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SUMEN

tomaron 100 muestras sanguineas de personas radicadas en la zona metropolitana de !a ciudad
México, proporcionadas de manera voluntaria donde el Unico requisito era que no tuvieran
cién de parentesco bioldgico. Las muestras fueron sometidas a la extraccion del material
ético utitizando principalmente dos técnicas de extraccion: La extraccién organica que requiere
la utilizacion de Fenol - Cloroformo — Alcohol tsoamilico y La extraccion con Chelex que es una
ina quelante, siendo ésta la mas eficaz, ya que permite una menor manipulacion de ta muestra y
tanto evita Jas posibles contaminaciones por parte del laboratorista. Una vez extraido el ADN, se
cedit a la amplificacion de los sistemas triplex que amplifican en conjunto tres loci a la vez:
ema CTT que contiene a los loci CSF1P0, TPOX y THO1 y el sistema FFv que contiene a los loci
BAQ1, FESFPS y vWA por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa. La deteccion de las
jiones polimérficas de los loci analizados se hizo mediante el corrimiento electroforético en una
mara de secuenciacion utilizando geles de poliacrilamida al 4% logrando con ésto una buena
plucidn de los productos amplificados, los alelos de las muestras fueron determinados por
mparacion visual con una marcador alélico de peso molecular. Una vez obtenidos todos los datos
agruparon, determinando las frecuencias alélicas y genotipicas. Los resultados muestran una
tribucién uniforme de los alelos en la poblacion estudiada a excepcidon del locus TPOX que
estra una heterocigocidad menor at 70%. en este sistema se presenta el alelo numere 8 en mas
50% de las muestras analizadas, por tanto la distribucién de alelos de este sistema en la
blacion es muy baja. Asimismo, los valores calculados para el conjunto de marcadores establecen
poder de discriminacion del 99.99% y poder de coincidencia al azar de 1 en 628,785 llegando a la
hclusion de que el conjunto de seis marcadares CSF1P0, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA
bden ser utilizados en el area forense en casos de identificacién asi como en la busqueda de
ponsabilidad de la paternidad,




RODUCCION
Criminalistica es la disciplina que aplica los conocimientos, métlodos y técnicas de las ciencias
irales en el estudio del material sensible significativo que se encuentra relacionado con un probable
‘ F) N T

o delictuoso con el fin de determinar, en auxilio de los 6rganos encargados de administrar justicia,

xistencia, reconstruirlo, sefialar y precisar la intervencion de uno o varios sujetos en el mismo.
principios que hacen valido el método que aplica la Criminalistica por ejemplo:

rincipio de intercambio, apuntado por Edmond Locard investigador francés, donde sefala que al
eterse un delito se realiza un intercambio de material sensible entre su autor, victima y el lugar de
echos.

rincipio de correspondencia de caracteristica.- Nos permite deducir, siempre que encontramos una
spondencia de caracteristicas, después de haber realizado un cotejo minuciosc que: dos
esiones dactilares, dos pelos, dos manchas de sangre, semen elc. corresponden a fa misma
ona."

, ,qué es la identidad?, 1.- La identidad es el conjunto de caracteres que sirven para distinguir a
ujeto de los demas de la especie e individualizarlo . 2.- identidad es el conjunto de caracteres
s que individualizan a una persona, haciéndola igual a si misma y distinta de todas las demas y 3.-
ond Locard define la identidad come la cualidad o conjunto de cualidades que posee una cosa que

erencia de todas las demas. ¥

ecesidad de individualizar a las personas se hizo mas patente en el campo de la procuracién de
ia debido al crecimiento de la delincuencia y a la reincidencia de los delincuentes por lo que se ha
erido de la creacion de procedimientos fiables para su identificacion, dividiéndo la historia de la
ificacion en tres etapas: la primera se denomina equivoca o barbara, en la cual por gjemplo, en
lonia el Rey Hammurabi mutitaba las orejas, manos o nariz a los delincuentes para poder

ificarlos, tamhién en la Edad Media especificamente en Francia a los reos se les marcaba el rostro

a " Flor de Liz" que era el embiema real, siendo posteriormente reemplazada por una "V {volerus)




1 sefialar a los ladrones, una "W" para los reincidentes y "GAL" para los condenados a las galeras.
segunda etapa denominada empirica se distingue fundamentaimente por la aplicacion del método
criptivo, en el cual se describen las caracteristicas fisonémicas del delincuente. La tercera etapa se
omina cientifica que se desarrolla a partir de 1882 en la cual Alfonso Benrillén introduce la
ropometria y el retrato hablado que junto con la fotografia complementan su archivo de identificacion
la Policia de Paris. Sin embargo, este procedimiento pasé a segundo término, dando paso a la

tiloscopia, propuesto por Sir Francis Galton en Inglaterra, quien sostuvo gue los dibujos dactilares

cen una base fundamental para confiar en un sistema fundado en ellos. Galton utiliza las huellas
tilares de los 10 dedos, pero no habia ideado un sistema para archivarfas. En 1891 en Argentina
n Vucetich basandose en los estudios anteriores creo un archivo decadactilar, que permitio la
acion de las impresiones en la practica de la identificacion, sistema de clasificacion, que es usado
almente. Casi paralelamente a los trabajos de Vucetich, surge otro método de identificacion: la
re. Karl Landsteiner en 1901 descubre como producte de sus observaciones la existencia los
os sanguinecs del Sistema ABO gque son hasta la fecha los grupos antigénicos de sangre humana
importantes. Von Dungern y Hirschfeld 1909 - 1910 proponen que su transmisiéon es hereditaria y
939 Wiener descubre el Sistema Rhesus (Rh). Otras disciplinas que intervienen en [a identificacion
dividuos son la Odontologia Forense que utiliza la ficha odontolegal y la Antropologia Forense que
almente desarrolla el proyecto "La cara del mexicano” el cual ayudara en el exdmen médico de
veres y tiene que ver con todo lo que permite la identificacion fisica, la somatologia de las
onas que abarca desde las mediciones de los huesos, estatura, tejido adiposo, tipo de cabelio, piel
riz, en resumen es un analisis de la variabilidad fenotipica de los rasgos faciales que incluye datos

icos, morfoldgicos y pigmentarios. 34

ransmision hereditaria de diversas caracteristicas personales es una idea ancestral en el hombre,
su utilizacion cientifica con finalidad de identificacion es relativamente reciente. Durante el siglo
al se han descrito métodos basados en sistemas polimorficos que incluyen antigenos eritrocitarios,
inas séricas, enzimas sanguineas y antigenos leucocitarios humanos (HLA). El desarrollo cientifico
| drea de la biologia molecular ha permitido la aplicacion de nuevas tecnologias aumentando la
cidad de identificar individuos e indicios cada vez mas pequefios, como lo es la tecnologia del ADN
ada por primera vez por Alec Jeffreys en el afio de 1985 para la resolucion de un caso de

gracion de un joven procedente de Ghana y dos afos después en la identificacion de un violador
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jonde los métodos serolégicos clasicos no pudieron lograr una individualizacion suficiente con los
cios biolégicos obtenidos de las victimas. A partir de ese momento se ha ido generalizando su uso y
ha pasado de sdlo poder analizar determinados fragmentos de ADN de una longitud relativamente
nde a analizar pequeiias regiones procedentes de indicios minimos mediante la Reaccion en
ena de la Polimerasa, PCR por sus siglas en inglés. El andlisis del ADN por medio de marcadores
éticos representa una herramienta de trabajo muy confiable, esta tecnologia se basa en la
lificacion mediante PCR y la caracterizacion de regiones variables o potimérficas det material
ético de los individuos { ADN ) y es conocida como " huella digital del ADN". Este gran avance

ite la identificacion de cadaveres, de delincuentes involucrados en violaciones y crimenes, en
probaciones de paternidad, en identificaciones de parentesco, en las relaciones étnicas de estudios
opolégicos etc.

n de un andlisis de ADN es determinar el genotipe o perfil genético mediante la tipificacion de
cadores genéticos polimorficos para ver si la muestra proviene de un individuo en particular, de la
ma o del sospechoso. ® Si el genotipo determinado en la evidencia no es igual al genotipo del
iduo cuestionado, puede ser excluido como fuente originaria de! fluido biolégico encontrado en el
r de los hechos con una gran certeza. Si el genotipo del individuo concuerda con el de la evidencia
vede hablar de similitud y correspondencia. es decir, que es posible que presenten un origen
un. El compartir el mismo genotipo no conslituye una identificacién total ya gue algunos individuos
a poblacion presentan el mismo genotipo para el marcador genético estudiado, por lo tanto entre

marcadores se utilicen hay mas probabilidad de encontrar diferencias entre los individuos. ©

lo general, la variabilidad entre los individuos de un mismo grupo se percibe en relacion con
nas caracteristicas particulares, esto crea estereotipos que en realidad describen a algunas

onas de cada poblacion y ocultan la gran variabilidad que existe dentro de cada grupo.

ayotia de los caracteres que distinguen a las poblaciones son hereditarios y geneticamente
rminados, estas variaciones se deben a diferencias en las estructuras genéticas. De acuerdo con
s conceptos Dobzhanzky define como raza * a las poblaciones que se diferencian en la frecuencia

Ilgunos genes" y Laughlin considera como raza a grupos de individuos entre los cuales el

cambio de genes ha estado restringido por algin tiempo”. Ambas definiciones contienen dos
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lementos fundamentales: 1.- eliminan los estereotipos fenotipicos basados en caracteristicas
uperficiales como el color de la piel y 2.-implican la posibilidad de cambio con el tiempo . 79

1ay que hacer hincapié en que lo distinto en las poblaciones es la frecuencia relativa de los genes de
n sistema o marcador genético pero que éstos son idénticos entre si. Para estudiar desde este punto
e vista a las poblaciones, conviene examinar el mayor nimero posible de marcadores genéticos.

ara conocer la frecuencia y distribucion de un gen en una poblacion es necesario investigar la
racteristica que determina ese gen para de ahi deducir la composicién genética. Para hacer eso, en
ndiciones ideales, se requiere que: 1) el caracter analizado sea determinado genéticamente y que la
fluencia de factores exdgenos sobre el caracter debe ser nula, de tal forma que no se generen
ferencias individuales con respecto a ese rasgo, atribuibles, por ejemplo al clima o a la alimentacién
c. 2) el caracter hereditaric debe ser discontinuo es decir, que permita distribuir 2 los individuos en
upos o clases perfectamente diferenciados. 3) que se conozca la forma como se hereda esa
racteristica y 4) los genes de los caracteres hereditarios que se estudien deben poseer una

cuencia génica adecuada y en equitibrio en la poblacion. 8

da individuo tiene una informacion genética Gnica con la excepcion de los gemelos idénticos, los
ales provienen del mismo évulo fecundado. En los organismos diploides cada gene tiene dos copias

informacion genética una proveniente de la madre y otra del padre. Todas las células que
nstituyen a un individuo tienen la misma informacién genética o ADN, lo que permite obtener los
smos resultados para un marcador genético si se trabaja con sangre, hueso, cabello, higado, semen
. de una misma persona. Los marcadores genéticos a nivel de ADN que pueden ser Utiles en la
ntificacian de individuos deben tener un gran poder de discriminacion (PD) o capacidad de distinguir
tre dos individuos (variacion genotipicas). Entre mas alelos tenga un marcador genético (mayor
limorfismo) y mas uniforme sea su distribucién entre la poblacién {mayor heterocigocidad), mayor
4 su poder de discriminacion. Las frecuencias genotipicas y alélicas de diferentes sistemas genéticos
ian mucho segtin ia poblacidn a estudiar ya que dentre de una misma poblacién se presentan

genes antropolégicamente muy variables, por lo cual al realizar un estudio poblacional se debe

ar en cuenta esta caracteristica.
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ERALIDADES DEL ADN

EL ADN

ido desoxirribonucleico o ADN es una de fas macromoléculas mas importantes que se encuentra
ydas las células humanas. El ADN consiste de un polimero formado por subunidades repetidas,
lo la molécula mas larga que se encuentra en las células humanas. Este gigante de cadenas
res esta contenido en los cromosomas y es el encargado de almacenar informacién genética en

de codones lo que permite formar las demas estructuras haciendo posible su funcion respectiva

STRUCTURA DE ADN

ucledtidos del ADN estan compuestos de tres entidades: un azucar 2 (desoxirribosa), un grupo
0 y una base. Existen cuatro bases comunes encontradas en los nucleétidos de ADN: adenina ( A
nina { G ), citosina ( C ) y timina ( T ) y estas bases caen dentro de dos grupos, las purinas y las
dinas. Las bases purinas consisten de dos anillos mientras que las pirimidinas sélo cuentan con
todas las bases son estructuras heterociclicas, cuyos anillos contienen atomos de carbono y

eno. En todos los casos, las bases se encuentran posicionadas en el azucar del C1° {9,

ucledtidos cuando se encuentran unidos forman un polimero constituido de un grupo fasfato que
las unidades mediante un enlace fosfodiéster entre el carbono 5' de una malécula de azucar y el
no 3' de la misma. De hecho, las bases no sclo se encuentran unidas a través de estos enlaces,

ue también, se unen especificamente a través de enlaces no covalentes unas con otras, de Ja

nte forma: la adenina se une a la timina y la citosina a la guanina, esta unién ocurre a través de
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cadenas separadas de la espina dorsal formada por el azucar y grupo fosfate, dando como

tado la forma de doble hélice de la molécula de ADN 9.

