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RESUMEN

La constitucién genética de una poblacién puede cambior de una generacién a otra
mediante los procesos de mutacién, migracién, deriva génica y seleccién natural. Las
poblaciones humanas presentan diferencias a nivel de fenotipo y genotipo, encontrando
que las frecuencias de algunos marcadores genéticos varfan segiin la poblacién a estudiar.

Ha existido una gran migracién, desde hace mucho tiempo, de comunidades de diversos
paises a México, incluyendo la judia, que desde sus origenes, han sido objeto de una
infinidad de destierros, formdndose una identidad distinta y concreta consecuencia de un
complejo conjunto de creencias y costumbres.

Debido a la diversidad que existe entre las poblaciones, se realizé un muestreo en la
comunidad judia, incluyendo a personas sin parentesco biolégico, que hayan nacido y vivan
en el Distrito Federal, con la finalidad de saber, si la distribucién de las frecuencias
alélicas y genotipicas de los sistemas HLADQAT1, Polymarker y D1S80 son diferentes a las
reportadas en el Valle de México.

A cada una de las personas que integran el estudio, se les aplicé una encuesta para saber
el lugar de origen de los padres y de los abuelos, encontrando que, aproximadamente el 50
7% de los padres nacieron en México, no siendo asi para los abuelos, ya que se observé una
notable reduccién en los nacimientos en nuestro pafs.

Realizada la extraccién del material genético de las muestras de saliva y sangre, se
procedié a amplificar las secuencias especificas de DNA, por medio de la técnica de PCR
de los sistemas HLADQA1, Polymarker y D1S80, después de la tipificacién de los
resultados y el tratamiento estadistico se observs lo siguiente:

La muestra de fa comunidad judia del D.F. se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
Se establecié que existen diferencias significativas entre la poblacidn del Valle de México
y la comunidad Judia de | D.F. para el sistema HLADQAI, los loci LOLR, GYPA y GC del
sistema Polymarker, asi como el D1S80, motivo por el cual los datos se manejardn por
separado y se generard un banco de datos contemplando a la inayoria de los individuos del
Distrito Federal, tomando en cuenta su origen antropolégico.

Los 5 marcadores del sistema Polymarker presentan una heterocigocidad baja a
comparacién de los sistemas HLADQAl y D1580 con valores del 74% y 77%
respectivamente. Se realizé una comparacién mundial de las frecuencias alélicas de los
tres sistemas encontrando que la comunidad judia del D.F. presenta una distribucién
similar a la reportada para poblaciones caucdsicos.

Los valores calculados para los tres sistemas genéticos establecen un poder de
discriminacién del 99.99 y un poder de exclusién del 93.53%, lo que indica que pueden ser
utilizados para casos de identificacién, violacién, homicidios y paternidades.




INTRODUCCION

La Humanidad es una gran poblacién dividida en razas, que a su vez se subdividen en
comunidades lingliisticas, politicas, econdmicas, religiosas y en otros grupos dentro de

los cuales, los cruzamientos entre si son mds frecuentes que entre individuos de
diversos grupos.

La constitucién genética de una poblacién puede cambiar de una generacién a otra
mediante los procesos de mutacidn genética, migracién, deriva y seleccién natural.

Dobzhansky, distinguido genetista norteamericano dice " todos los hombres han sido
creados iguales y sin embarge no son todos idénticos " M, Las diferencias entre las
personas existen tanto dentro de una misma poblacién como entre poblaciones
diferentes. Por lo general, la variabilidad entre los individuos de una misma poblacién
se percibe en relacidn con algunas caracteristicas particulares, esto crea estereotipos
que en realidad describen a algunas personas de cada poblacién y ocultan la gran
variabilidad que existe dentro de cada grupo m,
La mayoria de los caracteres que distinguen a las poblaciones son hereditarios y
genéticamente determinados, estas variaciones se deben a diferencias en las
estructuras genéticas. De acuerdo con estos conceptos Dobzhanzky define como raza
" a las poblaciones que se diferencian en la frecuencia de algunos genes" y Laughlin
considera como raza " a grupos de individuos entre los cuales el intercambio de genes
ha estado restringido por algin tiempo" M Ambas definiciones contienen dos
elementos fundamentales: 1.- eliminan los estereotipos fenotipicos basados en
caracteristicas superficiales como el color de la piel y 2.-implican la posibilidad de
cambio con el tiempo a.2)

Se debe enfatizar que lo diferente entre las poblaciones es la frecuencia relativa de
los alelos de un sistema o marcador genético pero los genes son idénticos entre si.
Para estudiar desde este punto de vista a las poblaciones, conviene examinar el mayor
nimero posible de marcadores genéticos.

Para conocer la frecuencia y distribucién de un loci en una poblacién es necesario
investigar la caracteristica que determina para de ahi deducir la composicién genética.
Para hacer eso, en condiciones ideales, se requiere lo siguiente:

1.- E! cardcter analizado debe ser determinado genéticamente y la influencia de
factores exdgenos sobre el cardcter debe ser nula, de tal forma que no se generen




diferencias individuales con respecto a ese rasgo, atribuibles, por ejemplo al climao a
la alimentacién.

2.- El cardcter hereditario debe ser discontinuo, permitiendo distribuir a los
individuos en grupos o clases perfectamente diferenciados.

3.- Conocer como se hereda la caracteristica en cuestién.

4.- Los caracteres hereditarios estudiados deben poseer una frecuencia génica

adecuada y en equilibrio en la poblacién’ a3,

La presencia de grupos con caracteristicas identificadoras especificas que los
diferencian del grupo general en el cual genéricamente se les incluye, da como
resultado la formacién de subpoblaciones. Las frecuencias alélicas y genotipicas de
diversos sistemas genéticos varian mucho segiin la pablacién a estudiar debido a los

diferentes origenes antropolégicos dentro de una misma poblacién m,

Actualmente en el laboratorio de Genética Forense de la Procuraduria General de
Justicia del Distrito Federal se utilizan para la identificacién de individuos los
marcadores HLADQA1, Polymarker, D1580. Ultimamente se han incorporado los
microsatélites de pequefias repeticiones en tandem STR's (por sus siglas en Ingles
Short Tandem Repet), Profiler Plus y Cofiler, todos susceptibles de ser analizados por
la técnica de amplificacién de ADN, Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR (por sus
siglas en Ingles). En conjunto estos sistemas de identificacién forense permiten
obtener un perfil genético casi (inico en el mundo, ya que la probabilidad de encontrar
dos personas que presenten el mismo perfil genético es muy baja, superando
estadisticamente a la poblacién mundial.

El andlisis del genoma de cada individuo permite obtener su perfil genético el cual es
Unico e irrepetible, salvo se posea un hermano gemelo idéntico debido a que provienen
del mismo évulo fecundado. El ADN es comiin a todas las células del cuerpo de un
individuo, permitiendo por lo general obtener el mismo resultado no importando el

tejido que se utilice @




CAPITULO I.- HISTORIA Y MIGRACION DE LA COMUNIDAD JUDIA A MEXICO.

1.1, -Historia.

La historia judia desde sus inicios hasta el presente abarca 4 milenios, es decir mds
de tres cuartas partes de la historia de la humanidad civilizada. Hebrén en el actual
Israel se encuentra a unos 32 kilémetros al sur de Jerusalén, a 1,000 metros de
altura, en las montafias de Judea. Ahi, en la cueva de Macpeld, estdn las tumbas de los
Patriarcas, de acuerdo con una antigua tradicién, un sepulcro, contiene los restos
mortales de Abraham, fundador de la religidn judia. Aqui es donde comienza la
historia de esta comunidad. Las piedras de Hebrén son testigos mudos de las luchas
constantes y de cuatro milenios de disputas religiosas y politicas, refleja la larga y
trdgica historia de los judios y su capacidad sin igual para sobrevivir al infortunio. Alli

se ungid rey a David, el primer monarca de Judd y posteriormente de todo Israel 2

Cuando Jerusalén cayd, los judios fueron expulsados y el lugar fue poblado por Edom,
posteriormente fue conquistado por Grecia, después por Roma, convertido, saqueado
por los celotas (individuo judio perteneciente a un movimiento religioso, caracterizado
por su rigidez de su integrismo religioso) quemado por los romanos y ocupado
sucesivamente por drabes, francos (pueblo germdnico que habité en la Galia
transalpina la cual se extendia entre el atldntico, el Rhin, los alpes y los pirineos) y
mamelucos (guerreros de origem turco caucdsico empleado en la guardia de los
principes de Persia y Egipto) 2

La casi total destruccién de la comunidad judia palestina en el siglo IT d.C., convirtié a
los sobrevivientes de las comunidades rurales judias en residentes urbanos
marginales. Después de la conquista drabe durante el sigle VIIT, las grandes
comunidades judias de Babilonia se vieron desintegradas paulatinamente por los
elevados impuestos, de modo que también alli los judios emigraron alas ciudades por lo
que consiguieron establecerse en cualquier lado.

