2 para GYPA, 2 para HBGG, 2 para
D758, 2 para GC y 2 para DQo que sirve como control de amplificacién de origen

huano.

Control positivo de DNA: tbo que contiene ADN genémico humano con una
concentracién de 100 ng/mi. Con un genotipo: BB, AB, AA, AB, BB. Para los loci LDLR,
GYPA, HBGG, D758 y GC respectivamente. Almacenar de (2-8)°C.

Aceite mineral: frasco gotero. No exponer a la luz UV. Almacenar de (2-30)°C.
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ANEXO A

Tiras con sondas de DNA para AmpliType PM: 50 tiras, las tiras son de nylon donde se
encuentran pegadas las sondas especificas para cada alelo del AmpliType PM. Proteger

de la luz UV.

Enzima conjugada HRP-SA: tubo que contiene suero de caballo con Streptoavidina-

Peroxidasa, disuelta en buffer.

Cromégeno TMB: frasco que contiene 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB). Disolver en

30 ml de etanol absoluto.

Protocolo: para amplificacion de AmpliType PM en el termociclador 480, asi como la

forma de hibridizar y de interpretar los resultados

A.2.- MATERIAL.

i.- Microtubos de 0.5y 1.5 ml.

2.- Pipetas Pasteur de vidrio.

3.- Pipetas de pldstico tipo Pasteur con buibo de 0.5 y 2.0 ml.

4.- Tubos de polipropileno {Falcon)con tapén de rosca de 15 y 50 ml

5.- Puntas para pipetas tipo Gilson para dispensar volimenes de 1 a 20, de 40 a 200 y
de 200 a 1000 ul {microlitros}.

6.- Pipetas tipo Gilson para volimenes variables de 1 a 20, de 40 a 200 y de 200 a
1000 ml.
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7.- Peines de 12 y 20 dientes y de 0.1 y 0.2 mm respectivamente, para hacer

micropozos en los geles.

8.- Recipiente de plastico de 11x14 cm.

9.- Nivelador de burbuja.

10.- Probetas de 100, 250, 500 v 1000 ml

11.- Vasos de precipitados de 50, 250, 500 y 1000 ml

12.- Matraz Erlenmeyer de 50, 250, 500 y 1000 ml

13.- Matraz aforados de 100, 500 y 1000 m!

14.- Frasco ambar con tapén de rosca de 150, 200 y 500 ml
15.- Pizetas de 150, 200 y 500 ml

16.- Guantes de litex desechables de tamafio mediano y grande.
17.- Maskintape.

18.- Diurex,

19.- Cinta testigo.

20.- Rollos de papel tipo polaroid K65H.

21.- Pliegos de papel filtro.

22.-Jeringasde 3, 5y 10 ml

23.- Gradillas para microtubos de 0.5y 1.5 ml

24.- Gradillas para tubos de 15 y 50 ml
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25.- Recipientes de pldstico de 2.5 cm de altura X 17.5 cm de ancho X 23 cm de largo,
con 8 canales de 1.5 cm de ancho X 14 cm de largo; y con su respecliva lapa para
hibridizar.

26.- Rollos de papel estraza.

27 .- Perillas de succién con seguridad.
28.- Filtros milipore de 25, 35y 45 mm..
29.- Marcadores de tinta permanente.
30.- Pipetas de vidriode 1, 5y 10 ml|

31.- Pipetas volumétricas de 5y 10 ml

A.3.- EQUIPO.

1.- Bano Marfa con control de temperatura de 30-100° C, con precision de 0.1 grados.

2.- Centrifuga con control de temperatura de 4 a 90° C, precisién de un grado y hasta

12 mil r.p.m., cabezales intercambiables para microtubos de 1.5, 15 y 50 ml
3.- Parrilla de calentamiento con control de temperatura y agitacion integrada.
4.- Microcentrifuga para tubos de 1.5 y 50 ml y de 14 mil r.p.m.

5.- Baio Maria con control de temperatura, con precisién de 0.1 grados y agitacidn

integrada hasta 100 r.p.m.

95




ANEXO A

6.-Agitador orbital, plataforma orbital de 40 X 40 ¢m vy regulador de 0-500 r.p.m.
7.- Camara de elctroforesis horizontal, para geles de 14X11 y 24.5X20 ¢m
8.- Fuente de poder con regulador para miliamperes y regulador de 0 a 900 voltios.

9.- Termociclador (modelo 9600, PERKIN-ELMER) con programas ajustables para

amplificar,

10.- Horno de microondas.

11.- Transiluminador de luz ultravioleta.

12.- Sistema de'fotografia tipo polaroid (STRATACGENE, EAGLE EYE).
13.- Potenciémetro con electrodo de Calomel para mediciones de pH de 0-14.
14.- Refrigerador con intervalo de temperatura de 2 a 18° C.

15.- Congelador (-20°C).

16.- Maquina para elaborar hielo tipo frappé.

17.- Campana de flujo lamiar.

18.- Hibridizador.

19.- Termobloque {intervalo de temperatura de 25° a 110° C.)

20.- Blogues de aluminio para el termoblogue y con hoyos de 1.5 cm de didmetro para

tubos de 1.5 ml
21.- Balanza analitica con precision de 0.0001 gramos.

22.- Balanza semianalitica con precisién de 0.1 gramos.




GLOSARIO

RFLP = Fragmentos de restriccion de longitudes polimérficas.

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa.

ADN = Acido desoxirribonucleico.

LDRL = Receptores de lipoproteinas de baja densidad.
GYPA = Glicoferina A.

HBGC = Hemoglobina gama-globina.

D758 = Locus ligado con el gen de la fibrosis quistica.
GC = Componente especifico de grupo.

PD = Poder de discriminacion.

PCA = indice de contenido polimérfico.

ICP = indice de coincidencia al azar {PIC).

GLOSARIO

HLA DQa = Complejo principal de histocompatibilidad en la region Dqalfa.

ALELO = Forma alternativa de un gen.

A-T = Union entre adenina y citocina por puentes de hidrégeno.

C-T = Uni6én entre guanina y citocina por puentes de hidrogeno.

CsCl = Cloruro de cesio.

XX = Nomenclatura genética para determinar al sexo femenino.
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GLOSARIO

XY = Nomenclatura genética para determinar al sexo masculino.

ARN = Acido ribonucleico.

VNTR's = Variaciones en nimero de repeticiones en tindem.
SSO = Oligonucledtidos de secuencias especificas.

S = Cepa lisa de pneumococos.

R = Cepa rugosa de pneumococos.

N'™ = Nitrdgeno en forma natural.

N = I56topo de nitrogeno.
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