a doble hélice, las dos cadenas del ADN corren antiparalelamente una de la otra, es decir, una

na corre de izquierda a derecha en direccién 5 - 3' la cual siempre se aparea con otra cadena

una secuencia de bases complementarias que corre en direccién 3' > 5'. Por convencion, las
encias del ADN son leidas en direccion 5 - 3. Aun y cuando la estructura del ADN es

rcablemente simple, su elucidacién prueba ser una formidable tarea ‘.
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gmento particular y reconocible def ADN es lfamado gene y la ubicacion especifica de éste en el
soma se denomina jocus. En aigunos casos, un gene tendrd una funcién especifica, tal como

ar para la produccién de enzimas proteicas necesarias para el metabolismo celular. Pero otros

son utilizados para la huella genética del ADN, cuya funcion exacta es desconocida .




cepto por los genes localizados en los cromosomas sexuales, los cromosomas humanos tienen dos
vias de cada gen, uno otorgado por parte de la madre y otro del padre. Es posible sin embargo, que
secuencia de pares de bases que crean las copias palernas y maternas para un gene no sean
aclamente iguales, en este caso, e! individuo se considera heterocigoto. La forma alternativa de un
1 se denomina alelo y si un individuo tiene dos copias de un mismo alelo, se dice que el individuo es
nocigoto, en otras palabras, la secuencia de pares de bases para un gene especifico que son

rgados por e! padre y la madre son iguales .

lilllllllllll]lll

34,100 24,150 kb

SECUENCIAS UNICAS Y SECUENCIAS REPETITIVAS DEL ADN

ondido en aproximadamente 3 mil millones de pares de bases del ADN del genoma humano
loide se encuentran de 25,000 a 30,000 genes ®" con una longitud aproximada de 5 a 10 pares de
ases, incluyendo los intrones. EI ADN contiene secuencias indicadoras de una variedad de
esos, lal como la regulacion de la expresion de genes, la replicacian del ADN, ef empagquetamiento
gregacion de cromosomas. Incluyendo ADN espaciador, secuencias indicatorias y ADN codificante
proteinas, estas secuencias Unicas corresponden aproximadamente del 70 al 80% del total del

oma humano. El restante 20 a 30% del genoma consiste de secuencias repetitivas no codificantes

(9)

funciones inciertas.
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ADN repetitivo puede ser dividido en dos clases: secuencias repetitivas en tandem y secuencias
rcaladas. Bl ADN repetitivo en tandem representa un tercio del ADN repetitivo en el genoma
nano, cerca del 10% de longitud total. Como los genes repetidos en tandem, estas regiones
sisten del inicio al final de repeticiones de una secuencia particular, que estadn comprendidas de
chas unidades cortas, del nivel de 5 a 250 pares de bases repetidas tipicamente cientos a miles de
es. Regiones de este tipo son referidas como satélites de! ADN, debido a la tendencia de algunas de
s secuencias a formar bandas satéiites en gradientes de densidad de equilibrio. En los humanos,
0 en una variedad de eucariontes. Existen numerosas clases de familias de ADN satélites, donde
nas de estas clases estan asociadas con la region del centrémero de fos cromosomas. %
fraccion menor del ADN repetido en tAndem, consiste de regiones mucho mas cortas que los

lites ADIN. y exhiben una extraordinaria variabilidad en toda su longitud.

SATELITES

secuencias de los satélites ADN se encuentran tipicamente cerca del centrémero del cromosoma

valmente consisten de pequefias secuencias repetidas muchas veces en el genoma "9,

ANALISIS DE LOS MINISATELITES

lites, minisatelites y microsatelites son todas las clases de ADN repetitivo y estos elementos de
encia repelida se encuentran arreglados en tandem. Las tres clases se distinguen sobre la base de
unidades de repeticion. Los minisatélites tipicamente consisten de 9 a 100 pares de bases cuyas

encias se repiten de 10 a 1000 veces. Existen miles de loci minisatélites distribuidos a traves del

ma de un amplio rango de eucariontes y muchos de ellos son hipervariables, debido a la variacion
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sl numero de copias de unidades repetidas. Los minisatélites son ademas sistemas ideales

ados para la identificacion individual. ©

wella genética y perfil del ADN han encontrado numerosas y variadas aplicaciones durante los
os 10 afos. Estas técnicas son utilizadas para resolver miles de disputas de paternidad y
ntesco cada afio en todas las ciudades del mundo. E examen del ADN ha sido utilizado en muchos
s forenses, particularmente en casos de delitos sexuales. Otras aplicaciones incluyen el examen
pedrigree animal, autenticidad de lineas celulares, estudios de cultivo de plantas y estudios

acionales. ©

almente con e! desarrollo de los RFLP’s, determina otra clase de polimorfismo fue caracterizado
ndose en los arreglos en tandem de las secuencias repetidas. Las secuencias repetidas en tandem
ampliamente distribuidas en los genomas eucariontes y muchos tipos de estas repeticiones han
descritas. Otro aspecto comun de los loci de secuencias repetidas es que el numero de unidades
tidas, diferentes entre individuos, dan origen a arreglos de longitud variable. Los marcadores
orficos basados sobre nimero variable de repeticiones en tandem (VNTR's) son potencialmente

ativos por el gran nimero de alelos que pueden existir. Los VNTR's mas polimérficos
satélites) tiene unidades de repeticién de entre 9 a 100 pares de bases y un arreglo total de 0.5 a
de 3 Kb. La mayor limitacion de los minisatélites VNTR's es que ellos tienden a ser agrupados

teldmeros y son por lo tanto de valor restringido en la construccidon de un mapa genético

leto. 11




ANALISIS DE LOS MICROSATELITES

un espacio de 5 afos desde que el primer reporte informativo, miles de microsatélites han sido
clerizados y una alta resolucion del mapeo de correlacion genética del genoma humano se ha
truido. Los microsatélites han sido la herramienta clave en la investigacién de enfermedades de

s ya sea en laboratorios clinicos o de investigacién. ®'?

repeticiones cortas en tandem {por sus siglas en inglés Short Tandem Repeals STR's) son
ados en la ciencia forense, pruebas de identidad y el analisis de la estructura poblacional #™'" Los
adores STR son muy abundantes, con un alto grado de polimorfismo y técnicamente muy sencillos

nalizar. {2

imer polimorfismo de ADN que ha sido explotado en estudios de correlacién genética fueron las
ciones en las secuencias de simples pares de bases, lo cual ocurrid dentro de los sitios de
nocimiento de una endonucleasa de restriccion, Este polimorfismo podria ser faciimente detectado
las secuencias variantes creadas o abolidas por los sitios de reconocimiento de la enzima o
tado de los fragmentos de restriccion de longitud variable. Bolstein et al, propuso la construccion
apas genéticos utilizandoe los fragmentos de restriccion de longitud variable (RFLP's). Los RFLP's

ampliamente distribuidos a través del genoma, su utilidad es limitada en el area forense en virtud

cantidad de ADN requerida para realizar el estudio. Los RFLP's son sélo dimérficos, 1a maxima

ocigocidad del 50% solo ocurre cuando ambos alelos son igualmente representados en una

cion. 12
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os B0's una subclase de loci repetitivos fueron descritos con una unidad repetitiva de sélo 2 pares
ases — por eso les llamaron microsatélites --. Y no fue sino hasta 1989 que la naturaleza polimérfica
s microsatélites fue reconocida. Como con los VNTR's, los microsatélites varian entre individuos en
imero de repeticiones en el arreglo. Su nomenclatura es informal y tal loci es diversamente llamado
's, 0 marcador de secuencia variable pequefia (VSSMs), simple secuencia repetida (SSRs),
ticion dinucledtida. La unidad de repeticion puede ser de 2 a 7 pares de bases y la repeticidn mas
0n de los microsatélites es AC, AAAT, AG y AT, aln y cuando el mas reconocido es la repeticion
inucledtido (dC-dA/dG-dT), los microsatélites son extremadamente abundantes, encontrandose
una frecuencia promedio estimada de 1 STR cada 6 Kb en la secuencia del genoma humano. Los

satélites tienen cfaras ventajas sobre otros polimorfismos descritos. Los STR's cominmente
n multiples alelos y muchos tienen una frecuencia de heterocigocidad de 70% o mas, haciéndolos

ente informativos para el analisis genético. En resumen, los loci son suficientemente pequenos y
ser analizados se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa. La significancia de este hecho fue

amente reconocido y los microsatélites rapidamente flegaron a ser marcadores de eleccién para

(9}

as aplicaciones.
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IFICACION DEL ADN

SISTEMAS DE TIPIFICACION (VNTR’s y STR’s).

larga porcidn de genoma humano consiste de secuencias repetitivas de ADN cuya caracteristica
orfica inherente, provee un banco molecular de datos que genera informacién para el diagnéstico

co e identificacion forense. {12

secuencias repetitivas en tandem del ADN de una longitud que va de los dos pares de bases a
ases exhiben una alta variabilidad en el nimero de copias de estas repeticiones. Muchas de estas
encias son polimorficas debido a la variacion en la longitud de estas secuencias y han sido

minadas con varios nombres. {12

minisatélites de ADN, los cuales consisten de repeticiones polidispersas de un mondmero de
tud intermedia (aproximadamente 9 a 100 pares de bases) usualmente miden unos pocos pares de
ses en total y han sido utilizados para el desarrollo de marcadores de peso molecular basados en

agmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP's), (2

icrosatélites son pequenas secuencias del ADN (menores a 300 pares de bases) que estan
uestas por repeliciones en tdndem de monémeros de 2 a 7 pares de bases de longitud que se

ntran dispersos a lo largo del genoma humano y que actualmente han llegado a ser el foco de

ion en procedimientos de discriminacion entre individuos. 2




]

' y cuando en analisis del ADN basado en los RFLP's ofrece un alto grado de discriminacion,
senta algunas limitaciones. Cantidades relativamente altas (50 a 500 ng) de material genético no
radado son requeridas para el proceso, ademds, de ser necesario varios dias o tal vez semanas

detectar los perfiles alélicos seguide esto, de una hibridacion secuencial con sondas
omarcadas. Consecuentemente la tipificacién del ADN basado en los RFLP's es un procedimiento

0so y no facil, que no puede ser realizado de forma automatizada. ‘1%

esarrollo de la tipificacion del ADN con oligonucléctidos STR's, presenta incluso una ventaja sobre
hos de los sistemas de tipificacion de AMP-FLP's y es su alta sensibilidad, debido a que el pequefio
afo de los productos amplificados resultantes es mas eficiente a partir de muestras altamente

radadas. {'?

nos minisatélites (VNTR's) y todos los microsatelites (STR's) pueden ser amplificados a través de
ipico régimen de PCR y en este caso han sido referidos como fragmentos amplificados de longitud

&rfica (AMP-FLP’s) y Repeticiones cortas en tandem (STR’s) respectivamente. '

tilizacion de los AMP-FLP's ¥ STR's en la tipificacién del ADN ofrece numerosas ventajas sobre el
isis convencional de RFLP. Primero, minimas cantidades de ADN patrdn, ain degradado, pueden
utilizadas como una fuente de material inicial para el andlisis. Segundo, largos tiempos de
sicion autorradiografica son necesarios para obtener resultados con los protocolos de RFLP. Los
s de los AMP-FLP son facilmente resueltos en geles de poliacrilamida y detectados

diatamente mediante tincion con plata. Debido a fa longitud corta de los STR's los alelos pueden

resueltos en geles secuenciales (poliacritamida 6% [acrilamida-bisacrilamida 19:1)/ Urea 8M) "%,
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ando oligonucléotidos radiomarcados, tincidn con plata e identificacién fluorescente ™. Tercero,

os sistemas AMP-FLP y STR’s pueden automatizarse. ¢'?

repeticiones cortas en tandem (STR's) se clasifican en base al nimero de bases que los componen
jemplo: en diméricas, triméricas, tetraméricas, etc. y se presentan en cada 300 a 500 kifobases en
omosoma X humano y aparecen intercaladas con esta frecuencia a lo largo del genoma humano
ximadamente 400 millones de loci). Numerosos sistemas de Repeticiones Cortas en Tandem
s} han sido documentados y muchos de estos sistemas han sido utilizados para estudiar el
orfismo dentro de varias poblaciones. Se estima que el genoma humano contiene
ximadamente 500,000 STR's; de las cuales 6,000 a 10,000 consisten de repeticiones triméricas y
méricas, cada uno caracterizado dentro de un numero fimitado de alelos facilmente identificables,
uales colectivamente ofrecen un potenciat ilimitado dando un alto poder de discriminacién. ¢'?

mplificacién de los STR's por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa es procedimiento
s0 y facil, debido a que el pequefio tamafo de las repeticiones cortas en tandem facilita el estudio

Itaneo bajo una reaccién maltiple de PCR, en el cual dos ¢ mas loci son amplificados en una serie

clos a partir de una sola muestra. '?