En la era del oscurantismo los asentamientos europeos de los judios estaban
representados por colonias distribuidas alrededor del Mediterrdneo, se extendieron
hacia el Bdltico, Polonia y por Ucrania, aunque los judios estaban muy dispersos, no
eran muy numerosos, de alrededor de 8 millones en tiempos de Cristo, en el siglo X
habia descendido a un nimero que oscilaba entre un millén y un millén y medio. En 1518
hubo una terrible masacre otomana de los judios de Hebrdn. La comunidad judia, nunca

muy numerosa, fue atacada por los drabes en 1929, la atacaron nuevamente en 1936 y
prdcticamente la eliminaron.




-

Cuando los soldados israelies entraron a Hebrén durante la guerra de los Seis Dias de
1967, hacia una generacidn que no vivia alli un solo judio, pero en 1970 se integro
nuevamente un modesto asentamiento (5).

1.2.- Los Judios en México (1519 - 1580)

En el afio de 1509 se le permitié a los judios venir al "Nuevo Mundo” por tiempo
limitado para que se ocuparan del comercio, pero sélo después del pago de 20,000
ducados al tesoro real. El Rey Fernando y su sucesor, Carlos V, intentaron restringir la
emigracion de judios, pero su politica fracasd, la emigracién ilegal era la regla general
durante las primeras tres décadas del siglo XVI. Muchos judios abordaban los barcos
en las Islas Canarias y con el empleo de sobornos obtenian pasaje para México o para
el Istmo. Por lo general se cambiaban el nombre o se hispanizaban. De este modo casi
inmediatamente después de la Conquista de México se presenté una gran afluencia de
conversos.

Muchos de los integrantes de la comunidad judia fueron perseguidos y muertos por la
inquisicién en 1523, sentencidndolos a la hoguera. Sin embargo, hacia 1536 ya habia
una comunidad medible en México y a pesar de la Inquisicién, la colonia continué
creciendo y prosperando en la ciudad de México, en Pachuca y en la zona de Nuevo

Ledn y los conversos discretamente practicaban en privado sus antiguos ritos ®),

Los Carvajal son una de las familias importantes en la historia de los judios en
México. Un mal negocio de trigo indujo a Luis de Carvajal a embarcarse para el Nuevo
Mundo, arribé por primera vez a la Nueva Espafia, trayendo un navio cargado de vinos,
que se vendieron en Veracruz, México y Zacatecas, fue nombrado alcalde de Tampico
y se dirigié al Pénuco. E! virrey empled a Carvajal en Mazapil, para la pacificacién de
los indios, y mds tarde a los de Jalpa. Por los afios de 1576 Carvajal reprimié a los
indios fronterizos de la huasteca y se le ordend que con una compaiiia de soldados
hiciera una incursién tierra adentro, descubriendo el Nuevo Reino de Ledn.

Luis de Carvajal decidié regresar en 1578 a Espafia para solicitar recompensa y traer
a su mujer y parientes al Nuevo Mundo. Junto con su familia, amigos y otras personas
viajaron al Nuevo mundo con el fin de cambiar su residencia a un pais extranjero, en
que no tuviera que temer persecuciones del Santo Oficio, para entregarse libremente

a la prdctica de su religién judia y educar en ella a sus hijos @,

1.3.- Comunidad Judia moderna.




En realidad no fue sino hasta finales del siglo XIX y principios del XX, cuando se
empieza a constituir la actual Comunidad judia a partir de la inmigracién masiva de
judios provenientes principalmente de Rusia, Polonia, Alemania, Siria, Turquia, Grecia
(sobre todo Salénica) y Libano (los Balcanes y Europa Oriental), quienes huian de las
condiciones de persecucién y marginacién en las que vivian, representando de esta
manera a dos comunidades judias los Ashkenazis (descienden de los judios que se
establecieron en los paises germanos y las ciudades vecinas al este de Europa) y los

Sefarditas (originarios de Espafia y Portugal que se desarroliaron entre los siglos X y
XV).

Lo anterior se ve reflejado durante la presidencia de Porfirio Diaz (1877- 1910), en
donde hubo una presencia judia significativa, mds por su impacto que por su cantidad,
debido a una invitacién a la inmigracién europea, facilitando la llegada de los judios
(franceses principalmente) cuya presencia fue muy importante en el progreso de
México. Basdndose en el lugar de origen la Comunidad judia mexicana se divide en
cuatro : Aleppo, Damasco, Europa oriental y los Balcanes,

En el Gltimo decenio del Porfiriato, se establecié en la ciudad de México una
comunidad judia activa que actué como grupo base aportando liderazgo y ayuda a los
nuevos inmigrantes que llegaron a México entre 1921 y 1930, por tal motivo la
comunidad judia constituida en esa época se considera como la etapa inicial de la
comunidad judia contempordnea de México ®

En 1930 se calculé la poblacién judia en México en mds de 21,000 residentes
permanentes, en 1941 el censo realizado por el Comité de Historia Judia en México
creado por Ledn Sourasky arrojd la cifra de 12,988 judios en la ciudad de México. La
comunidad en la actualidad estd compuesta por aproximadamente 40,000 personas, la
gran mayoria radica en la ciudad de México y zonas conurbadas del Estado de México
mientras que el resto reside en Guadalajara (200 familias), Monterrey (200 familias),
Tijuana (60 familias) y una minoria se esparcen en otras ciudades como Veracruz,
Puebla, y Cuernavaca (8).

En el érea del centro de la ciudad de México, donde los primeros inmigrantes judios se
establecieron, se fundé primera sinagoga en 1912, en la ciudad se encuentran 23
sinagogas aproximadamente, dos son Ortodoxas y las demds son Conservadoras.

Los judios c¢rearon una identidad distinta y concreta antes que casi todos los
restantes pueblos que aun sobreviven y la han mantenido en medio de abrumadoras

adversidades hasta el momento actual, han penetrade en muchas sociedades y han
dejado su marca en todas.




La base de la unidn de la Comunidad judia se encuentra en la religién: el aislamiento es
la consecuencia de una compleja constelacién de creencias y costumbres, de rasgos
heredados de las mds diversas fuentes y hasta de los hdbitos culinarios B9 por o
anterior podemos definir a los judios como un pueblo cuyos elementos bdsicos de
identidad y continuidad como grupo son lazos de unidn fundamentalmente religiosos,
entendiendo a la religién no sélo como un conjunto de dogmas o ritos, si no como una

forma de conducta y de conocimiento que relaciona al hombre con sus semejantes y
con Dios.

El pueblo judio aunque dejaron de formar una nacidn, en el sentido territorial de la
palabra, desarrollaron una forma de vida judia que los mantuvo unidos. Asi los judios
organizaron su vida con base en comunidades separadas y auténomas, pero en contacto
unas con otras. Las comunidades han servido como marco para preservar la fe y la
forma de vida judios y al mismo tiempo se han protegido mutuamente de la hostilidad
y las persecuciones &




CAPITULO II.- GENETICA DE POBLACIONES

2.1.- La Poblacién.

En su mds amplio sentido, cualquier conjunto de seres vivos constituye una poblacidn.
La genética no obstante estd interesada mds particularmenfe en las poblaciones
mendelianas de organismos que se reproducen sexualmente y por fecundacidn cruzada.
Dobzhansky define a la poblacién mendeliana o comunidad reproductora como una
comunidad de individuos de una especie con reproduccién sexual dentro de la cual se
produce el apareamiento de los mismos @

La genética de poblaciones trata de explicar, en términos cuantitativos y predictivos,
procesos evolutivos, implica el andlisis de la distribucién de genes y genotipos en la
poblacién y el modo en que las frecuencias de las mismas se conserva o se modifica
. . . .. (2,10
aplicando conceptos mendelianos a todos los apareamientos de una poblacidn @.10),

Una poblacién genética es un grupo espacial y temporal de individuos conespecificos
que se reproducen por intracruzamiento. La poblacién genética tiene continuidad a
través del tiempo por la interconexién reproductiva entre las generaciones y tiene
unidad espacial por el cruzamiento entre sus miembros. Una poblacién puede aumentar
o disminuir de tamafio por la migracidn de individuos hacia adentro o hacia afuera, o
por la diferencia en el nimero de nacimientos y muertes an,

La constitucidn genética de una poblacién puede cambiar de una generacién a otra
mediante los procesos de mutacidn genética, migracidn, deriva y seleccidn natural.
Desde el punto de vista evolutivo, un individuo es efimero; inicamente las poblaciones

persisten a lo largo del tiempo. La continuidad procede del mecanismo de herencia
bioldgica.