S5 ______]

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

lonacién de segmentos de ADN con el propdsito de secuenciar nucledtidos era habitualmente un
-es0 laborioso. Sin embargo, en 1985 se desarrolld una técnica in vitrp, llamada reaccion en cadena
a polimerasa (PCR), para reproducir grandes cantidades de cualquier secuencia de ADN sin
sidad de clonar en organismos vivos. Este método que fue inventado por Kary Mullis, y
nalmente aplicado por un grupo en el Departamento de Genética Humana de Cetus para la

lificacion de la secuencia (}-globina y para el diagnéstice prenatal de anemia de células falciformes.

apacidad de amplificar segmentos de ADN, es posible por medi'o de la Reaccion en Cadena de la
erasa (PCR). La PCR es un método in Vitro para Ia sintesis enzimatica de secuencias especificas
DN, utilizando dos cebadores que hibridan a cadenas opuestas flanqueando la region de interés en
dena de ADN. Una serie repetitiva de ciclos envuelve la desnaturalizacion, alineacion y la
sion de los oligonucléotidos por la ADN polimerasa, que resulta en una acumulacién exponencial
agmentos especificos cuyas terminaciones estan definidas por el cebador final 5. Debido a la
erizacion del cebador unido a una cadena simple de ADN, esta nueva cadena sirve como base
el préximo, dando un nimero doble de copias de ADN en cada ciclo, por lo tanto en 20 ciclos de

R produciran cerca de 1 milién de copias. %'

Imente fa PCR utilizé la ADN polimerasa de E. coli para polimerizar los oligonucléotidos alineados,
enzima era inactivada por altas temperaturas necesarias para separar las dos cadenas de ADN y

tanto en cada ciclo de la reaccién era necesario adicionar enzima fresca. ('S




intreduccidén de la ADN polimerasa termoestable {Taq polimerasa) aislada de Thermmus aqualicus

sformo ta PCR en una reaccion simple y robusta la cual podria ahora ser automatizada utilizando un
nociclador. Los componentes de la reaccion (ADN, primers u oligonucléotidos, Taq polimerasa,
[P's y buffer) podrian ser incorporados en la reaccion de amplificacidn completandola con ciclos de
peratura. E! uso de la Tag polimerasa simplifica el proceso de PCR ademas de incrementar la

ecificidad y el rendimiento de la reaccion. '

y cuando la PCR es considerada como un método primordial para la produccion de copias de
encias especificas, también es una via poderosa y precisa para alterar una secuencia particular.
propiedad importante de la PCR, particularmente en aplicaciones diagnésticas, es la capacidad de
lificar una secuencia de preparaciones de ADN nativo, asi como de muestras ADN degradado. El

de una muestra no necesariamente debe ser quimicamerte puro para servir como patrén, pero

de contener ciertos inhibidores de la Tag polimerasa que no permite que se lleve a cabo la

osibilidad de contaminacion en la reaccion de amptlificacidn puede ser una consecuencia con
has implicaciones tanto para el area de investigacion como para el area de diagnéstico, dada la
cidad de 1a PCR de sintetizar millones de copias de ADN, la contaminacién de la muestra ya sea
productos o muestra de una previa reaccion, material de una fuente exégena es un problema

ncial, particularmente en aquellas reacciones iniciadas con solo una pequefa cantidad de la ADN

On. {17)




o
pocos afos desde su introduccidn la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa ha llegado a ser una
ramienta indispensable en muchas técnicas de investigacién y su popularidad se debe

cipalmente a su aparente simplicidad y a la alta probabilidad de éxito. "

ante los préximos afios, es probable gue la técnica incremente su aplicacién en muchos aspectos de
lonacion molecular. De hecho, una limitacién del método es relativamente et alto nivel de no-
rporacidn, |.a Taq pefimerasa carece de funciones editadas e incorpora un nucleétido incorrecto en
alor de 2 x 10" nucledtidos por ciclo en la reaccidon en cadena de polimerasa, este valor es cuatro
s mas alto que el obtenido a partir de los fragmentos clonados por la ADN polimerasa | de E. coli.
valor de no incorporacién se traslada en una frecuencia de error total de 0.25% en 30 ciclos de
lificacion. La frecuencia de error aparece aumentada cuando hay la presencia de altas
centraciones de dNTP's y Mg**. Esta no-incorporacion ocurre & lo largo del productoe amplificado y
siste en una transicién o una transversion (pero no largas deleciones, mosaicos o inserciones).
s errores ocasionales no son un problema cuando los productos de la entera reaccidn de
lificacién son utilizados como sondas de hibridacidn o patrones para la secuenciacién de ADN.
lquier secuencia obtenida de esta manera deber ser confirmada. ya sea, por secuenciacion de un
ero de clones recombinantes independientes, preferentemente generados de las dos Ultimas
ciones de amplificacién separadas, o por la secuenciacién de una mezcla de cadenas simples de
derivadas de 100 a 200 clones recombinantes. Esto elimina la posibilidad de que la no-
rporacién no ocurra durante las tempranas descargas de la amplificacion que puede aparecer en
clon derivada de una particular reaccion de amplificacién, 7

hacer evidentes los productos de la reaccidn enzimatica, es necesaria, la aplicacion de técnicas

ionales que nos permitan determinar la longitud de los productos obtenidos.
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=LECTROFORESIS

roforesis es el nombre que recibe el transporte de particulas cargadas bajo la accidén de un campo
rico. Es una técnica de separacion, en la que las particulas cargadas son separadas por su
nte velocidad de migracion cuando les es aplicado un gradiente de potencial. Las velocidades de
cidon son funcion de la densidad de carga por lo que se podran separar unas particulas de otras
n arreglo a esta propiedad. A su vez, la densidad de carga de la particula sera funcion de una
de parametros que marcan las condiciones experimeniales de a electroforesis: pH, fuerza idnica,

entes de voltaje, interacciones con el soporte, etc. '

FACTORES QUE AFECTAN LA MIGRACION DE PARTICULAS

FECTO DEL pH DEL TAMPON (carga neta de 1a particula)
rga neta de las particulas en solucion esla determinada por el pH del tampén en que se
ntran, que es lo que decide el grado de ionizacion de las mismas y es el balance entre las cargas

vas y negativas de una particula en solucién. De acuerdo con este hecho, cuando una solucién de

ulas se coloca en el senc de un campo eléctrico, éstas migrardn hacia el 4nodo o cétodo en

n de la carga neta que posean, carga que depende del pH de la solucién en la que se encuentran.
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FUERZA IONICA DEL TAMPON

la electroforesis, la cormriente es acarreada por fos iones presentes, tanto del tamp6n como las
iculas en solucion; por lo tanto, cuando mas concentrado es el tampon mayor es la proporcidn de
iente transportada por los iones de éste, y menos por las propias particulas, que migraran mas
pacio. Por otro lado, los iones en solucién se encuentran rodeados por una nube iénica de los iones
fampén y se mueven todos juntos; si la concentracién de los iones del tampon es muy alta, este

smeno hara que las particulas que nos interesan migren mas lentamente. ('

resumen, la concentracion del tampén gue se elige para un proceso electroforético es la suficiente
que el tampon cumpla su doble funcién, que consiste en mantener un pH constante y transportar la
iente: una concentracion mayor de la aconsejada provoca una migraciéon mas lenta de las particulas

a peor separacion. '8

AMARNO Y FORMA DE LA PARTICULA

an el tipo de electroforesis, el tamaiio y la forma de las particulas que se quieren separar pueden
r mayor o menor importancia y ser incluso factores mas definitivos que la propia carga que poseen.
ocurre cuando para la electroforesis se emplean como soportes aqueilos que permiten el paso

ctivo de las moléculas segUn su tamafio, reteniendo las méas grandes y dejando pasar las mas

uefias. &
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POTENCIAL DEL CAMPO ELECTRICO

nos dicho que, para conseguir que las particulas en solucin se muevan, vamos a aplicar una
iente entre dos electrodos. También hemos dicho que la movilidad de |a particula es proporcional a
rarga vy al potencial del campo eléctrico; cuando més alto sea el potencial aplicado, mas répidamente

novera fa particuta, "9

EFECTO SALINO
xceso de sales ya sea, en la mezcla de polimerizacion o en la muestra pueden afectar el pH de!

Hiente, La muestras preparadas en soluciones salinas o en muestras preparadas por precipilacion

ha deben ser previamente desalinizadas por dialisis o cromatografia antes de la electroforesis. (48
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IETICA DE POBLACIONES

El Estudio de la Genética de Poblaciones

jenética de poblaciones es el estudio del comportamiento de los genes de las poblaciones. La
dtica de poblaciones implica la investigacidn de la adaptacién de los organismos a ambientes
‘bles o cambiantes, y por consiguiente el estudio del mecanismo de evolucién. La evolucién puede
diarse a muchos niveles distintos, mediante diferentes aproximaciones, pero reducida a sus
inos mas sencillos es un proceso de cambio en la frecuencia de los genes. Por tanto, la

cupacion central de los estudios de genética de poblaciones es la investigacion de la dinamica del

io de la frecuencia génica /9.

omero de tratados sobre las bases genéticas pueden ser utilizados para identificar a un individuo

yendo la raza, el color del cabello, la altura yfo et peso .

nas de estas caracteristicas han sido bien establecidas sobre bases genéticas (ejemplo la raza)
tras que otras, tales como el peso tienen una contribucion genética y det desarrolto. Estos tratados
itiles para la identificacion de un individuo en particular y dependen de que tan comunes son estas
teristicas en la poblacién. Por ejemplo, el conocimiento de que un individuo tenga cabello café no

e ser utilizado para distinguirlo de oftro individuo en una poblacién tipica .

anera similar, la informacion contenida en el genotipo de una muestra encontrada en la escena del
n puede ser exitosa para la identificacion del criminal, solo si. un pequeno grupo de individuos en

blacion presenta ese genotipo. Los métodos utilizados para determinar las frecuencias o
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rvariabilidad de genotipos de individuos puede ser objetiva y calculable a partir de los principios

cos de la genética ',

roceso de definir estadisticamente la variacion de un genotipo particular encontrado en una
lacion biolégica de interés cae dentro de la disciplina de la genética de poblaciones. La frecuencia
;enotipos son usualmente calculados por la regla de productos que consiste en un calculo basado
a genelica de poblaciones que permite multiplicar frecuencias alélicas y genotipicas individuales

generar un perfil genéticb. La aplicacién de esta regla requiere de dos principios de la genetica de

aciones siendo obedecida la ey de Hardy Weinberg y la condicién del equilibrio de correlacion .

hos laboratorios asumen que la ley de Hardy Weinberg y el equilibrio de correlacién son obedecidos
do se calcula la variacion genética de un locus en particular encontrado en la poblacion de
encia. Por esta razon, es de suma importancia que los métodos cientificos cominmente aceptados

probar esta asimilacion sean aplicados para la utilizacion de bases de datos en la ciencia forense

LA LEY DE HARDY WEINBERG

odelo de Hardy Weinberg es uno de los conceptos fundamentales en la genética de poblaciones 1'%
ablece que hay una relacion predecible entre las frecuencias alélicas y las frecuencias genotipicas

simple locus. Esta es una relacién matematica permite estimar las frecuencias genctipicas en una

cion aun si este genotipo no se ha observado en la poblacion actual 2,




M
a que se cumpla con el equilibrio de Hardy Weinberg se deben cumplir ciertas condiciones:

Que el tamafio de la poblacion sea infinitamente grande y los apareamientos sean al azar. 2"

No existe seleccion, cada genotipo bajo consideracion puede sobrevivir tan bien como cualquier otro

hay mortalidad diferencial) y cada genotipo es igualmente eficiente en la produccién de la progenie.

La poblacion es cerrada, es decir, no hay inmigracion de individuos de ofra poblacién y tampoco se
mite emigracion de la poblacion en estudio. @

No hay mutacion de un estado alélico a otro. Se permite la mutacién si la tasa de mutacion hacia
i21)

nte y la retromutacién son equivalentes.

La meiosis es normal de tal forma que la probabilidad es el unico factor que opera en fa

ongamos que estamos tratando de un locus A, A’ en el cual la frecuencia genica de A es p y la
uencia de A’ es q, de manera que p + g = 1. Existen tres genotipos AA, AA’, A'A’. Sea la frecuencia
los genotipos d, 2h y r respectivamente, de manera que d + 2h + r =1. Entonces cualesquiera que
n las frecuencias génicas y genotipicas que estén presentes de cumplirse que p = d +h y=h+r
e es un punto importante; la notacidn simplemente afirma que la frecuencia génica p 0 q es el

ero lotal de alelos de este tipo expresado como fraccion del numero total de alelos presentes "'

ndo hay apareamiento al azar, cada individuo puede aparearse con un individuo de cualquiera de
tres genotipos con una probabilidad que depende de sus frecuencias genotipicas. El Unico otro

ceso que tiene lugar es la segregacion de la progenie en apareamientos entre progenitores distintos.

ndo las contribuciones de cada una de las clases de progenie se suman, las frecuencias AA, AA',
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" en la primera generacion son respectivamente (d + h Y.2(d+h){(h+r)y(h+h ¥. Por lo tanto

F2pg +q° =1

EQUILIBRIO DE CORRELACION

equilibrio de correlacién se define como una condicién equilibrio en una poblacién, donde !a
uencia genotipica multi-locus es el producto de cada locus por separado. Esto permite estimar el
il del genético sobre numerosos loci, aun si el perfil no se ha observado en la poblacion en estudio
Los genes que fisicamente se encuentran cerca unos de otros en el mismo cromosoma se dice que
genéticamente correlacionados, los dos genes son unidos por una secuencia de ADN. Usualmente,
s dos genes son reconocidos como una sola unidad, recibiendo la progenie donde un par es
bido a partir de 'a madre y otro del padre. Ocasionalmente, durante el proceso de la formacion del
eto, el ADN entre los genes se rompera y un cromosoma hibrido se creara de los cromosomas
rmos y maternos. Este proceso es denominado recombinacién y es mas factible que pase cuando

cromosomas se encuentran alejados .

humanos tienen 22 pares de cromosomas conocidos como autosomas los cuales son heredados
Imente de cada pariente y dos cromosomas sexuales. Hay dos formas de estos cromosomas el Xy
. donde la mujer tiene dos copias del cromosoma X, mientras que los hombres poseen un
osoma X y uno Y. El cromosoma Y tiene muy pocos genes, por lo tanto, los hombres tienen solo
copia de cualquier gene encontrado en el cromosoma X y las mujeres dos copias de cada gen.
ndo los alelos de dos loci diferentes son estadisticamente independientes, se dice que ellos se

uentran en equilibrio de correlacién. La correlacion genética y el equilibrio de correlacion no son el

o concepto, aun y cuando. tedricamente estan relacionados ©,
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ANTEAMIENTC DEL PROBLEMA

y de los principales problemas en la administracion y procuracion de justicia es la identificacion del
viduo responsable de un presunto hecho delictuoso. Originalmente se utilizaban caracteristicas
ervables como los rasgos fisondmicos para indiciar a una persona; sin embargo, estas
cteristicas son mutables o temporales, por lo que el proceso de identificacién era inconsistente y
o confiable. Después de mucho tiempo se inicié con el estudio de * marcadores genéticos ". Entre
cuales se encontraban los grupos sanguineos del sistema ABO y la tipificacion enzimatica de
nas proteinas que se presentaban en diferentes variantes polimérficas como la fosfoglucomutasa,
stearasa y la glioxilasa {"®?”, La aplicacion de estos sistemas de identificacion dio entrada a la
cia en el area forense a través de la bioquimica de proteinas, por lo gue los resullados obtenidos

on en adelante reproducibles y el grado de confiabilidad aumenté dramaticamente 2%,

embargo, la aplicacion del estudio de las proteinas fue limitada. en virtud de que era necesario que

vestra se encontrara preservada en condiciones adecuadas para evitar la desnaturalizacidn
eica, anadiendo a ésto, los marcadores mencionados no se encuentran en todas las muestras
bgicas, y por ultimo, el grado de polimorfismo que permite (inicamente excluir a un individuo como
onsable de un presumible hecho delictuoso, pero presenta problemas si se le requiere adjudicar 1a
onsabilidad ", Esto, dicho en otras palabras indica que la aplicacion del analisis de proteinas o
cadores protéicos es altamente confiable en la exclusién del presunto responsable, pero es muy

o confiable en el proceso de inclusion del individuo como responsable de un hecho delictuoso ?".

1985 se desarrolla una nueva tecnologia de identificacién de individuos basado en el estudio del

. denominada Reaccién en Cadena de Polimerasa cuyas ventajas y aplicaciones son innumerables
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Esto hizo que la mayor parte de muestras, incluso aquellas que no rindieran informacion proteica,
an susceptibles de ser analizadas. A partir det desarrollo de esta metodologia se han realizado
tiples esfuerzos por disefiar técnicas mas depuradas que permitan identificar de manera mas
fiable. Actualmente en el laboratorio de Genética Forense de la Procuraduria General de Justicia det
. se aplica la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y se analizan los genes

mbriicos del HLA, LDLR, GYPA, HBGG, GC y un VNTR (D1S80).

obstante, de que se tiene un alto poder de discriminacion del 99.972% (Saavedra C. G. 1996, Luja
. 1998) el mismo proceso exige que la identificacién se acerque mas al 100%, por lo que es
esario que se estudie la distribucion de frecuencias alélicas de marcadores con alto grado de

orfismos.

secuencias repetitivas en tdndem del ADN de una longitud de dos pares de bases a kilobases
ben una alta variabilidad en el numero de copias en tAndem de las repeticiones. Muchas de estas
encias son polimérficas debido a ia variacion en la longitud de las secuencias repetidas y han sido
minadas con varios nombres. Los loci con repeticiones de pocos pares de bases (ejemplo 2 pares
ases) cominmente se denominan microsatelites o repeticiones cortas en tandem (STR's), mientras
aquellos loci con largas repeticiones se denominan minisatélites 0 numerc variable de repeticiones

ndem (VNTR's) %,

unidades de repeticion corta (STR's) representan una rica fuente de marcadores altamente
orficos en el genoma humano que pueden ser amplificadas exitosamente por medio de la

cion en cadena de la polimerasa {PCR), incremenmtando precisamente la designacion de alelos en

poblacién encuestada sobre las bases de su secuencia de ADN %7172 ademas de ser utilizados
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el mapeo fisico y genético del genoma humano, diagnostico de enfermedades e identificacién

onal en las ciencias medica y forense 2.

erosos sistemas de Repeticiones Cortas en Tandem (STR'’s) han sido documentados y muchos de
s sistemas han sido utilizados para estudiar el polimorfismo de los genes dentro de varias
aciones, Se estima que el genoma humano contiene aproximadamente 500, 000 STR’s (6,000 a
100 consisten de repeticiones triméricas y tetraméricas), cada uno caracterizado por un nimero
‘ado de alelos faciimente identificables, los cuales colectivamente ofrecen un potencial ilimitado

o un allisimo poder de discriminacion *'2,

tal motivo, el sistema de identificacion a través de las repeticiones cortas en tandem (STR's)
orciona un método que ofrece la posibilidad de discriminar a un individuo con un alto grado de
ianza en una poblacion determinada. Los resultados cobtenidos a partir de estos marcadores
ados a los datos obtenidos a partir del analisis con los marcadores que se utilizan actualmente en el
ratorio de Genética Forense de La PGJ del D.F., aumenian considerablemente la confiabilidad del
itado en el caso de que se trate de incluir 0 excluir, pero sobre todo incluir a un individuo como

o de la evidencia bioldgica recuperada de algun hecho delictuoso.
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ETIVOS

ETIVO GENERAL

Analizar las frecuencias atélicas de seis loci CSF1PQ, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA en

una poblacion del Valle de México.

DTESIS

Ho: Si ia distribucion de las frecuencias aldlicas de los loci CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01,
FESFPS y vWA denotan un alto polimorfismo en la poblacion del Valle de México con un poder
de discriminacion PD = (0.84) un poder de coincidencia al azar PCA = 1 en 733,000 y una
heterocigocidad H = 70% entonces, estos loci pueden ser exitosamente utilizados como sistemas
de identificacion individual en la Criminalistica.

Ha: Si la distribucion de las frecuencias alélicas de los loci CSF1PQO, TPOX, THO1, F13A01,
FESFPS y vWA no denotan un alto polimorfismo en la poblacién del Valle de México con un
poder de discriminacion PD = (0.84%) un poder de coincidencia al azar PCA = 1 en 733,000 y una

heterocigocidad H = 70%, entonces, estos loci no podran ser exitosamente utilizados como

sistemas de identificacion individual en la Criminalistica.
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ETIVOS

ETIVO GENERAL

Analizar las frecuencias alélicas de seis loci CSFAPO, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA en

una poblacién del Valle de México.

DTESIS

Ho: Si la distribucion de las frecuencias alélicas de los foci CSF1PQ, TPOX, THO1, F13A01,
FESFPS y vWA denotan un alto polimorfismo en la poblacién del Valle de México con un poder
de discriminacién PD = (0.84) un poder de coincidencia al azar PCA = 1 en 733,000 y una
heterocigocidad H = 70%,.entonces, estos loci pueden ser exitosamente utilizados como sistemas

de identificacién individual en la Criminalistica.

Ha: Si la distribucion de las frecuencias alélicas de los loci CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01,
FESFPS y vWA no denotan un alto polimorfismo en la poblacion del Valle de México con un
poder de discriminacién PD = (0.84%} un poder de coincidencia al azar PCA =1 en 733,000 y una

heterocigocidad H = 70%, entonces, estos loci no podran ser exitosamente utilizados como

sistemas de identificacion individual en la Criminalistica.
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“NO DE LA INVESTIGACION

) DE ESTUDIO
Observacional

| Prospectivo
Transversal

Descriptivo

LACION

La muestra sujeta a! estudio fue de 100 perscnas sin parentesco que seran invitadas a participar
en dicho estudio poblacional.

Las muestras bioldgicas de cada individuo que se someteran al estudio seran Sangre o Saliva.
Las muesiras se recolectaran de individuos nacidos en el Distrito Federal, la identidad de los
voluntarios se mantendra en total anonimato.

ERIOS DE INCLUSION
Se incluird a cualquier persona haciendo caso omiso de edad, sexo, religion, etc. siempre y

cuando hayan nacido en e! D.F. y acceda a donar voluntariamente una de las muestras bioldgicas
propuestas.

ERIOS DE EXCLUSION

No se analizaran muestras provenientes de personas que refieran parentesco biolégico entre
elios, o de personas que no hallan nacido en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

ERIOS DE ELIMINACION

Muestras que no rindan la suficiente cantidad de material genético para realizar el estudio.
Muestras que al momento de ser analizadas muestren rastros de malerial biolégico procedente de
mas de una persona.
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TODOLOGIA

ATERIAL Y EQUIPO

EQUIPO
mociclador 480 o Termociclador 9600 GeneAmp®

rato de electroforesis para geles de secuenciacion
nte de poder

ck de calentamiento seco, 95°C

rocentrifuga

tador orbital

REACTIVOS
ADN polimerasa
MACOTE (Sigma, St. Louis, MO.)
tacriloxipropiltrimetoxisilano. (Sigma, St. Louis, MO.)
a libre de Nucleasas
ED
ite Mineral

SOLUCIONES

sulfato de sodio 10 mg/ml

ucion fijadora

ucion de AgNO;

ucién desarrolladora

ucidn acrilamida-bisacrilamida al 40%
ucién (etanol 95% / acido acético 5%)

sulfato de amonio al 10%
ortiguador TBE 10X
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\CCESORIOS ADICIONALES

aradores de vinil de ¢.4 mm de espesor

fran

»s de microcentrifuga de 0.5 mil
as estériles de 5, 20, 100, 200 y 1000 ul
\

s de cristal y espaciadores
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TRACCION DEL MATERIAL GENETICO
>NICA DE EXTRACCION DE ADN CON CHELEX (25262728

Se adiciono a un tubo estéril de microcentrifuga:
3 a 300 pl de sangre total.

9 a 25 mm? de una porcién de una mancha de sangre.

Se adiciono 1 ml de agua desionizada y estérit al tubo. Mezclar suavemente e incubar a
peratura ambiente durante 30 minutos. Mezclar ccasionalmente por inversion o en vortex.

e centrifugo las muestras a 15,000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente.

e removi6 todo el sobrenadante a excepcion de 30 pl de cada muestra y deseche. Si la muestra es

mancha de sangre, no remueva el soporte de la mancha.
e adiciono Chelex al 5% hasta un volumen final de 200 ul.
€ incubo las muestras a 56°C por 20 minutos.
gitar las muestras en vortex de 5a 10 segun_dos.
€ incubo las muestras a 100°C durante 8 minutos.
gitar las muestras en vortex de 5 a 10 segundos.
e centrifugo las muestras a 15,000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente.

as muestras estan listas para el proceso de amplificacion.

€ aimaceno el tubo en congelacion.
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RACCION DE ADN CON AMORTIGUADOR DE LISIS CELULAR (Cell Lysis) Y PROTEINASA K
27.28)

e colocd dentro de un tubo estéril de microcentrifuga:
'a 300 pl de sangre total.

'a 25 mm? de una porcidn de una mancha de sangre.

e adiciono 0.5 ml de Amortiguador de lisis al tubo de microcentrifuga. Centrifugue las muestras a

00 x g por 20 minutos a temperatura ambiente.
vidadosamente se removid y desecho todo el sobrenadante de cada muestra.

on una pipeta estéril se adicicno 1.0 ml de Amortiguador de lisis para resuspender el boton. Agitar
rtex durante 30 segundos.

e repitieron los pasos 2 a 4 en dos ocasiones mas.

e centrifugaron las muestras a 15,000 x g por 20 segundos a temperatura ambiente.
liminar el sobrenadante de cada muestra por inversién det tubo.

e adiciono 0.5 m! de Amortiguador de digestion y 3 p! de Proteinasa K en cada muestra.

incubo el tubo a 60°C durante 1 hora,

ncubar las muestras a 95°C por 10 minutos para inactivar la Proteinasa K.
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LIFICACION

tilizd de 1 a 25 ng de ADN de la muestra en 25 pl de mezcla de reaccidn utilizando el siguiente
colo:

preparo la mezcla maestra de la siguiente manera:

Mezcla Maestra Volumen por
muestra pl

Agua estéril 17.35
STR 10X Buffer 2.50
Multiplex 10X primer pair 2.50

mix.