En las distintas partes del drea de distribucién de una especie, los representantes de
la misma generalmente presentan diferencias. Esta variabilidad local, regional o racial
es mds pronunciada en unas especies que en otras. Las especies que se hallan bien
diferenciadas geogrdficamente se denominan politipicas; la humanidad constituye un
ejemplo de especie politipica. El cardcter politipico consiste en la variabilidad entre
poblaciones o grupos, en cuanto a la incidencia de algunos alelos u otras variantes
genéticas en su conjunto comin de genes @

Los individuos de una poblacién son variables tanto genotipica como fenotipicamente.
Las diferencias entre razas pueden ser grandes o pequeias, van desde poblaciones que
difieren en las frecuencias de un solo gen o un reducide niimero de genes o variantes



cromosdmicas hasta poblaciones que se encuentran en el proceso de formacién de un
mecanismo de aislamiento reproductor y por tanto que se haya a punto de convertirse

en especies distintas. Las diferencias entre poblaciones son mds bien cuantitativas
que cualitativas.

Las poblaciones humanas distintas desde el punto de vista racial eran originaimente
alopdtricas, la separacién geogrdfica o las barreras ecoldgicas limitaba las
posibilidades de cruzamiento y de intercambio génico entre las mismas, favoreciendo
por tanto la divergencia genética. Al desarrollarse las culturas surgié una situacién
nueva. Algunas poblaciones diferenciales racialmente se hicieron simpdtricas. El
intercambio de genes enfre las mismas incrementé al compararlo con el pasado
alopdtrico, aunque generalmente en grado suficiente para que la raza se fusionase
dando poblaciones variables dnicas @

2.2.- Migracién.

Cuando la poblacién se transforma, como resultado de nuevas migraciones o de la
vecindad con asentamientos préximos que implican ademds cambios sociales y
culturales traducibles en uniones preferenciales, marginacién social o intensificacién
del aislamiento para grupos menores o como escape o huida de la civilizacién y refugio
en sitios mds apartados, se generan cambios genéticos. La migracién modifica la
estructura original de las poblaciones, perdiéndose con ello la informacién sobre la
estructura ancestral, informacién no recuperable.

Cuando una poblacidn estd constituida sélo por un grupe reducido de individuos cuyos
asentamientos se encuentran restringidos por la influencia de barreras ecolégicas que
condicionan su aislamiento al cabo de algunas generaciones, prdcticamente, todos los
descendientes comparten ancestros en comun y por lo tanto estdn emparentados
entre si: esto significa también, que comparten genes idénticos por descendencia y
que por lo tanto proceden de algtin tipo de uniones consanguineas, El efecto de la
endogamia se traduce en que cierto porcentaje de los individuos posee genotipos
homocigotos con respecto a determinados loci a2,

Por otra parte, en las dreas habitadas por numerosos y extensos grupos de poblacién
los individuos quedan comprendidos en segmentos, partictularmente diversificados en
distintos niveles socioecondémicos, donde, ademds de uniones al azar y cierto
porcentaje de uniones consanguineas se registran apareamientos entre individuos
cuyos fenotipos resultan semejantes o francamente opuestos para ciertos rasgos.
Tanto la consanguinidad como las uniones preferenciales alteran las proporciones
genotipicas, asi como la distribucién de los genes entre los distintos genotipos que




tienden a separarse de las frecuencias esperadas en la poblacién en equilibrio, aunque
las frecuencias génicas se mantengan constantes.

2.3.- Caracteristicas de una poblacién

La forma como las poblaciones reaccionan frente a los cambios ambientales depende
de las caracteristicas genéticas de los individuos, del tipo y de la magnitud de la
variabilidad genética de la poblacién. Por lo que se refiere a los individuos, las
caracteristicas mds importantes son la continuidad de la herencia, la capacidad de
cambio por mutacién y de la integracién arménica del genotipo. Con relacién a las
caracteristicas principales que debe presentar una poblacién humana son: variabilidad
genética, recombinacién genética, continuidad hereditaria, capacidad de mutacidn,
capacidad excesiva de reproduccidén, capacidad ilimitada de crecimiento, lo que exige
la destruccidn de individuos a fin de que su tamafio se mantenga constante.

Hay tres procesos principales mutacién, recombinacién genética y seleccién natural
que son consecuencia universal e inevitable de la naturaleza de los organismos, de la
estructura genética de las poblaciones y de la diversidad existente en las
interacciones entre la poblacién y su ambiente. Estos procesos son esenciales para que

se produzca el cambio evolutivo y la divergencia (12).

Para realizar un estudio en una poblacién humana se necesitan tener en cuenta varios
factores como:

- Sistema de apareamiento.- Panmictica, en donde el individuo tiene iguales
posibilidades de aparearse con cualquier miembro del sexo contrario no importando su
genotipo.

- Mutacién.- Las mutaciones pueden cambiar un estado alélico por otro. Si existen
mutaciones es posible que las frecuencias génicas entre los gametos, no sean un
reflejo de los progenitores a menos que el cambio sea igual en ambos sentidos.

- Migracidn.- La introduccién o desaparicién de genotipos de manera desproporcionada
pueden modificar las frecuencias génicas hasta el grado de alterar la generacién
parental. La inmigracién de individuos extrafos a la poblacién y la emigracién de sus
miembros cambian las frecuencias de los gametos que se producen, cuando los
migrantes tienen frecuencias génicas distintas de las de la poblacién original.

- Seleccidn .- La diferente capacidad que tienen los genotipos parentales de aportar
gametos funcionales y las distintas probabilidades de sobrevivencia de los diversos
gametos y zigotos pueden modificar las frecuencias génica y genotipica de la

descendencia en relacién con las de la generacién anterior (.12)




2.4.- EQUILIBRIO DE HARDY - WEINBERG.

Puesto que pocas poblaciones naturales estdn libres de las fuerzas perturbadoras
anteriores, la existencia de los estados de equilibrio parece puramente tedrica. Sin
embargo en las poblaciones grandes, con apareamiento al azar, se predice un estade
de equilibrio genético cuando no existen fuerzas evolutivas que puedan modificar las
frecuencias génicas.

La genética de poblaciones se funda en un principioc demostrado en 1508
independientemente por Hardy, en Inglaterra, y Weinberg, en Alemania, demostrando
que en ausencia de fuerzas (mutacidn, seleccién, deriva génica y migracién diferencial)
que cambien las frecuencias génicas las poblaciones pueden tener cualquier proporcidn
de caracteres dominantes y recesivos y la frecuencia relativa de cada alelo tiende a
permanecer constante de generacién en generacién @ 1 q ley de Hardy - Weinberg
describe sélo la estdtica de las poblaciones mendelianas: por lo tanto se debe tomar
en cuenta su dindmica.

Segln el modelo de Hardy - Weinberg, una poblacién "ideal", de tamafio infinito, llega
a un estado de equilibrio o estado constante, esta es la antitesis de la evolucién. La
evolucidn un cambio en la constitucién hereditaria de las poblaciones, de modo que
existen diferencias entre ancestros y descendientes.

Cuando un gen presenta dos alelos A y &, hay tres posibles genotipos AA, Aa y aa, si

las frecuencias de los dos alelos son representados por p y q, respectivamente, la
frecuencia de equilibrio de los tres genotipos se establece por

(p+?=p°+2pg+q°

siendo la frecuenciade AA = p?,ladeAa =2pqyladeaa =gq?

Para que una poblacién cumpla con el equilibrio de Hardy - Weinberg se deben cumplir
las siguientes condiciones:

1.- La poblacién debe ser infinitamente grande y con apareamientos al azar (panmixia).
2.- Que no opere la seleccidn, es decir, cada genotipo considerado puede sobrevivir al
igual que cualquier otro (no hay mortalidad diferencial) y cada genotipo es iguaimente
capaz de producir progenie (reproduccién no diferencial).

3.- La poblacién es cerrada es decir, no se permite la inmigracién de individuos de
otras poblaciones ni la emigracién de la poblacidén en estudio.




4.- No hay mutacién de un estado alélico a otro. La mutacién se permite sélo si las
frecuencias de mutaciones son equivalentes en los dos sentidos, es decir, A muta hacia
a con la misma frecuencia que a muta hacia a.

5.- La meiosis es normal, de modo que el azar es el tnico factor operativo en la
gametogénesis (12,1314, 15)

2.5.- Deriva génica y flujo génico.

El proceso dispersante denominado deriva génica da lugar a la formacién de
subpoblaciones, donde los grupos difieren de la generacidn progenitora y de un grupo a
otro, en cuanto a las frecuencias génicas. Estos cambios al azar en las frecuencias

génicas entre generaciones se llama deriva génica, deriva al azar o simplemente
deriva.