Tagq ADN polimerasa 0.15
{asumiendo 5 u/ph (0.75u)
Volumen total 22.50

adiciono 22.5 pl de mezcla maestra en cada tubo y se colocarén sobre hielo.

adiciono de 1 a 25 ng de ADN de la muestra extraida en cada tubo.

adiciono 2.5 pl de ADN K562 dentro de un tubo de microcentrifuga de 0.5 m!, conteniendo 22.5 pl
zcla maestra, que fue utilizado como control positive en la amplificacion.

adiciono 2.5 ul de agua estéril dentro de un tubo de microcentrifuga de 0.5 ml, conteniendo 22.5

mezcla maestra, que fue utilizado como control negativo en la amplificacion.
adiciono 1 gota de aceite mineral a cada tubo y se cerraron.

» centrifugaron las muestras brevemente para llevar el contenido al fondo del tubo.

colocaron los tubos en el termociclador.




RAMETROS DE LA AMPLIFICAGION *®
Se seleccionaron los siguientes parametros para la amplificacion

96°C 2 minutos, despuésPrecalentamiento

94°C 1 minuto Desnaturalizacion
64°C 1 minuto Alineacién de oligonuclettidos
70°C 1.5 minutos Elongacion de la cadena

10 ciclos, después

90°C por 1 minuto Desnaturalizacién

64°C por 1 minuto Alineacion de ofigonucleétidos
70°C por 1.5 minutos Elongacidn de la cadena.

Por 20 ciclos
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CTROFORES!S EN GEL DE AGAROSA PARA VERIFICAR RENDIMIENTO DE AMPLIFICACION

e prepard un gel de agarosa al 2% adicionando 2.0 g de agarosa en 100 m! de Amortiguador TAE

e marco el nivel del liquido en el contenedor, después de llevar a ebullicién se adiciono agua
nizada precalentada a 60°C para recuperar el volumen inicial,

e enfric la agarosa a 55°C antes de colocarla en el contenedor del gel. Asegurese se encuentre
do. Se adiciono a agarosa y se insert6 el peine, permita reposar de 20 a 30 minutos.

prepararon las muestras mezclando 10 pl del producto de PCR en 2.5 pl de Loadding Solution

preparo un litro de TAE 1X como Amortiguador de corrimiento electroforético.

coloco la charola y el gel dentro de la camara de electroforesis, se adiciono el amortiguador

del tanque. El amortiguador debe cubrir el gel con una altura de 0.65 ecm. Cuidadosamente
er el peine.

colocé cada una de las muestras mezcladas con Loading Solution 5X en cada uno de los
tivos pozos del gel.

selecciono un voltaje de 5 V/iem. Permitir ef corrimiento del gel por 1 horas.
spués de la electroféresis, teiiir el gel en TAE 1X conteniendo 0.5 mg/ml de bromuro de etidio.

r en un agitador orbital durante 20 minutos a temperatura ambiente. Remover la solucién de
ro de etidio y reemplacela con agua. Agitar durante 20 minutos.

izando un transiluminador se verifico la presencia del producto amplificado y fotografie el gel




w
EPARACION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA ?® '

siguiente protocolo es para la preparacién de un gel desnaturalizante de poliacrilamida con

ensiones de 31 cm de ancho x 38 cm de largo x 0.4 mm de espesor.

Cada uno de los cristales fue marcado en una de las esquinas con |apiz diamante para distinguir el

que sera tratado. Se limpio los cristales can etanol al 95%.

Utilizando guantes, se aplico 3 ml de SIGMACOTE™ al lado seleccionado del cristal largo y se

ndi6 sobre toda la superficie del cristal mediante movimientos circulares.

Esperar 5 minutos a que seque. Se removié el exceso con una toalla saturada con agua

ionizada. Finalmente se seco el cristal con una toalla.

En una campana de extraccién, se preparo binding solution por la adicion de 3 pl de silano a 1 ml de

o acético 0.5% - etanol 95% en un tubo de microcentrifuga.

Se aplico mediante movimientos circulares sobre toda la superficie del cristal. Se limpio la superficie

4 veces con etanol al 95% para remover el exceso de binding solution.

e ensamblaron los cristales colocando los separadores de 0.4 mm entre eltos, teniendo cuidado de
las superficies tratadas no entren en contacto para evitar la contaminacion y se colocaron los

tales ensamblados en la trampa para geles.

e preparo la solucién de acrilamida de la siguiente manera:
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Gel de
Componentes Poliacrilamida Conc:ntracién
inal

al 4%
Urea 31.50 ml 7M
Agqua desionizada 40.00 ml -~
TBE 10X 3.75ml 05X
40% acritamida:bis o
(19:1) 7.50 ml 4%,
Volumen tota} 75 mi

e filtro la solucidn de acrilamida con un filtro de 0.2 micrones,

e adiciono la solucién de acrilamida en un vaso de precipitado y ademas 50 pl de TEMED y 500 pl

ersulfato de amonio y se agitd brevemente.

e adiciono fa solucion de acrilamida entre los cristales.

e posiciono el gel horizontalmente, descansando sobre un soporte a un angulo de 30°.

e insertd el peine entre los cristales.

a acrilamida restante se puso en un tubo cénico utilizandolo como control de polimerizacion.

e permitié que la polimerizacién durante una hora.
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“CORRIMIENTO DEL GEL DE POLIACRILAMIDA (2%

Se removit la trampa de! gel polimerizado y se limpio los cristales con toallas saturadas con agua

tilada.
e elimino cualquier exceso de poliacrilamida de los cristales.
e adiciono Amortiguador TBE 0.5X al recipiente inferior de la camara de electroforesis.
e posiciono el gel sobre la camara de electroforesis.
segurar el gel a la camara de electroféresis.
e adiciono Amortiguador TBE 0.5X al recipiente superior de la camara de electrofdresis.

Utilizando una jeringa, se removi6 las burbujas de aire de la parte superior del gel y con una aguja

nimero 19 se removid las burbujas de aire entre los cristales de la parte inferior del gel.
Se realizd el pre-corrimiento hasta que la superficie del gel alcance una temperatura de 50°C.
PARACION DE LAS MUESTRAS

Se prepar6 las muestras de PCR mezclando 2.5 pl de cada muestra con 2.5 ui de Loading solution

Se adiciono 2.5 pl (50 ng) de ADN marcador pGEM a 2.5 pl de Loading Solution.

Se adiciono 2.5 pl de STR ladder a 2.5 pl de Loading Solution.

Se centrifugo brevemente las muestras para llevar ef contenido al fondo del tubo.
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ICACION DE LAS MUESTRAS

e desnaturalizo las muestras por calentamiente a 95°C por 2 minutos e inmediatamente se
aron sobre hielo.

Jespués del pre-corrimiento, se utilizo una jeringa llena con buffer para enjuagar los pozos y
ver la urea.

13

e aplico 3 pl de cada muestra en sus respectivos pozos. El proceso de aplicacién no debe tardar
de 20 minutos.

TROFORESIS DEL GEL ¥

uando se termino la aplicacian, se corrid el gel utilizando las mismas condiciones que las del pre-
iento,

. En un get de poliacrilamida al 4% el azul de bromofenol migra al mismo tiempo que un fragmento
N de 40 bases.

onociendo los rangos de tamarno de cada locus y las caracteristicas de migracion, detener la
ofdresis cada vez que el locus de interés a pasado el punto medio del gel.

fON CON NITRATO DE PLATA (121428

spués de la electroforesis, se vacio el buffer de los recipientes y se removieron los cristales del
to.
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Se colocaron los cristales sobre una superficie plana y se remavid el peine y los separadores. Con la
da de una pala de plastico se separaron cuidadosamente los cristales. El gel debié quedar
emente unido a cristal corto.

e coloct el gel en una charola de plastico.

_a tincion se desarrollo de la siguiente forma:

Paso Solucién Tiempo
a__ |Solucion fijadora 20 minutos
b |Agua desionizada 2 minutos
¢ |Repetir paso b, dos veces 2x2

minutos
d [ Solucién staining 30 minutos
e |Agua desicnizada 10
segundos
f Solucidn de desarrollo 5 minutos
Solucién fijadora 5 minutos
h |Agua desionizada 2 minutos

e permitié que el gel secara y se analizar la informacion revelada.

Esquema del gel de poliacrilamida revelado con nitralo de plata
conteniendo tres loci con sus respectivos alelos.
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SULTADOS

determinaron las frecuencias alélicas de 100 muestras sanguineas obtenidas a partir de personas
icadas en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México amplificando los loci CSF1P0, TPOX, THO1,
A01, FESFPS y vWA por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y detectandolos por

io de un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida tefido con nitrato de plata.

Tabla 1.1 Frecuencias Alélicas Locus CSF1PQ
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

[ Alelo | -Frecuencia: | Observado

8 60250 5
9 0.1000 20
10 0.2400 28
11 03550 7
12 0.2400 48
3 ©.0400 B

1.0000 200

Grafico 1.1 Frecuencias Alélicas de la Zona

Metropotitana de 1a Ciudad de México.

‘ Locus CSF1P0

Frecuencia




Frecuencia

0.6000
0 5000
0.4000
0 3000
0.2000
0.1000
0.0000

Tabla 1.2 Frecuencias Aléticas Locus TPOX
En ta Zona Metropoiitana de la Ciudad de México.

Alelo Frecuencia Observado

7 0.0050 1

8 0.5500 110

9 0.0450 9

10 0.0350 7

11 0.2400 48

12 0.1200 24

13 00050 1
1.0000 200

Grafico 1.2 Frecuencias Alélicas de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México,

Locus TPOX
7 8 9 10 1 12 13
Atelos
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Frecuencia

Tabla 1.3 Fretuencias Alélicas Locus THO1
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Alelo | Frecuencia Observido

5 0.0150 3

6 0.2250 45

7 0.3900 78

8 0.0900 18

9 0.0800 16
93 0 0900 18
10 0.1100 22

1.0000 200

Grafico 1.3 Frecuencias Alélicas de la Zona
Metropalitana de la Ciudad de México.

Locus THO1
0.5000
0,4000
0.3000
0.2000
0.1000
5 6 7 8 . 9 9.3 10
Alelos
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Tabla 1.4 Frecuencias Alélicas Locus F13A01
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Alglo Frecuericla Observado
3.2 01150 23
4 0.1000 20
5 0.2500 50
6 | 0.1650 33
7 0.2500 50
B 0.0800 16
9 0.0050 1
12 0.0050 1
13 0.0100 2
14 0.0050 1
15 0.0100 2
16 0.0050 1
1.0000 200

Grafico 1.4 Frecuencias Alélicas de la Zona
Metropolitana de {a Ciudad de México.

Locus F13A01

Frecuencia




Tabla 1.5 Frecuencias Alélicas Locus FESFPS
En ta Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Altlo | “Frefuencia Obsétvadd

8 0.0050 1

9 0.0050 1

10 0.1850 37

11 0.4800 96

12 0.1900 8

13 0.1050 21

14 0.0300 6
1.0000 200

Grafico 1.5 Frecuencias Atélicas de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México.

Locus FESFPS

0.6000
0.5000
0.4000
0.3000
0.2000

Frecuencia




Tabla 1.8 Frecuencias Alélicas Locus vWA
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Alelo | ‘Frecuencia Observato

14 0.0350 7

15 0.0750 15

16 0.2850 57

17 0.3100 62

18 0.2000 40

19 0.0850 17

20 0.0100 2
1.0000 200

Grafico 1.6 Frecuencias Alélicas de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México,

Locus vYWA

0.4000
0.3000

0.2000 W

0.1000

Frecuencia
Q
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SULTADOS

ron determinadas las frecuencias genotipicas de 100 muestras analizando los productos de PCR de
loci CSF1P0, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA mediante la reaccion en cadena de la
merasa obtenido los siguientes resultados:

Tabla 2.1 Frecuencias Genotipicas Locus CSF1P0
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Genotipo | Observado | Frec la Genotlpita
810 1 0.010
8,11 2 0.020
812 2 (0.020
99 1 0.010
9,10 2 0.020
9,11 10 0.100
9,12 S 0.050
9.13 1 0.010
10,10 6 0.060
10.11 17 0.170
10,12 14 0.140
10,13 2 0.020
11,11 14 0.140
11,12 12 0.120
11,13 2 0.020
12,12 6 0.060
12,13 3 0.030

100 1.000

Grafico 2.1 Frecuencias Genotipicas de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México.

Locus CSF1PO

0.200
0.150
0100
0.050
0.000

Frecuencia

Genotipos




Frecuencia

0.350 ¢

0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Tabla 2.2 Frecuencias Genotipicas Lotus TPOX

En la Zona Metropolilana de la Ciudad de México

Genotipo | Observado | Frecuencla Genotiplca
78 1 0.010
8,8 29 0.290
8,9 6 0.060
8.10 2 0.020
B.11 32 0.320
8.12 11 0.110
9,11 2 0.020
9,12 1 0.010

10,11 3 0.030
10,12 2 0020
11,11 3 0.030
11,12 5 0.050
12,12 2 0.020
12,13 1 - 0010

100 1.000

Grafico 2.2 Frecuencias Genotipicas de la Zona

Melropaolitana dé la Ciudad de México.

Locus TPOX

e vy
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Genotipos
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Frecuencia

0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Tabla 2.3

Frecuencias Genotipicas Locus THO1

En la Zona Metropolitana de 'a Ciudad de México.