Ei efecto fundador fue definido por Mayr en 1963 de la manera siguiente: El
establecimiento de una poblacidn por pocos fundadores originales lleva sélo una
pequedia fraccidn de! total de la variacién genética de la poblacién original. Si una
poblacién pequefia coloniza una nueva drea, lleva todos los genes de la poblacién
ancestral, pero la frecuencia de los alelos puede ser no representativa (%)

En una poblacidn pequefia en ausencia de mutacidén, un alelo eventuaimente se fijara
para un locus y por consiguiente la poblacion se volverd homocigota reduciendo la
variabilidad en la poblacién. La consecuencia mds significativa es por lo tanto la
formacién de poblaciones o lineas homoalélicas e individuos homocigotos, donde los
heterocigotos descporet:en(lz‘ 19),

El flujo génico es un proceso que comprende esencialmente el ingreso de genes
procedentes de otra poblacién cuyo efecto se traduce en el cambio de aigunas
frecuencias génicas en la poblacidn receptora. El flujo génico es el suceso biolégico
que corresponde a la migracién. el cambio en la estructura genética de la poblacién
receptora ocurre en cuanto a la inmigracién representa un fendmeno constante, no
ocasional. Si la inmigracién persiste durante varias generaciones, las uniones entre
inmigrantes y nativoes significa la formacidn de descendientes en cuyo genotipo ya estd
representado el nuevo componente que se integra al acervo genético original
incrementando asi la variabilidad en la poblacién recepfor‘a.“a) Lo anterior se puede
ejemplificar en la poblacién humana con el sistema sanguineo ABO que es de mucho
interés en el estudio de la estructura genética de poblaciones amerindias, ya que
salvo pocas excepciones, en ausencia de mezcla con otros grupos humanos, el 100 % de
las personas pertenecen al grupo sanguineo O. De hecho la proporcién de genes Ay B
presentes en grupos amerindios, se usa para calcular su grado de hibridizacién as.16),




Lo anterior se ejemplifica en la poblacién mexicana actual, que se formo bdsicamente
por la migracién desde la Conquista de México en 1519 de espafioles y en menor
proporcién individuos de raza negra, asi como el ingreso de personas de diferentes
paises durante varias generaciones, originando que las frecuencias del sistema
sanguineo ABO de los indigenas se modificara de un 100% del grupo O a lo siguiente:

Grupo sanguineo
O0-65%, A-25%, B-85% y AB-15%.

2.6.- Subpoblaciones.

La existencia de subpoblaciones, desde la perspectiva Genética Forense, se entiende
como la presencia de grupos con caracteristicas identificadoras especificas que los
diferencian del grupo en el que genéricamente se les incluye. Un claro ejemplo son los
paises de origen relativamente moderno, en donde las grandes migraciones en masa de
individuos de diversos sitios geogrdficos se establecieron formando comunas e
integrdndose, lo que actualmente provoca que no exista un equilibrio genético en
algunos grupos humanos, como es el caso de los Estados Unidos de Norteamérica,
Brasil, Australia, Portugal etcétera an,

Las frecuencias de los diferentes alelos varian mucho segin la poblacién y
subpoblacién considerada. En paises tan heterogéneos como Estados Unidos se
consideran inicialmente, cuatro grandes grupos raciales: caucdsicos (blancos), afro-
americanos, orientales e hispanos (entendiéndose como los que tienen apellido
espafiol). Las diferencias entre poblaciones son enormes, pero las diferencias dentro
de las poblaciones son también grandes, ya que tienen un origen antropolégicamente
muy variable. Por ejemplo, como hispanos se consideran inicialmente tanto a personas
de origen mexicano, como a salvadorefios, a colombianos, a cubanos, Argentinos,
chilenos etcétera, lo cual obviamente, es demasiado considerar desde una perspectiva
genética. El grupo de raza afro- americana es ain mds complejo ya que hay negros de
origen cubano y antillano, negros de origen norteafricano, de distintas tribus centroy
sur- africanas, de islas del pacifico, caribe y atldntico sur etcétera. (7.18)

La existencia de subpoblaciones y por lo tanto de diferencias en las frecuencias
alélicas y genotipicas entre los distintos grupos, da lugar a que, dependiendo de la
poblacién que se tome de referencia y de lo frecuentes que sean los genotipos
implicados en el andlisis en dichas poblaciones, la probabilidad con que se incluye como
posible donador de una muestra bioldgica a un determinado sospechoso puede ser

elevada si presenta en su perfil genético los genotipos menos comunes an,
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CAPITULO III. - GENERALIDADES DEL DNA.

3.1.- Genética.

La genética estudia la transmisién, expresién y evolucién de los genes, las moléculas
que controlan el funcionamiento, el desarrollo y la apariencia final de los individuos. La
genética humana analiza cientificamente las similitudes y diferencias entre los seres
que constituyen la especie humana, sus causas y la manera en que se transmiten de
generacién en generacién 1),

3.2.- Mendel.

Las explicaciones tedricas de Mendel, actualmente estdn firmemente establecidas y
constifuyen las leyes de la herencia, Estas son dos principios importantes sobre la
segregacién y distribucidn independiente de los genes, asi como algunas
generalizaciones fundamentales, tales como las referentes a la dominancia y la
recesividad de los caracteres en los hibridos.

La ley de la segregacién o primera ley de Mendel establece que un gameto recibe sdlo
uno de los dos alelos que posee un organismo. En la meiosis se ha deducido el momento
en que ocurre la segregacién; tiene lugar mediante las divisiones meidticas.

La Ley de la transmisién independiente o segunda Ley de Mendel establece que los

alelos de un gen pueden segregar independientemente de los alelos de otros genes as),
3.3.- El Acido desoxirribonucieico (DNA).

Las funciones del DNA consisten en almacenar la informacién genética completa,
necesaria para especificar la estructura de todas las proteinas y de cada una de las
clases de RNA del organismo, en programar en el tiempo y en el espacio la biosintesis
ordenada de los componentes de las células y de los tfejidos, determinar las
actividades de un organismo a lo largo de su ciclo vital y, finalmente en definir la
individualidad de un organismo dado.

En 1953, J. D. Watson y F. H. C. Crick postularon un modelo preciso para la
estructura tridimensional del DNA, basdndose en los dates obtenidos mediante la
difraccién de rayos X realizada por Franklin y Wilkins y en las equivalencias
observadas por Chargaff. Este modelo no sélo explicaba muchas de las observaciones
sobre las propiedades fisicas y quimicas del DNA, sino que también indicaba e!
mecanismo por medio del cual la informacién genética podia replicarse con exactitud.
En el modelo proponen que el DNA es una molécula de doble cadena en forma de doble
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hélice, las dos cadenas corren en forma anti-paralela y estdn unidas por puentes de
hidrégeno con el apareamiento especifico de las bases adenina con la timina y la
guanina con la citosina. Los grupos fosfatos y pentosas quedan orientados fuera de la
estructura. La distancia entre cada cada par de bases es de 0.34 nm que corresponde
a una periodicidad principal y la periodicidad secundaria corresponde a una vuelta y
estd formada por 10 pares de bases con una distancia de 3.4 nm (24.25y 20) gy 10
doble hélice, las dos cadenas del DNA corren antiparalelamente una de la otra, es
decir, una cadena corre de izquierda a derecha en direccién &' > 3’ la cual siempre se

aparea con otra cadena con una secuencia de bases complementarias que corre en
direccidén 3' -> 5.

Los dcidos nucleicos estdn formados por la unidn de nucleétidos de una manera
repetitiva en largos polimeros a modo de cadenas. Los nucledtidos estén constituidos
por 3 componentes: fosfato, azlicar y una base nitrogenada. Cuando se hallan libres en
la reserva celular, los nucleétidos se encuentran generalmente en forma de
trifosfatos. Tanto el DNA como el RNA presentan 4 tipos bases. Las bases
nitrogenadas derivan de dos compuestos heterociclices originarios, la pirimidina y la
purina. El DNA contiene dos bases pirimidinicas principales, la citosina (C) y la timina

(T), y dos bases purinicas principales, la adenina (A) y la guanina (&) y en el RNA la
timina es sustituida por el uracilo (U).

Un nucleétido se forma en la célula mediante la unidn de una base al carbono 1' del
azidcar y la unién de un fosfato al carbono 5' del mismo azdcar. El nucleétido toma el
nombre de la base. Los nucledtidos son unidos entre si ( polimerizados) mediante ia
formacidn de un enlace fosfodiéster entre el fosfato 5 de un nucledtido y el hidroxilo
(OH) del carbono 3' de una molécula adyacente. De este modo, el esqueleto covalente
de los dcidos nucleicos estd constituido por grupos alternantes de fosfato y de
pentosa, mientras que las bases caracteristicas aparecen como grupos laterales unidos
al esqueleto a intervalos regulares. Debe indicarse también, que los esqueletos del
DNA y RNA son muy polares, ya que los grupos fosfato son dcidos y estdn cargados
negativamente del pH de la célula (15.20)

En los eucariotas las moléculas de DNA estdn combinadas con proteinas formando la
cromatina en el interior del nicleo, el cual estd rodeade por un complejo sistema de
. . 19)  ogi . P .
doble membrana. David E. Comings (%) distinguié 3 tipos bdsicos de cromatina:
eucromatina, heterocromatina constitutiva y hetervcromatina intercalar. La
heterocromatina constitutiva esta condensada e inactiva y se encuentra cerca de la
regidn del centrémero, en los extremos de los telémeros y es rica en DNA satélite. La
cromatina intercalar o facultativa en ocasiones esta condensada y otras veces es
transcrita activamente apareciendo como una eucromatina.




Las principales proteinas que componen la cromatina son las histonas, las cuales
integran los nucleosomas permitiendo el empaquetamiento del DNA reduciendo su
longitud e indudablemente permiten el enrollamiento y compactacién mds eficazmente,
tal y como se requiere en la meiosis y mitosis. El nucleosoma estd constituido por las

histonas tipo H2A, H28, H3 y Ha y Hi (%29,

El DNA presenta tres propiedades fundamentales: polaridad, complementariedad y
desnaturalizacién

POLARIDAD-- Las cadenas de DNA tienen una polaridad o direccidn especifica, ya que
todos los enlaces fosfodiéster tienen la misma orientacién a lo largo de la cadena.
Cada cadena de DNA tiene un extremo 5' terminal y un extremo 3' terminal y corren
antiparalela una de otra.

COMPLEMENTARIEDAD.- Ambas cadenas que forman el DNA son complementarias
entre si, siempre que haya una adenina en una de las cadenas se encuentra la timina
en la otra y viceversa, siempre que se encuentra una guanina en la cadena, existe una
citosina en la otra.

FUSION O DESNATURALIZACION.- Los enlaces de hidrégeno, a pesar de ser
débiles individualmente, confieren estabilidad estructural a una molécula que tenga un
gran nimero de ellos. Sin embargo, éstos enlaces se pueden romper y las cadenas del
DNA separarse, mediante calentamiento de la molécula, desnaturalizéndola. La
temperatura o el pH elevado pueden ser utilizados para promover la desnaturalizacién,
es reversible y la recuperacién de la estructura original del DNA a partir de dos
cadenas simples y complementarias recibe el nombre de renaturalizacién, donde la
temperatura debe reducirse lo suficiente para formar nuevamente los enlaces entre

las bases (19.20.21)

Las células humanas contienen en su nicleo 23 pares de cromosomas de los cuales un
par incluye los cromosomas sexuales X y Y. En aproximadamente 3 mil millones de
pares de bases del DNA del genoma humano haploide se encuentran de 25,000 a
31,000 genes. @2) | o5 genes son las unidades bdsicas que controlan la herencia y se
encuentran formados por secuencias nucleotidicas especificas, la porcién particular
que ocupa un gen en un cromosoma se denomina locus y corresponde a un fragmento

cromosémico, concreto y fijo @,

3.4~ Polimorfismos del DNA,
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El polimorfismo expresa la variabilidad que existe dentro de un gen, es el nimero de
alelos que puede haber en un locus. U7)g] DNA contiene secuencias indicadoras de una
variedad de procesos, tal como la regulacién de la expresién de genes, la replicacién
de!l DNA, el empaquetamiento y segregacién de cromosomas @Y En el humano las
secuencias codificantes comprenden menos del 5 % del genoma, mientras que las
secuencias repetidas representan por lo menos el 50 % y probablemente mds &),

Por DNA codificante o expresivo podemos entender que son aquellas secuencias que
determinan, por el orden de sus nucledtidos, a los diferentes genes que definirdn, las
caracteristicas de las personas a través de la sintesis de proteinas. E! DNA
codificante estd formado por secuencias altamente conservadas con muy pocas
variaciones interindividuales e intergeneracionales. No obstante, hay algunas
variaciones que incluyen cambios de bases sencillos y procesos de insercidn, delecién o
intercambio de segmentos de DNA (recombinacién) durante la farmacidn de las células
germinales. Estos cambios cuando son viables, aumentan e! polimorfismo de las
proteinas e isoenzimas (7.2

En general el DNA no codificante puede ser de dos tipos, seglin su presentacién:
1.- Como copias sencillas, actuando como DNA interespaciador entre las regiones
codificantes del genomay 2.- En forma de miltiples copias repetidas o tandem.

Las secuencias repetidas en el genoma humano se puede dividir en 5 clases: 1.-
transposones derivados de repeticiones, referidos frecuentemente a repeticiones
interespaciadoras., 2.- copias parcialmente inactivas, usualmente se refieren a
procesos de pseudogenes, 3.- repeticiones de secuencias simples relativamente
cortas, 4.- duplicacidn de segmentos, formados por bloques de aproximadamente de 10
a 300 kilobases que han sido copiadas de una regidn del genoma a otra y 5.- bloques
de repeticiones en tandem, asi como centrdmeros, teldmeros, brazos cortos de
cromosomas acrocéntricos y grupos de genes ribosomales.

La mds larga clase de DNA repetitivo consiste de repeticiones intercaladas
individualmente de una secuencia especifica distribuida ampliamente en diversos
puntos del genoma eucarionte. El elemento mds comin de este tipo es denominado
familia Alu (llamada asi por la enzima de restriccion Alu I, donde esta secuencia
generalmente contiene un sitio de corte para ésta enzima). Esta secuencia, la cual
tiene una longitud aproximada de 300 pares de bases, constituye aproximadamente el
10.60 % del genoma huraano, un miembro de esta familia se encontrard en promedio
cada 5 a 10 pares de Kb.

Muchas de las secuencias repetidas del genoma humano se derivan de los elementos
fransposones, actualmente se reconoce que cerca del 45 % del genoma pertenece a
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esta clase. Mucho del DNA “unico” restante puede derivar también de copias de
elementos transposones antiguos. ®  Las repeticiones interespaciadoras se
distribuyen en el genoma humano de la siguiente manera: elementos interespaciadores
largos LINEs (por sus siglas en ingles) 21%, elementos interespaciadores cortos
SINEs (por sus siglas en ingles) 13%, retrotransposones LTR (por sus siglas en ingles)
8% y DNA tfransposones fésiles 3% @2,

El segundo tipo de DNA no codificante corresponde a las secuencias repetitivas de
manera continua dispuestas en tandem. El genoma eucariético esta lleno de secuencias
de DNA repetido, se designan por la longitud de la unidad de repeticién y se le conoce
como DNA satélite. Las unidades de repeticién que presentan una longitud media
entre 10 y 100 bases se conocen como minisatélites o nimero variable de
repeticiones en tandem VNTR (por sus siglas en ingles), presentando un tamafic de
400 a 1000 pares de bases. Las unidades de repeticién de 2 a 6 bases de longitud
son llamadas microsatélites dentro de las cuales podemos encontrar a las
repeticiones de secuencia simple SSRs (por sus siglas en ingles) y a las repeticiones
cortas en tandem STRs (por sus siglas en ingles), presentando un tamafio de 100 a 400
pares de bases. Los marcadores basados en STRs se encuentran distribuidos a través
de todo el genoma y se presentan en promedio cada 10, 000 nucleétidos (Edwards et
al. 1991) 9,




CAPITULO IV.- MARCADORES GENETICOS HUMANOS

Los marcadores genéticos humanos pueden definirse como caracteristicas
identificables transmitidas de padres a hijos controlados rigurosamente por genes
situados en un par de cromosomas homdlogos, es decir, poseen una herencia
mendeliana simple y para cada uno de los marcadores todo individuo tiene 2 alelos,
uno procedente de su madre y otro de su padre bioclégico 3

4.1.- Los primeros marcadores genéticos.

Los marcadores genéticos eritrocitarios constituyen histéricamente los primeros
caracteres humanos de transmisidn mendeliana simple que se encontraron en el
hombre. Von Dungern y Hirschfeld en 1909 - 1910 (3)proponen que su transmisién es
hereditaria. En 1924 el matemdtico Bernstein postula la teoria de los tres alelos
donde aclara la transmisién mendeliana del sistema ABO. Este sistema es
particularmente de valor limitado en la exclusién de un individuo, por lo que se tendria
que recurrir a la determinacién de otros marcadores sanguineos como lo son Rh, Kell,
Duffy, MNSs y Kidd. asi como, la tipificacidn del sistema HLA, enzimas sanguineas o
proteinas séricas que muestran polimorfismo genético que incrementaria la
probabilidad acumulativa de exclusidn a mayor de 95 %, de este modo no requiriendo
pruebas adicionales, sin embargo los costos de todas estas pruebas se elevarian
. (3.14, 29)
demasiado.

La aplicacién de estos sistemas de identificacién did entrada a la ciencia en el drea
forense, por lo que los resultados obtenidos fueron en adelante reproducibles y el
grado de confiabilidad aumenté dramdticamente. Sin embargo, la aplicacién del
estudio de las proteinas fue limitada, en virtud de que era necesario que la muestra
se encontrara preservada en condiciones adecuadas para evitar la desnaturalizacién
proteica, afadiendo a esto, los marcadores mencionados no se encuentran en todas las
muestras bioldgicas, y por dltimo, el grado de polimorfismo que permite Unicamente
excluir a un individuo como responsable de un presumible hecho delictuoso, pero
presenta problemas si se le requiere adjudicar la responsabilidad @5)

En 1985 Alec Jeffreys genetista de Leicester Inglaterra, vio la manera de utilizar el
DNA como una herramienta para caracterizar personas, logrando descubrir regiones
polimérficas que varian entre ellas, surgiendo asi el andlisis de los fragmentos de
restriccién polimorficos o RFLP y los VNTR.
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4.2.- Método de andlisis de un marcador genético.