(‘;ienoupc»J Observado | Frecuencla Genotiplca
586 1 0010
57 2 0.020
6,6 6 0.060
67 14 0.140
65 3 0.030
6,9 3 0.030

6.9.3 ] 0.080
6,10 4 0.040
7.7 15 0.150

7.8 7 0.070

7.9 4 0.040

7.9.3 T 0.07¢
710 14 0.140
8.9 3 0.030

893 3 0.030
8,10 2 0.020
9.9 2 0.020

9,10 2 0.020
100 1.000

Grafico 2.3 Frecuencias Genotipicas de la Zona

Metropolitana de la Ciudad de México,

Locus THO1

Genotipos
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Tabla 2.4 Frecuencias Genotipicas Locus F13A01
En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Genotipo | OBsénado [ Frecuencia Genctiplta
32,32 1 0.010
3124 2 0.020
325 6 0.060
126 8 0.060
.27 6 0.060
.28 1 0.010
4.4 2 0.020
45 3 0.030
46 2 0.020
47 6 0.060
49 1 0.010
4,12 1 0.010
413 1 0.010
55 6 0.060
56 9 0.090
5.7 11 0.110
5.8 7 0.070
5.14 1 0.010
515 1 0.010
6.6 3 0.030
6.7 5 0.050
6.8 3 0.030
6.15 1 0.010
6,16 1 0.010
7.7 9 0.090
7.8 3 0.030
7,13 1 0.010
8.3 1 0.010
100 1.000

Grafico 2.4 Frecuenclas Genotipicas de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México

Fraecuencia

0.120
0.100
0.080
0.060
0.040
0.020
0000
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Frecuencia

Tabla 2.5 Frecuencias Genotipicas Locus FESFPS

En la Zona Metropolitana de 1a Ciudad de México.

Genotipo | Observado Frecuencla Genotipfca

8,12 1 0.010
9,11 1 0.010
10,10 3 0.030
10,11 15 0.150
10,12 9 0.080
10,13 7 0.070
11,11 23 0.230
11,12 21 0.210
11,13 9 0.080
11,14 4 0.040
12,12 3 0.030
12,13 t 0.010
13,13 1 0.010
13,14 2 0.020

100 1.000

Grafico 2.5 Frecuencias Genotipicas Locus FESFPS de la

Zona Metropolitana de la Ciudad de México,

0.250

Locus FESFPS

0.200
0.150
0100
0050
0.000

10,11
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12,12
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Tabla 2.6 Frecuencias Genotipicas Locus vWA
En la Zona Melropolitana de 1a Ciudad de México.

Genotipo | Observado | Frecuencla Genotiplea
14,15 1 0.010
14,16 3 0.030
14,17 1 0.0
14,18 2 0.020
15,16 5 0.050
15,17 5 0.050
15,18 3 0.030
15,18 1 0.010
16,16 10 0.100
16,17 15 0.150
16,18 9 0.090)
16,19 5 0.050
17,17 8 0.080
17.18 17 0.170
17,19 7 0.070
17,20 1 0.0t0
18,18 2 0.020
18,19 4 0.040
18,20 1 0.040

100 1.000

Tabla 2.6 Frecuencias Genotipicas de la
Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Locus vWA

0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Frecuencia

14,15

Genotipos
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SULTADOS

waracion entre las frecuencias alélicas de tres poblaciones (Afro-Americanos, Caucésico-
ricanos e Hispano-Americanos) con las frecuencias alélicas obtenidas a partir de muestras de
onas que radican en la Zona Metropolitana del Distrito Federal en la Ciudad de México.

Tabla 1 1.1 Comparacién de las frecuencias alélicas de diferentes poblaciones Locus CSF1PQ

Locus CSF1PQ
Zona Coucéslco-
Metropafitana Hispano-Amaericanos Amerlcanes Afro-Americanos
Alelo FA N FA N FA N FA N
-] 0.000 0 0000 Q 0.000 0 0.000 0
7 © 000 a 0.002 1 0.000 0 0069 28
8 0.0250 5 0.005 2 0.002 1 ©.069 28
g9 01000 20 0025 11 0033 14 ©.037 15
10 0 2400 48 0238 103 0254 106 0.280 113
1 0 3550 1 0294 127 0 6 128 0223 90
12 0.2400 48 0361 156 0330 138 0.267 108
13 0.0400 8 0.007 26 0062 26 0 050 20
14 ©.000 0 0.007 3 0012 5 9.002 1
15 0.000 0 0.007 3 0.000 0 0.002 1
Todos 1.000 200 1.000 444 1.000 418 1.000 404
Tabta t.1.2 Comparacion de las frecuancias alélicas de diferentas poblaciones Locus TPOX
Locus TPOX
Canchnl
Mntr:é:glaltana Hispano-Americanos Americanos Afro-Ameri
Alalo FA N FA N FA N FA N
[ 0.000 0 0 005 2 0.002 1 0.051 21
7 0.0050 1 0 002 1 0.000 0 0.037 15
[:] 0.5500 110 0.498 215 0.524 219 0.350 143
9 0.0450 9 0.090 39 0.096 40 0.188 76
10 0.0350 7 0053 23 0.055 23 0.108 44
11 0.2400 48 0.248 107 0.285 119 0.216 B8
12 0.1200 24 0104 45 0.038 16 0.051 21
13 0 0050 3 0.000 0 0 000 0 0.000 [1]
Todos 1.000 200 1.000 432 1.000 418 1.000 408
Tabla 1.1.3 Comparacitn de las frecuencias alélicas de diferenies poblaciones Locus THO1
Locus THO
Zona Armar Caucésh
Metropolitana Hisp ~ Americanos Afro-Americanos
Alelo FA N FA N FA N FA N
5 0.0150 3 0.000 0 0.007 3 0.005 2
] 0.225 45 0.238 103 0.239 100 0.157 64
7 0.390 78 0.310 134 0.141 59 0.373 152
8 0.090 18 oom 35 0.120 50 0.230 94
] 0.080 16 0 141 B1 0.153 64 0.125 51
9.3 0.090 18 0.220 g5 0.335 140 0091 37
10 0.110 22 0.009 4 0.005 2 Q020 ]
11 0.000 0 0.000 1] 0 C00 0 0.000 [t]
Todes 1.000 200 1.000 432 1.000 4184 1.000 408




Tabta 1.1.4 Comparacién de las frecuencias aléficas de dilerentes poblaciones Locus F13A01

Locus F13AM
Motropetizna | Hspano-Americanos | gncficiic, | Afro-Americancs
Alele FA N FA N FA N FA N
32 0115 23 0.225 100 0084 5 0.087 38
4 0100 20 0113 50 0041 17 0076 33
5 0.250 50 0227 [EA] 0211 a8 0.342 149
6 0.165 33 0.164 73 0285 119 0.131 57
7 0.250 50 0.227 1o 0330 138 D 195 85
8 0.080 16 0014 6 [I1kd 7 0067 29
9 0.005 1 0.000 1] 0.000 0 0.009 4
10 0.000 0 0.000 1] 0.000 1] 0,005 2
11 0.000 1] 0.007 3 0.000 0 0.009 4
12 0.005 1 0.000 2 0.002 1 001 5
13 0010 2 0.00% 2 0.005 2 0.032 14
14 0.005 1 0005 2 0.017 7 0.021 9
15 0.010 2 4.007 3 0.019 4 0.014 6
16 0.005 1 0007 3 0.000 1] 0.002 1
Todas 1.000 200 1.000 444 1.000 418 1.000 436

Tabla 1 1.5 Comparacion de las frecuencias alélicas de diferentes poblaciones Locus FESFPS

Locus FESFPS
muimum Hispano-Americanos ::‘:?:;;:; Afro-Amaticanos
Alelo FA N FA N FA N FA N
7 0 000 [1] 0002 1 0000 0 0009 4
8 0.005 1 0012 5 D.014 ) 0106 46
9 0005 1 0010 4 0007 3 0.080 26
10 0185 37 0176 74 Q.265 124 0242 105
11 0 480 96 0452 190 0.441 187 0.355 154
12 @190 38 0.233 58 0.222 94 0.182 79
13 0.105 21 0.110 46 0.028 12 0.044 19
14 0030 [1] 0005 2 0092 1 0.002 []
Todos 1.000 200 1.000 420 1.000 424 1.000 434

Tabta 1.1 6 Comparacidn de 1as frecuencias altlicas

de diferentes poblaciones Locus vWA

Locus vWA
Metr?;::ta na Hispanc-Americanos fr:::iac:l:; Afro-Americanos
Alulo FA N FA N FA N FA N
11 0.000 1 0.000 1] 0.000 0 0.007 3
12 0000 [s} 0.000 0 0.000 1] 0.000 [i]
13 0.000 0 0.005 2 0.000 i 0011 5
14 0.0350 7 0.066 28 D127 54 0.062 27
15 G.O750 15 0100 42 0.083 5 0.213 a3
16 0 2850 57 0 296 125 0.212 g0 0.264 115
17 03100 62 0273 115 ¢.267 113 0.206 90
18 0.2000 40 D 156 70 0 203 86 0144 63
19 0.0850 17 0.078 33 0087 37 0.073 32
20 00100 2 o007 7 0.021 9 0.018 7
21 0.000 1] Dooo 0 0.000 1] 0002 1
Todos 1.000 200 1.000 422 1.000 424 1.000 436
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ULTADOS

ulos utilizados en el Area Forense, formulas y resultados:
H = Homocigotes Gi = Fraccion de muestras con el genotipo * i “

h = Heterocigotos Pi = Fraccion de alelos del tipo Pi
e de Paternidad Tipico = (H+h)/2H
- . 2 2
r de Exclusion =h (1-2*h*H )
abilidad deCoincidencia al Azar = ZG,Z

n
r de Discriminacion = 1 -ZG,’

SEEDIDN [i if’i)l*‘i >

1a (L4} a [P 1a 121

Tabla 3.1 Parametros estadlsticos utilizados en el area forense y determinacién de la paternidad
Determinados para la poblacién de la Zona Metropelitana de la Ciudad de Mexico’

Prueba CSF1PO TPOX THO1 F13A01 FESFPS VWA
PC 0.105 0.208 0.090 0.060 0.145 0.093
Expresado t en.... 9.5 48 111 16.8 6.9 10.8
PD 0.895 0.792 0910 0940 0.855 0.907
ICP 0.70 0.57 0.73 0.79 0.65 .73
PE 0.476 0.369 0.545 0.562 0.428 0.59904
PT 1.85 1.47 217 227 167 2.50
Homocigotos 27.0% 34.0% 23.0% 22.0% 30.0% 20.0%
Heterocigotos 73.0% 66.0% 77.0% 78.0% 70.0% 80.0%
Alelos Totales 200 200 200 200 200 200
PDA = 99.9998% l PCT =1en 628,785

obabilidad de Coincidencia, PD Poder de Discriminacion, ICP Indice de Contenido Polimérfico, PE Poder de Exclusion,
dice de Paternidad Tipico. PDA Poder de Discriminacion Acumulativo, PCT Probilidad de Coincidencia Total.

atas obtenidos fueron calculados con la ayuda del macro Powerstatsv |2 proveido por la compafia Promega Corporation.
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stadistico de X? fue calculado para determinar si los datos se encuentran o no dentro del equitibrio
Hardy-Weinberg mediante la siguiente férmula:

X2 = (Vo -Ve)* I Ve

Vo = Valor observado
Ve = Valor esperade
El calculo de la X? con n-1 grados de libertad nos sefiala el valor de p
Tabla 4.1 Calcule de X* por aleto correspondients a cada locus
Locus CSFIFD Valor X! | Valorp | Lo T80 . | villorX® | valorp
8 0.0657 ¢.79763 3.2 0.1004 0.75134
9 0.0000 £.99990 4 1.2346 0.26652
10 0.8953 0.89532 5 0.0178 0.89393
1 0.3725 0.54164 6 0.0406 0.84037
12 00173 0.89532 7 21511 0.14247
13 0.1736 0 67692 8 0.2392 0.62475
[ 0.0025 0.95992
12 0.0025 0.95992
13 0.0102 0.95592
14 0.0025 087896
Locus TPOX Valor X Valorp 15 00102 0.91954
Alelo 16 00025 | 075134
7 00025 0 55992

B 0.2551 0.61352 EESFPS
3 02220 | 063748 M“’:.:’ ==EE Velor X' | Valorp
10 01315 0.71683 8 0.0025 0.95992
11 2.2896 013024 9 00025 095992
12 0.2812 0.59590 10 0.0785 077931
13 0.0025 0.95092 11 0.0003 098721
12 ¢.1571 0.69184
13 00119 0.91315
14 0.0957 0.75711
k‘l’;‘i‘;‘ THo1 vatorX* | Vaterp l;::;:’ VWA vator X' | Vvalorp
5 06790 0 87896 14 01315 0 71683
6 02891 0 59083 15 0.6574 0.41747
7 00078 0 92966 16 0.8489 0.35686
8 0.9781 0.32266 17 0.5685 0.45164
9 3.4145 0.06463 18 1.5625 021130
9.3 0.9781 0.32266 19 0.8630 0 35291
10 1.5276 021648 20 00102 0.91954

— e = T e ——




SULTADOS

alor de X? de acuerdo a los grados de libertad es el siguiente

MARCADOR Grados de libertad Obtenido de Tabla Valor observado
CSF1P0 5 11.11 1.5244
TPOX 6 12.6 3.1844
THO1 6 12.6 8.0742
F13A01 11 19.7 3.8141
FESFPS 6 12.6 0.3485
VWA 6 12.6 4.6400

ran valor de X* indica una desviacion con respecto a Ho y por tanto poca credibilidad para la
tesis nula planteada.