El andiisis debe de ser:

Exacto, rdpido y de ejecucién simple.
Deteccién clara

Diferencias cualitativas entre los alelos.
Consumo pequefio de la muestra.

YVYYY

Carocnrushccs que debe presentar un marcador genético:

Herencia independiente de otros marcadores analizados.

Polimorfismo con un alto grado de heterocigocidad.

Conocer cémo estdn distribuidas las frecuencias genotipicas y alélicas en la
poblacién @9,

Y VY

4.3.- Seleccién de un marcador genético con aplicacién forense.

Los marcadores genéticos ttiles en la identificacién de individuos deben tener comeo
comiin denominador que estén presentes desde el nacimiento, no se modifican en el
transcurso de la vida y que su expresién prdcticamente no sea modificada por el
ambiente, asf como:

-Unidad de herencia.- La unidad de herencia o gen se transmite intacta a través de
generaciones.

-Segregacién alélica.- un par de genes ( uno procedente del padre y otro de la madre)
nunca se encuentra en el mismo gameto sino que siempre se heredan por separado en
dos gametos diferentes.

-Herencia independiente.- Los diferentes pares de genes se heredan
independientemente unos de otros, si esto no sucede se dice que los genes estdn
ligados o que existe un desequilibrio de asociacién entre ellos y deben ser
considerados como una unidad de herencia &,

Siguiendo a Thompson y Thompson la utilidad de un estudio genético de un marcador
viene determinado por las siguientes caracteristicas:

1.- Un dnico e inequivoco sencillo patrén de herencia.

2.- Una exacta clasificacién de los diferentes fenotipos por técnicas reproducibles y
fiables.

3.- Una alta frecuencia relativa de cada uno de los alelos comunes en el locus.

4.- Ausencia de factores ambientales, edad, interaccién con otros genes u otras
variables en la expresién de la caracteristica a3
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4_4.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Para poder llevar a cabo la tipificacién de los sistemas de identificacién forense, es
necesario amplificar las secuencias especificas de DNA correspondientes por medio
de la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles). Este método
fue descrito por Kary Mullis, y originalmente aplicade por un grupo en el
Departamento de Genética Humana de Cetus para la amplificacién de la secuencia B-

globina y para el diagnéstico prenatal de anemia de células faiciformes (26)

La PCR es un métoda i Vitro para la sintesis enzimdtica de secuencias especificas de
DNA, utilizando dos ‘primers” que hibridan en las cadenas opuestas flanqueando la
region de interés en la cadena de DNA. Una serie repetitiva de ciclos de duplicacién
envuelve la desnaturalizacién, alineacién y la extensidn de los oligonucléotidos por la
DNA polimerasa, que resulta en una acumulacién exponencial de fragmentos
especificos. Debido a la polimerizacidn del primer unido a una cadena simple de DNA,
esta nueva cadena sirve como base para el préximo, dando un nimero doble de copias
de DNA en cada ciclo, aumentando el nimero de copias de manera exponencial. Por lo
tanto en 20 ciclos de la PCR producirdn cerca de 1 millén de copias (@26

Un ciclo de la PCR presenta los siguientes pasos:

DESNATURALIZACION.- Consiste de una incubacién a 94 ° € durante 1 a 2 minutos
lo que produce la separacién de la doble hélice.

ALINEACION DEL PRIMER.- Se permite la unién del primer a su secuencia

complementaria en un periodo de tiempo de 30 segundos a 1 minuto a una
temperatura de 55° C a 65° C, dependiendo del primer.

EXTENSION DEL PRIMER O POLIMERIZACION.- La tfemperatura desciende a 72°C
de 1 a2 minutos para permitir la actividad de la DNA polimerasa, generando una nueva
cadena de DNA a partir del compiejo DNA - “primer” duplicando la secuencia de
interés.

Durante el proceso se van generando millones de copias del producto. Los tres
eventos anteriores forman un ciclo de amplificacidn el cual se puede repetir de 30 a
50 veces (9,

18




CAPITULO V.- SISTEMAS GENETICOS DE IDENTIFICACION FORENSE
5.1.- HLADQA1

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) contiene los genes en donde estd
codificada la informacidn para la sintesis de los antigenos de histocompatibilidad. Se
localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y se divide en tres regiones en base a las
caracteristicas estructurales y funcionales de los productos de sus genes que
constituyen lo que se conoce como sistema HLA (Antigenos leucocitarios humanos).
Las proteinas y polimorfismos del complejo HLA estdn perfectamente caracterizados
seralogicamente, asi como su patrén de herencia mendeliana, son frecuentemente
utilizados en la identificacidn de individuos y particularmente en la determinacién de
la paternidad.

Los genes de las regiones I y IL expresan un polimorfismo muy elevado. Todos los
genes HLA son codominantes o sea que los dos alelos de cada gene se expresan
simultdneamente, esto significa que cada persona posee, sobre la membrana de sus
células, dos conjuntos completos de antigenos de histocompatibilidad, uno paternc y
otro materno. En la regién I del MHC humano estdn las subregiones AB vy C, en la
regién II estdn localizadas las subregiones DP, DQ y DR, las moléculas de
histocompatibilidad Clase IT son glicoproteinas que, por lo general, sélo se encuentran
en la membrana de los linfocitos B, linfocitos T activados y de los fagocitos
mononucleares u otras células que, en una forma aberrante y transitoria, funcionan
como células presentadoras de antigenos (APC) @7 cada proteina del HLA clase IT
esta formada de 2 subunidades una es la « con 33 KD y la mds pequefia llamada B con
28 KD. Los genes de la clase II, son polimérficos en las poblaciones humanas, en la
regién DQ la mayor variabilidad se encuentra en el dominio a.

Patentado por la compafiia norteamericana Perkin-Elmer Cetus, el HLADQ « es el
primer sistema disponible para el andlisis forense mediante la amplificacién de DNA
por PCR. La Organizacién Mundial de la Salud y el comité de Nomenclatura del HLA
denomina actualmente al locus DQ a como DQAL. El tipo de polimorfismo que presenta
este sistema es de secuencia ya que tnicamente hay un cambio de par de bases en la
secuencia de cada alelo. La variacién es detectada usando sondas moleculares, las
cuales son fragmentos de DNA complementarios y se usan como primer de regiones
especificas para esta regién del sistema mayor de histocompatibilidad humana (HLA).
(18)

En el primer sistema HLADQu se identificaron 6 alelos por secuenciacién, los cuales
se dividen en cuatro tipos principales 1, 2, 3 y 4, presentando subtipos el alelol (1.1,
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1.2 y 1.3), el sistema actual HLADQA1L cuenta con 7 alelos y presenta los mismos
subtipos delalelo 1y ademds el alelo 4 (4.1 y 4.2/4.3).

El Kit que se utilizé en el presente trabajo fue el HLADQu, que detecta tnicamente
los siguientes alelos: 1.1, 1.2, 1.3,2, 3 y 4.

Los genotipos posibles que se pueden observar con los seis alelos, esta determinado
por la siguiente ecuacién:

Genotipos = (n*+n)1/2 = (6%+6) 1/2 = 21 genotipos

donde n = numero de alelos presente en el sistema.

Una de las ventajas del sistema es su capacidad para analizar muestras muy pequefias
y degradadas ya que tnicamente se necesitan para la amplificacién por PCR de 2 a 10
ng. a diferencia de la técnica de Fragmentos de restriccién polimorfica de longitud
RFLP (por sus siglas en ingles) en donde se necesitan cantidades grandes como 50 ng
de DNA de alto peso molecular @8)

Ei sistema comercial AmpliType HLADQ « incluye reactivos para la amplificacién de
fragmentos especificos polimérficos, la longitud de! producto amplificado por medio
de la PCR es de 242 pares de bases para los alelos 1y 3y para los alelos 2y 4 es de
239 pb. La tipificacién se realiza mediante la técnica de hibridacién reverso de dot
blot no radiactiva del DNA amplificado por PCR con las secuencias especificas para

cada alelo que se encuentran fijadas covalentemente a la membrana de hibridacidn (@s.
30.31n
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Figura 1.- Sistema HLADQ Alpha

En la figura 1 se observa que la muestra marcada como 7s presenta el genotipo 1.1, 1.2,

para la muestra 110 el genotipo 1.3, 3, para la muestra 15s el genotipo 4,4 y para la
muestra 14 e} genctipo 2,4,
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Para poder interpretar las membranas de hibridacién es necesario tomar como
referencia el punto C que es un control de amplificacidn, ya que los mds intensos o
iguales a este se toman como positivos y los mds débiles no se interpretan. (ver
metodologia, paso nimero 8).

Un total de 9 sondas estdn presentes en cada tira de hibridacién. Hacia la izquierda
del punto C se encuentran las sondas de los alelos nominales 1,2, 3 y 4 y a la derecha
se localizan las sondas de los subtipos del alelo 1 (1.1, 1.2y 1.3) (28.29.32)

E! poder de discriminacién para el valle de México es de 0.862 , lo que significa que el
sistema tiene una probabilidad del 86% para diferenciar a dos individuos tomados al
azar en unag misma poblacién(33).

5.2.- POLYMARKER

Este sistema es una expansién de la técnica utilizada para el andlisis del HLADQAL,
fue desarrollado con varios marcadores (polimarcador) localizados en diferentes
cromosomas y presenta un polimorfismo de secuencia, ya que la diferencia entre los
alelos es dnicamente en el cambio de una base. AmpliType PM es capaz de amplificar
simultdneamente regiones especificas de 6 loci genéticos: HLA DQA1 (es un control
de amplificacién y se encuentra en la membrana de hibridacién como *S”, Receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDLR), , Glicoforina A (GYPA) y D758 loci que
presentan dos alelos posibles Ay B, los loci Hemoglobina G Gamaglobina (HBGG) y
componente especifico de grupo (G¢) presenta tres alelos posibles A, By C.

La membrana de hibridacién presenta 13 sondas especificas, para llevar a cabo la
interpretacién para este sistema es necesario basarse en el punto S que es un control
de amplificacién del locus HLADQAIL, los puntos mds intensos o iguales a este se
toman como positivos y los mds débiles rno se interpretan. (28.32)

Figura 2.- Sistema Polymarker
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En la figura 2 la muestra nimero 5 presenta el siguiente genotipo: para locus LDLR~
AB, para locus GYPA- AB, para el locus HBGG -~ AC, para el D758 - BBy para 6C - CC.

Por separado los loci de este sistema no tienen mucha variacién como se reporta para
el Vaile de México con un Indice de Contenido Polimérfico, para LDLR 0.3741, GYPA
0.3444, HBGG 0.3565, D758 0.3601 y GC 0.5534, no obstante el resultado se reporta
como sistema y se pueden identificar 972 genotipos. El poder de discriminacién del
sistema es de 0.9949 para el Valle de México. Al igual que el HLADQAL1 este sistema
se hereda de forma codominante 039,

5.3.- REVERSO DOT BLOT.

La tipificacién de los 5 loci del sistema Polymarker y HLA DQA1 se lleva a cabo
mediante la técnica de hibridacién reverso de dot blot no radiactivo del DNA
amplificado por PCR complementario con las secuencias especifica para cada alelo
fijadas covalentemente en tiras de nylon y/o membranas de hibridacién

Los primers o cebadores utilizados durante la amplificacién por PCR para los dos
sistemas estdn marcados con biotina, la cual se encuentra unida covalentemente al
extremo terminal 5'. El producto final de la PCR, se somete a una temperatura de
95°C para desnaturalizar el DNA amplificado, para posteriormente adicionarlo a las
membranas de hibridacién. las cuales presentan fijadas las secuencias especificas
complementarias para cada alelo, lo que permitird en condiciones adecuadas de
astringencia y pH la unién de ambas partes complementarias. Después de que se han
unido complementariamente el producto de PCRy las secuencias especificas fijados en
la membrana de hibridacién, se adiciona un conjugado (HPR) compuesto por
Estreptoavidina y peroxidasa. La molécula de biotina presenta gran afinidad, con la
proteina Estreptoavidina y estd a su vez se encuentra unida a la enzima peroxidasa.
Posteriormente en el paso desarrollo de color se defterminan los alelos que estdn
presentes en la muestra, en donde se utiliza peréxido y tetrametil-bencidina (TMB)
que en su estado reducido es incoloro. El oxigeno resultante de la reduccién del
peréxido permite la oxidacién del (TMB) dando como resultado un precipitado azul en
forma de punto, indicando la presencia de los alelos en nuestras muestras, obteniendo
de esta manera el genotipo para cada sistema. (28. 35, 36).

5.4.- D1s80.

El locus D1S80 fue identificado por la sonda pMCTI118, se encuentra localizado en el
cromosoma ndmero uno y contiene una secuencia base (core) de DNA de 16 pares de

¥}
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bases que se repite de 13 a 41 veces y >41. Se incluye dentro de los VNTR, también
llamados minisatélites, Este sistema se hereda de manera codominante a7,

Cada alelo estd determinado por el niimero de veces que se repite la secuencia base
(core) de esta forma el alelo 14 de este sistema se denomina asi, debido a que la
secuencia base se repite 14 veces, siendo lo mismo para el alelo 16 hasta el 41 y >41. El
locus D1580 posee una gran variabilidad alélica, ya que se han encontrado hasta el
momento 30 alelos que definen 465 genotipos, observdndose con una frecuencia muy

baja el alelo 14 y la existencia del alelo 13 en Kacharis poblacidn al norte de India G7.
38. 39, 40) ’

El poder de discriminacidn del sistema es de 0.80 para el Valle de México ey,
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Figura 3.- Sistema D1S80

En la figura nimero 3 se presenta el corrimiento electroforético del sistema D1S80,
observdndose en el carril 1, 4, 7 y 10 la escalera alélica o ladder que se utiliza como
referencia para poder tipificar las diferentes muestras, por ejemplo en el carril 2 se
observa el genotipo 18, 31y en el carril 9 se observa el genotipo 17,28.



En la tabla nimero T se presenta un resumen de las caracteristicas mds importantes
de los tres sistemas.

Tabla No. I.- Caracteristicas de los 3 sistemas genéticos
con aplicacién forense.

Locus Loacalizacién Producto de Niimero
en el PCR (pb ) de alelos
Cromosoma
HLADQA1L 6 239/242 6
g LDLR 19 214 2
L GYPA 4 190 2
Y
L) HBGG 11 172 3
A
R D758 7 151 2
K
E GC 4 138 3
R
D1S80 1 196 a 672 30
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CAPITULO VI.- APLICACION DE LOS TRES SISTEMAS DE
IDENTIFICACION FORENSE.

La identificacién de personas es uno de los objetivos mds importantes dentro de la
Criminalistica la cual constituye la sintética unificacién de conocimientos y técnicas
que permiten llevar a cabo una investigacidn y examen de indicios para estar en
posibilidad de sefialar la presunta responsabilidad de quien o quienes realizaron algdn

i .. . . (42
acto delictuoso concluyendo légica y razonadamente todo un proceso indagatorio ¢ ).

Hay principios que hacen vdlido el método que aplica la Criminalistica por ejemplo:

1.- Principio de intercambio, apuntado por Edmond Locard investigador francés, donde
sefiala que al cometerse un delito se realiza un intercambio de material sensible
significativo o indicio entre su autor y el lugar de los hechos, cuyo estudio permite
reconstruirlo, identificar a su(s) autor(es) y establecer su participacién,

2.- Principio de correspondencia de caracteristica.- Nos permite deducir, siempre que
encontramos una correspondencia de caracteristicas, después de haber realizado un
cotejo minucioso que: dos impresiones dactilares, dos pelos, dos manchas de sangre,
semen etcétera corresponden a la misma persona.

3.- Principio de reconstruccidn de fendmenos o hechos. Nos permite inferir, mediante
el estudio del material sensible significativo encontrado en el lugar de los hechos y
tomando en consideracidn su ubicacidn, naturaleza, cantidad, morfologia, etcétera,
cémo se desarrollaron dichos sucesos (37,

La identificacién, es un proceso mediante el cual se recogen y agrupan
sistemdticamente los caracteres distintivos de un sujeto, también sumdndose a este
proceso aspectos como la religién, la cultura, el econédmico etcétera.Pero dqué es la
identidad?

1.- La identidad es el conjunto de caracteres que sirven para distinguir a un sujeto de
los demds de la especie e individualizarlo (M).

2.- identidad es el conjunto de caracteres fisicos que individualizan a una persona,
haciéndola igual a si misma y distinta de todas las demds y 3.- Edmond Locard define
la identidad como la cualidad o conjunto de cualidades que posee una cosa que la

. ) . (4
diferencia de todas las demas. (43

Traténdose de la identificacidén judicial, es decir, de delincuentes o de personas que
han estado sujetas a proceso, se requiere datos mds precisos, de caracteres




P

invariables o poco variables, que agrupados en forma especial constituyen los sistemas
de identificacién judicial a8

La necesidad de individualizar a las personas se hizo mds patente en el campo de la
procuracién de justicia debido a! crecimiento de la delincuencia y a la reincidencia de
los delincuentes por lo que se ha requerido de la creacién de procedimientos fiables
para su identificacién. El problema se ha ido resolviendo utilizando los medios
tecnoldgicos y cientificos disponibles en cada época de la humanidad, dividiendo la
identificacién con fines judiciales en tres etapas: la primera se denomina equivoca o
bdrbara en donde se utilizé la mutilacién y marcas en las personas, la segunda etapa
denominada empirica se distingue fundamentalmente por la aplicacién del método
descriptivo, en el cual se describen las caracteristicas fisondmicas del delincuente y
en 1837 se suma la fotografia como medio de identificacién y la tercera etapa se
denomina cientifica que se desarrolla a partir de 1882 en la cual Alfonso Bertillén
introduce la Antropometria y el retrato hablado que junto con la fotografia
complementan su archivo de identificacion en la Policia de Paris.