X?Tabla < X°Observado

o podemos observar nuestros datos se encuentran dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg y por lo

b las frecuencias alélicas y genotipicas permaneceran constantes de una generacién a otra.
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ALISIS DE RESULTADOS

us CSF1PO

determinaron en la muestra seis diferentes alelos 8, 9, 10, 11, 12 y 13. El alelo de menor peso
ecular encontrado es el 8 que contiene ocho unidades repetidas de la secuencia tetramérica
AT). Los alelos 6, 7, 14 y 15 presentes en el sistema no aparecen en la muestra poblacional, el mas
uente es el alelo 11 {35.5%) y menos frecuente es el alelo 8 (2.5%). La comparacion de estos datos
los obtenidos para la poblacion hispanoamericana, muestra que a excepcion del atele 6, los otros
(7, 14 y 15) si se encuentran presentes en esa poblacion estudiada, pero la distribucion de estos
ns €5 muy baja, menor al 1%, cabe mencionar que el alelo mas frecuente en la poblacién hispana es
lelo 12 (36.1%) siendo e! segundo mas frecuente en la poblacion de la zona metropolitana de la
ad de México.

a muestra poblacional se pueden presentaron 17 distintos genotipos de 21 posibles de acuerdo al
s genético estudiado, Entre los 10 posibles genotipos homocigotos solo fueron observados 4, por

el numero de genotipos heterocigotos es elevado determinado por medio del célculo de la
rocigocidad resultando ser 70.35%, el poder de discriminacion calculado es del 0.73 que
sponde 3 la capacidad del sistema para poder diferenciar a una muestra de otra elegida al azar y
oder de coincidencia al azar que corresponde a la probabilidad de que una muestra coincida
amente con otra tomada al azar es igual a 0.105, estos parametros estadisticos utilizados en la
stigacion forense cuyos valores son ligeramente mencres a los obtenidos para la poblacion hispana
stados Unidos de Norte América.

us TPOX

eterminaron en la muestra poblacional siete diferentes alelos 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 13. El alelo de
or peso molecular encontrado es el 7 que contiene siete unidades repetidas de la secuencia
mérica (AATG), el mas frecuentes es el alelo 8 (55%) y los menos frecuentes son el alelo 7 (0.5%)
alelo 13 (0.5%). Las frecuencias alélicas para los hispanos muestran la presencia det alelo 6 con un
entaje menor al 1%, el cual no se presenta en la poblacion estudiada por nosotros. Cabe mencionar
no se registra la presencia del alelo 13 en la poblacién hispana, pero la poblacidn de la zona
opolitana de la ciudad de México este alelo 13 se encuentra presente con una distribucion alélica
or al 1%, de aqui se desprende que la frecuencia de alelos tales como el 6, 7 y 13 se presentan con
proporcion muy baja en ambas poblaciones. Es necesario hacer notar que a simple vista en este
ma la variabilidad es menor si la comparados con la del sistema anterior CSF1P0, ya que si
rvamos la distribucion de alelo 8 éste. esta presente en mas del 50% de las muestras estudiadas,
al se refleja estadisticamente al momento de calcular |a heterocigocidad, el poder de discriminacidn
oder de coincidencia al azar,

poblacion estudiada se presentaron 15 distintos genotipos de 28 posibles de acuerdo al locus
tico estudiado, entre los 8 posibles genotfipos homocgigotos solo fueron observados 3, la
rocigocidad observada es 66%, menor a la de los sistemas THO1 y FESFPS que contienen el
o nimero de alelos que este sistema, el poder de discriminacion calculado es del 0. 62 y el peder
incidencia al azar es igual a 0.208.
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us THO1

determinaron en la poblacién siete diferentes aleios 5, 6, 7, 8, 9, 9.3 y 10. E! alelo de menor peso
ecular encontrado es el & que contiene cinco unidades repetidas de la secuencia tetramérica
TG), el méas frecuentes es el alelo 7 (39%) y menos frecuente es el alelo 5 (1.5%). Al igual que los
)5 obtenidos para los hispanoamericanos el alelo 11 no esta presente en {a poblacidén en estudio,
o el alelo 6 que se encuentra en la poblacién de la Zona Metropolitana de 1a Ciudad de México con
 presencia del 1.5% no se encuentra registrado para la poblacién hispana segin los datos
ortados en Estados Unidos de Norte de América para este sistema especifico en dicha poblacion.

la poblacién estudiada se presentaron 18 distintos genotipos de 28 posibles en el locus genético
diado. Entre los B posibles genolipos homocigotos solo fueron observados 3, por ende el numero
genotipos heterocigotos es elevado determinade por medio de! calculo de la heterocigocidad
Itando ser 77 %, el poder de discriminacion calculado es del 0.91 y el poder de coincidencia al azar
gual a 0.090. Si verificamos la tabla que muestra la informacién referente a distintos parametros
disticos obtenidos a partir de los seis locus estudiados podemos observar que en gran parte el
ento de la discriminacion del sistema y la posibilidad de que el genotipo se repita en una muestra
ada al azar van correlacionados con la heterocigocidad.

us F13A01

eterminaron en la muestra poblacional doce diferentes alelos 3.2, 4, 5, 6,7, 8,9, 12,13, 14, 15y
El alelo de menor peso molecular encontrado es el 3.2 que corresponde a una variaciéon del alelo 4
onde a se presenta una no incorporacion de dos bases en al secuencia tetramérica (AAAG). El
10 con 307 pares de bases nc aparece en la escalera alélica utilizada como referencia (manual
004 Promega Corporation) ya que se menciona gque es muy raro, lo cual pudo ser comprobado ya
este alelo no se identificé en la muestra poblacional estudiada, de la misma manera que no se
entra registrado para la poblacion hispana radicada en Estados Unidos. El alelo 11 presente en el
ma no aparece en la muestra poblacional, para la poblacion hispana si se presente con una
entaje menor al 1%. Al igual que en los datos reportados para la poblacidn hispana en nuestra
acion los mas frecuentes son 5 {25%), 7 (25%). Un dato curioso es el hecho de que en estas dos
aciones que se han venido comparando se presenta una distribucién no proporcional entre los
entes alelos del sistema, ya que la frecuencia {aprox. 95%) se da entre los alelos 3.2 a 8, mientras
en rango de fos alelos 9 a 16 la frecuencia es menor al (5%). Esta mayor distribucién en el numero
lelos encontrados en e} sistema aunado a la baja frecuencia con la que se presenta da como
iitado parametros de heterocigocidad, poder de discriminacién y poder de coincidencia sumamente
tados.

huestra poblacién se pueden presentar 28 distintos genotipos de 78 posibles de acuerdo al sistema
ptico estudiado, Entre los 14 posibles genotipos homocigotos solo fueron observados 6, el calculo
a heterocigocidad nos da como resultado 78%, siendo el segundo sistema mas polimérfico sélo
pués del locus VWA, este sistema presenta el mayor poder de discriminacién igual a 0.94 en
paracion con los cinco sistemas restantes, esto como se menciona en el parrafo anterior se debe
ipalmente a la gran distribucién de alelos con frecuencias bajas en la poblacion, otra consecuencia
sto es el alto poder de coincidencia al azar igual a 0.060.
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us FESFPS

leterminaron en la poblacion siete diferentes alelos 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14. El alelo de menor peso
scular encontrado es el 8 que contiene ocho unidades repetidas de la secuencia tetramérica
AT). El alelo 7 no aparece en nuestra muestra poblacional, presentandose con una proporcidn
or al 1% en la poblacion hispana. Al igual que en los datos reportados para la poblacion hispana, en
tra poblacién el mas frecuente es el alelo 11 (35.5%). Como hemos podido observar en cuanto
or es la presencia de un alelo especifico del sistema en la poblacién sus valores estadisticos de
rocigocidad, poder de discriminacion y poder de coincidencia al azar disminuyen
iderablemente, un ejemplo de esto es el sistema TPOX que contiene el mismo nimero de alelos de
sistema cuya heterocigocidad es igual al 66%, debido en gran parte a la presencia del alelo 8 en
del 50% de las muestras analizadas, si lo comparamos con el sistema FESFPS en el cual se
enta el alelo 14 en un porcentaje del 48% vemos reflejado que 'as herramientas estadisticas
adas en el area forense para establecer la veracidad y confiabilidad del sistema se ven
entadas.

poblacién estudiada se presentaron 14 distintos genotipos de 28 posibles de acuerdo al sistema
tico estudiado, Solo fuercn observados 4 genotipos homocigotos. El calculo de la heterocigocidad
da como resultado 70%, el calculo de! poder de discriminacion nos da como resultado 0.855 y el
r de coincidencia al azar igual a 0.145.

s VWA

eterminaron en !a muestra poblacional siete diferentes alelos 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20. El alelo de
or peso motecular encontrade es el 14 que contiene ocho unidades repetidas de la secuencia
mérica (AGAT). Los alelos 11, 12, 13 y 21 presentes en el sistema no aparecen en nuestra muestra
cional, el mas frecuentes es el alelo 17 (31%), que es el segundo mas frecuente en la poblacion
na y menos frecuente es el alelo 20 (1.0%). El alelo 13 se presenta en la poblacion hispana con
istribucion menor al 1%, no se encuentra registrado para poblacién de la zona metropolitana de la
ad de México. :

poblacion estudiada se presentaron 19 distintos genotipos de 28 posibles de acuerdo al sistema
tico estudiado, Entre los 11 posibles genotipos homocigotos solo fueron observados 3, de ahi que
amero de genotipos heterocigotos es elevado determinade por medio del calculo de la
ocigocidad resultando ser B0%, aun y cuando la distribucién tan solo se basa en siete alelos
rvamos aqui la mayor heterocigocidad en comparacion con los otros cinco loci analizados, y esto
ebido a una distribucién mas uniforme en cuanto a la presencia de los alelos en ta poblacion
iada, presentando tendencias por debajo del 31% (TPOX alelos encontrados 7, porcentaje alelo
frecuente 55%), el poder de discriminacién calculado es det 0.807 muy similar al PD encontrado
el focus THO1 en el que las distribuciones alélicas también se basan en 7 alelos encontrados, pero
o mayor del PD encontrado en el sistema TPOX cuya distribucion alélica es igual, el poder de
idencia al azar es de 0.093, todos estos parametros son semejantes a los encontrados para la
cién hispana.
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ALISIS DE RESULTADOS

a los seis loci analizados CSF1P(Q, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA se calcularon valores
adisticos que son requeridos para emitir un dictamen por medio del analisis del ADN en el area
nse, estos parametros estadisticos nos determinan 1a capacidad de un sistema para diferenciar una
estra de otra tomada al azar y ademas nos permitir estimar la probabilidad de que una muestra
cida plenamente con otra tomada al azar. Lo que se puede observar en 10s resuitados es que el
15 con mayor atributos para ser elegido como marcador genético utilizado en el area de la genética
nse es el locus F13AD1 y el menos adecuado seria TPOX, en virtud, de que el valor de la
babilidad de coincidencia al azar y poder de discriminacion para éste Gltimo son los mas bajos
parados con los otros loci analizados. Lo mismo sucede con los calculos estadisticos realizados
un dictamen de ADN en el que tratamos de establecer la paternidad biolégica. Aqui los loci VWA y
AO1 presentan, valores que nos otorgan una mayor confiabilidad en los resultados que
entamos. Es necesario mencionar que las leyes de la probabilidad se rigen por la regla del
ucto, donde, la frecuencia de un perfil genético determinado es el producto de la frecuencia
otipica de cada locus. Aun y cuando, algunc de los locus TPOX presenten valores relativamente
s como lo es el caso del locus TPOX, sus probabilidades se suman a las obtenidas por los otros loci
lizados, por lo tanto, el conjunto de marcadores genéticos nos brinda en consecuencia un resultado
una probabilidad de coincidencia al azar de 1 en 628,785 personas y un poder de discriminacion del
9% valores muy aceptables en la emisién de un dictamen en genética forense.
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NCLUSIONES

_a amplificacion de 3 loci en una sola reaccion de PCR y su determinacion conjunta en geles de
oliacrilamida permite reducir tiempo y costos en la determinacién de un perfil genético.

os sistemas CSF1P0, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA, se encuentran dentro del equilibrio
e Hardy Weinberg, por lo tanto, las proporciones de los diferentes genotipos permaneceran

onstantes de una generacion a otra,

os loci CSF1PO.TPOX, THO1, F13A04, FESFPS y vWA, presentan una heterocigocidad mayor af
0%. lo que resulta en una buena distribucién de los alelos en la pobtacion, y por lo tanto una mayor

iversidad de genotipos encontrados.

a Probabilidad de Coincidencia at Azar obtenido para los seis loci analizados en la poblacién de 1a
ona Metropolitana de la Ciudad de México es 1 en 538,000 que comparado con fa poblacién
ispana que es de 1 en 733,000 muestra una diferencia significativa, por o tanto la probabilidad de
ncontrar un genotipo al azar igual al analizado es mayor que el valor de PCA reportado para la
oblacién hispana en Estados Unidos de Norteameérica.

i conjunto de los loci CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS y vWA pueden ser utilizados de

anera exitosa en la investigacion criminalistica y la busqueda de responsabilidad de la paternidad

n la Zona Metropolitana de 1a Ciudad de México.




ANEXO

LOCUS CSF1pQ % 30-31.32.38)

Definicién del locus
GanBank

Ubicacién
Cromosoma

Sacuencta Repetida

Acceso
GenBank

HUMCSF1PO
Human c-fms proto-
oncogene for CSF-1
| receptor gene.

5q33.3-34

AGAT

X14720

5

CSF1PO GenBank Sequence
(Accession Xi4720)

AACCTGAGTC
TTGGACTCAG

41 TGTGTCTCAG
ACACAGAGTC

AGTAACTGCC

TCATTGACGG
F 3 4

121 CTATCTATCT
12

GGAAGT
161 CTATCCTTCA

201 TGTCCAAGTG
ACAGGTTCAC

2,‘11A(—'.'v'I‘(ZT(E'-G}CAC
TCAGACCGTG

281 GAGAATGGGC
CTCTTACCCG

TGCCAAGGAC
ACGGTTCCTG

TTTTCCTACC
AAAAGGATGG

TTCATAGATA

AAGTATCTAT
5 4

ATCTATCTAT

ACTTAGAACA
TGAATCTTGT

TGCACCAGGA
ACGTGGTCCT

CATGTGGGTT
GTACACCCAA

TGAAGATGGC
ACTTCTACCG

TAGCAGGTTG
ATCGTCCAAC

TGTAAAATGA
ACATTTTACT

GAAGATAGAT
CTTCTATCTA
7 ) $
CTATCTATCT

GGGTCTGACA
CCCAGACTGT

GATAGTATCT
CTATCATAGA

GGGTGGGAAC
CCCACCCTTG

CAGTGGTGTG
GTCACCACAC

CTAACCACCC
GATTGGTGGG

AGATATTAAC
TCTATAATTG

AGATT,

TCTAATCTAT
18 1

ATCTATCTAT

CAGGAAATGC
GTCCTTTACG

GAGAAGGCTC
CTCTTCCGAG

CTGGAGGCTG
GACCTCCGAC

TGGAA
ACCT?
1

6l




LOCUS TPOX 120 34. 35. 36, 46)

Definicién del locus Ubicacion Accoso
GenBank Cromosoma Secuencla Repetida GenBank

HUMTPOGX

Human thyroid 2p23-2pter RATG MB8551

peroxidase gene

TP OX GenBank Sequence
{Accession M&§6S1)

5°F }
CACTAGCACC CAGAACCGTC GACTGGCACA GAACAGGCAC
GTGATCGTGG GTCTTGGCAG CTGACCG;I'GT CTTGTCCGTG
1 1 4 ] &

a1 TTAG(EGAACC CTCACT
AATCCCTTGG GAGTGACTTA CTTACTTACT TACTTACTTA
7 9 ! 1

a1 TTTGGGCAA ATAAACGCTG
CTTACTTACT TACTTACTTA CAAACCCGTT TATTTGCGAC

121 ACAAGGACAG AAGGGCCTAG CGGGAAGGGA ACAGGAGTAA
TGTTCCTGTC TFTTCCCGGATC GCCCTTCCCT TGTCCTCATT
- —

161 GACCAGCGCA CAGCCCGACT TGTGTTCAGA AGACCTGGGA
CTGGTCGCGT GTCGGGCTGA ACACAAGTCT TCTGGACCCT

201 TTGGACCTGA GGAGTTCAAT TTTGGATGAA TCTCTTAATT
AACCTGGACT CCTCAAGTTA AAACCTACTT AGAGAATTAA

241 AACCTGTGTG GTTCCCAGTT CCTCC
TTGGACACAC CAAGGGTCAA GGAGG
i

¥

62



LOCUS THO1 1233738

Definicién del locus Ublcaclién
GenBank Cromosoma

Acceso

Secuencla Repetida GonBank

HUMTHO1
Human tyrosine 11p15.5
hydroxylase gene

AATG

Do0269

HUMTHD1 Sequence from GentBank
(Accession DO0269)

5

1ATTCAAAGGG TATCTGGGCT
TAAGTTTCCC ATAGACCCGA

41CTGTTCCTCC CTTATTTCCC
GACAAGGAGG GAATAAAGGG
[ 7 3 9

P e e gy,
SlTCATTCATTC ATTCATTCAC
GTG

i Y ) 1
121TGACCTGCAC TCGGAAGCCC
ACTGGACGTG AGCCTTCGGG

16lGGCCAGGCTG GATAATCGGG
CCGBTCCBAC CTATTAGCCC

I
CTGGGGTGAT

GACCCCACTA
1 T )

TCATTCATTC
a ]
CATGGAGTCT
GTACCTCAGA

TGTGTACAGG
ACACATGTCC

AGCTTTTCAG
TCGAAAAGTC

TCCCATTGGC
AGGGTAACCG
L] s

ATTCATTCAT
i 4 B
GTGTTCCCTG
CACAAGGGAC

GGACTGTGTG
CCTGACACAC

CCCAC
GGGTG

d

1
1
1

63




LOCUS F13Ap1 (3240 41.421

Definicion del locus
GenBank

Liblcacion
Cromosoma

Sacuaencla Repatida

Acceso
GenBank

gene

HUMF 13A01
Human coagulation
factor X(Il a subunit

Bp24-25

AAAG

M21986

F13A1 GenBank Sequence
{Accession M21956)

| CACTTGAACC CGEGAGGTGE AGGTTGCACT
GTGAACTTGG GCCCTCCACC TCCAACGTGA

—_—

41

CAACAGAGCA AGACTTCATC TGAAAGATAG

GTTGTCTCGT TCTGAAGTAG ACTTTCTATC
3

81 CTTTCTTTCT

121 TTAAAATTTT
AATTTTAAAA

CACTAAAATG
GTGATTTTAC

AATCTGCATG
20L TTAGACGTAC

TGGEGCTAGG
ACCCCGATCC

ZEJ,AGGCGGTGGC
TCCGCCACCS

PTCTTTCTTT

AGGGGGAAAA
TCCCCCTTTT

ATTTTCAGAG
TAAAAGTCTC

GCATTATTAA
CGTAATAATT

CATCCCATTC
GTAGGGTAAG

TETEGCTCTG
ACACCGAGAC

GTAA
CTTTCTCATT

TTTTCTAATT
AMAAGATTAA

AAAACCAAGT
TTTTGGTTCA

AGATGTTTAC
TCTACAAATG

CTGCAGGAAG
GACGTCCTTC

GGATGATTCA
CCTACTAAGT

CCAGCCTTTG
GGTCGGAAAC
1

msmeﬁ

TTTCTACTTT

AAGAAAAMAD
TTCTTTTTTT

TTTGAACATG
AAACTTGTAC

GTTATTTTCT
CAATAAAAGA

-
TCATCTTCCT
AGTAGAAGGA

TCTTGTGGTT
AGAACACCAA

GGAATGCAGA

64

CCT?ACGTCT




LOCUS FESFPS (3-43.44)

Definicién del locus
GaenBank

Ubicacién
Cromosoma

Secuencia Repetida

Acceso
GenBank

HUMFESFPS
Human c-fes/fps
proto-oncogen

15q25-qter

AAAT

X06292

FES/FPS GenBank Sequence
{Accesston X06292)

5
lGGGATTTCCC
CCCTAAAGGG

quAGTCAGGGG
CTCAGTCCCC

TATGGATTGG
ATACCTAACC

TCACTCTGGG
AGTGAGACCC

AAGTGGGGCG
TTCACCCCGC

GATTTGGCCT
CTAMACCGGA

TGAAATAGAG
ACTTTATCTC

GGAGCAGCTE
CCTCGTCGAC

alGAAGATGGAG
CTTCTACCTC

l21GGAAGAAGAG
CCTTCTTCTC

lslTTTATTTATT
AAATAAATAA

GAGATGTAGT
2UlCTCTACATCA

TGGCTGTTAA
ACCGACAATT

GTTTAGGAGA
CAMATCCTCT
5 [
TATTTATTTA
ATAAATAAAT

CTCATTCTTT
GAGTAAGAAA

TTCATGTAGG
AAGTACATCC

CAAGGATAGC
GTTCCTATCG
1

TTTATTTATT
AMATAMATAA

CGCCAGGCTG
GCGGTCCGAC

z4lGCGCGATCTT
CGCGCTAGAA

281AAGCGATTCT
TTCGCTAAGA

CTGEGACTAC
321GACCCTGA?§

GAAGGCTGTG

CTTCCGACAC
!

Py

AGTTCATTTA

TCAAGTAAAT
W 1

TATTTATTTA
ATAAATAAAT

GAGTGCAGTG
CTCACGTCAC

GGCTCACTGC
CCGAGTGACG

CTTGCCTCAG
GAACGGAGTC

65

AACCTCCACC
TTGCAGETGE

CCTCCCGAGT
GGAGGGCTCA

TCCCAGGCTC
AGGGETCCGAG

AGCCAAGTAG
TCGETTCATC




LOCUS VWA 54641

Definicién del locus Ubicacidén Acceso
GenBank | _Cromosoma Secuencia Rapstida GenBank

HUMVWFAJ1

Human von 12p12-pter AGAT M25858

Willebrand factor gene

YWA GenBank Sequence
(Accession M25858)

57}
CCCTAGTGGA TGATAAGAAT AATCAGTATG TGACTTGGAT
GGGATCACCT ACTATTCTTA TTAGTCATAC ACTGAACCTA

[ T 3 L] s ] 7 ] [

TG.
1 ACTAGATAGA CAGACAGACA GACAGATAGA TAGATAGATA
10 11 12 13 15 " 17 b} 19

4

81 GATAGATAGA TAGATAGATA GATAGATAGA TAGATAGGTA

20

ETCCATCC ATCCTATGTA TTTATCATCT GTCC

GATAGGTAGG TAGGATACAT AAATAGTAGA CAGG
1

121




ISARIO

inina: Una de las cuatro bases que constituyen a la molécula del DNA o RNA, designada con la
1 A

lo: Forma Alternativa de un gene.

ica Frecuencia: La proporcién de un alelo en particular contenido en los cromosomas de individuos
na poblacién determinada.

noacidos: Una de las 20 moléculas que por combinacién da origen a las proteinas, la secuencia de
noacidos que da origen a una proteina esta determinada por el codigo genético.

lificacién: Un incremento en el ndomero de copias de un fragmento especifico del ADN, ya sea in
o in Vitro.

soma: Cromosoma no involucrado en la determinacién del sexo. El genoma humano diploide
iste de 46 cromosomas, 22 pares de autosomas y un par sexual { cromosomas Xy Y.)

e par: Dos nucledtidos complementarios unidos por enlaces de hidrogeno que se presentan entre A
entreGyC.

e secuencia: El ordenamiento de las bases nuclectidicas en la molécula del ADN.

ecnologia: Conjunto de técnicas biologicas desarrolladas a través de fa investigacion basica, ahora
adas a la investigacion y desarrollo de productos.

mosema: La estructura por Ja cual fa informacion hereditaria es fisicamente transmitida de una
racion a la préxima.

sina: Una de las cuatro bases que constituyen a la molécula del ADN y RNA, designada con la
C.

naturalizacién: El proceso de separacion de la doble hélice complementaria del ADN para generar
nas simples.

oxirribonucleico Acido: El material genético de un organismo.

le hélice: La forma que adoptan las dos cadenas lineares del ADN.

troforesis: Técnica en la cual las molécutas son separadas por su velocidad en un campo
trico.
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I: Matriz semisdlida (usualmente agarosa o acrilamida) utilizada en la electroforesis para separar
léculas.

ne: Unidad basica de la herencia; una secuencia de nucleétidos del ADN en los cromosomas.
e Frecuencia: La ocurrencia relativa de un alelo en particular en una poblacidn.
ética: El estudio de los patrenes de la herencia y sus tratados especificos.

homa: Todo el material genético contenido en los cromosomas de un organismo particular.
otipo: Informacion genética presente en los organismos, caracterizada en uno o mas loci.

nina: Una de las cuatro bases que constituyen a la molécula del DNA o RNA, designada con la
G.

ncia: La transmisién de las caracteristicas de una generacién a la siguiente.

rocigocidad: La presencia de diferentes alelos en un mismo locus de cromosomas homélogos.

itro: fuera de un organismo vivo
base: Unidad de longitud para un fragmento de ADN igual a 1000 nucledtidos.
us: Localizacion especifica de un gen en el cromosoma

ador: Un gene de localizacion conocida en el cromosoma que es utilizade como punto de
encia en el mapeo de otros loci,

sis: Proceso de division nuclear en la célula que produce células hijas que son genéticamente
ticas.

cion: Cualquier cambio en la secuencia del DNA.

edtido: Unidad del 4cido nucleico compuesto por fosfato, ribosa o desoxirribosa y un base purica o
idica.

eo: Organelo celulas en eucariontes que contiene el material genético.

gén: Un gene, una o mas formas las cuales son asociadas con cdncer. Muchos oncogenes estan
crados directa o indirectamente en el control del crecimiento celular.

erasa, DNA o RNA: Enzima que cataliza la sintesis de acidos nucleicos sobre la base de una
na de acidos nucleicos.
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