Sin embargo la antropometria pasé a segundo término, dando paso a la Dactiloscopia,
sistema de identificacién por excelencia que redne las cualidades de inmutabilidad,
perennidad y variedad infinita, propuesto por Sir Francis Galton en Inglaterra en
1891.

En Argentina Juan Vucetich basdndose en los estudios anteriores creo un archivo
decadactilar, que permitié la utilizacion de las impresiones en la prdctica de la
identificacidn, sistema de clasificacidn, que es usado actualmente.

Casi paralelamente a los trabajos de Vucetich, surge otro método de identificacién: la
sangre, Karl Landsteiner en 1901 descubre como producto de sus observaciones la
existencia los grupos sanguineos del Sistema ABO que son hasta la fecha los grupos
antigenicos de sangre humana mds importantes. Von Dungern y Hirschfeld 1909 - 1910
proponen que su transmisién es hereditaria y en 1939 Wiener descubre el Sistema
Rhesus (Rh).

Otras disciplinas que intervienen en la identificacién de individuos son la Odontologia
Forense que utiliza la ficha odontolegal y la Antropologia Forense que actualmente
desarrolla el proyecto "El rostro del mexicano" el cual ayudard en el examen médico
de caddveres y tiene gque ver con todo lo que permite la identificacién fisica, la
somatologia de las personas que abarca desde las mediciones de los huesos, estatura,
tejido adiposo, tipo de cabello, piel y nariz, en resumen es un andlisis de la variabilided
fenotipica de los rasgos faciales que incluye datos métricos, morfolégicos y

pigmentarios (3.43. 45).
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La transmisién hereditaria de diversas caracteristicas personales es una idea antigua,
pero su utilizacién cientifica con finalidad de identificacion es relativamente
reciente. Durante el siglo XX se describieron métodos basados en sistemas
polimérficos que incluyen antigenos eritrocitarios, proteinas séricas, enzimas
sanguineas y antigenos leucocitarios humanos (HLA).

El desarrollo cientifico en el drea de la biologia molecular ha permitido fa aplicacién de
nuevas tecnologias aumentando la capacidad de identificar individuos e indicios cada
vez mds pequefios, como lo es la tecnologia del DNA utilizada por primera vez por Alec
Jeffreys en el afio de 1985 para la resolucién de un caso de inmigracién de un joven
procedente de Ghana y dos afios después en la identificacion de un violador en donde
los métodos seroldgicos cldsicos no pudieron lograr una individualizacidn suficiente con
los indicios bioldgicos obtenidos de las victimas. A partir de ese momento se ha ido
generalizando su uso y se ha pasado de sélo poder analizar determinados fragmentos
de DNA de una longitud relativamente grande a analizar pequefias regiones
procedentes de indicios minimos mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

El andlisis del DNA por medio de marcadores genéticos representa una herramienta
de trabajo muy confiable, esta tecnologia se basa en la amplificacion mediante PCR y
la caracterizacidn de regiones variables o polimérficas del material genético de los
individuos (DNA) y es caonocida como " huella digital del DNA", Este gran avance
permite la identificacidn de caddveres, de delincuentes involucrados en violaciones y
crimenes, en comprobaciones de paternidad, en identificaciones de parentesco, en las

. . : . . 4
relaciones étnicas de estudios antropoldgicos etcétera 2

Los indicios son elementos claves en la investigacién de muchos crimenes por ejemplo
en violaciones o asaltos donde se pueden encontrar liguido seminal, sangre, cabellos,
saliva etcétera. En casos de homicidio, la sangre de la victima puede encontrarse en
las ropas del presunto responsable o en el arma de éste. El fin de un andlisis de DNA
es determinar el genotipo o perfil genético mediante la tipificacién de marcadores
genéticos polimdrficos para ver si la evidencia proviene de un individuo en particular,

P a4
de la victima o del sospechoso S

El genético danés Johannsen en 191l introdujo la importante diferencia entre
genotipo y fenotipo. El fenotipo de un organismo es el aspecto, morfologia y fisiologia
que podemos observar, es la suma de todos sus caracteres, tales como color, la forma,
el tamario, el comportamiento, la composicion quimica y la estructura tanto externa
como interna. El genotipo es la suma total del material hereditario es la constitucién
genética que recibe un organismo de sus progenitores. El fenotipo cambia
continuamente a lo largo de la vida de un organismo, desde el momento de su




concepcion hasta su muerte. El genotipo, sin embargo, permanece constante con la
o . ] 7
excepcion de algunas mutaciones ocasionales @4 ).

Si el genotipo encontrado en la evidencia no es igual al genotipo del individuo
cuestionado, puede ser excluido como donador del fluido bioldgico encontrado en el
lugar de los hechos con una gran certeza. Si el genotipo del individuo concuerda con el
de la evidencia se puede decir que es posible que presenten un origen comdn. Ei
compartir el mismo genotipo no constituye una identificacién total ya que algunos
individuos de la poblacién presentan el mismo genotipo para el marcador genético
estudiado, por lo tanto entre mds marcadores se utilicen hay mds probabilidad de

encontrar diferencias entre los individuos &%,

Como se puede ver el utilizar nuevas tecnologias como la tipificacidn del DNA, la cual
se desarrolla actualmente en el Laboratorio de Genética Forense de la Procuraduria
General de Justicia del Distrito Federal, empleando diferentes sistemas genéticos
como: HLADQAL, Polymarker, D1S80, STRs (Cofiler, Profiler Plus) ha permitido
analizar indicios cada vez mds pequefios a diferencia de las primeras técnicas como los
RFLP, siendo posible determinar a quien pertenece una muestra.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacién humana se divide en razas, que a su vez se subdividen en comunidades
lingiiisticas, politicas, econdmicas, religiosas y en otros grupos dentro de los cuales,
los cruzamientos entre si son mds frecuentes que entre individuos de diversos grupos.

La poblacién mexicana se formé bdsicamente a partir de 3 razas fundamentalmente a
saber: los indigenas, los espafioles y en menor proporcién la raza negra, dando origen a
una poblacién heterogénea @12, 18 iy existido una migracién desde hace mucho
tiempo, de diferentes comunidades de otros continentes a México por ejemplo: los
alemanes, franceses, italianos, drabes, libaneses, orientales etcétera que se
encuentran extendidos dentro del territorio nacional, asi como, comunidades que por
los factores arriba mencionados no han llevado a cabo un intercambio genético con la
poblacién mexicana o personas ajenas a estas comunidades como los Menonitas que se
encuentran principalmente en Chihuahua desde los afios 20's y la comunidad judia, que
desde sus origenes, como expresién religiosa han sido objeto de una infinidad de
destierros, resultando que sus miembros se encuentren dispersos por todo el mundo y
México no es la excepcidn (5.8.9)

La inmigracién de comunidades de otros continentes, puede representar un importante
aporte de variabilidad genética a la poblacién mexicana, aunque no exista una mezcla
genética como es el caso de los judios. La comunidad judia establecida desde hace
mucho tiempo en nuestro pais, forma parte ya de nuestra poblacién, tiene un
infercambio genético reducido, por lo que representa un interesante ejemplo para
conocer sus frecuencias alélicas y genotipicas para los 3 sistemas genéticos de
aplicacién forense, con el fin de complementar el banco de datos del Laboratorio de
Genética Forense de la Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal.

Los individuos de un grupo o comunidad son variables tanto genotipica como
fenotipicamente y presentan diferencias en la distribucién de las frecuencias
genotipicas y alélicas de algunos marcadores genéticos.

JUSTIFICACION.

Para utilizar una serie de marcadores o sistemas genéticos con el fin de identificar
individuos, es importante conocer como se distribuyen las frecuencias genotipicas y
alélicas de éstos en la poblacién (24), por lo que es necesario realizar un muestreo
contemplando a la mayoria de los integrantes de la poblacién mexicana, tomando en
cuenta que existen comunidades formadas por individuos de padres, abuelos etcétera,
que no son de origen mexicano. Por lo anterior se piensa que es de gran interés
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realizar un estudio en la comunidad judia con los 3 sistemas genéticos de aplicacién
forense, ya que no se han reportado las frecuencias alélicas y genotipicas de esta
comunidad con el objeto de formar un Banco de datos de los diferentes marcadores
genéticos con aplicacién forense ya que en conjunto confieren un gran poder de

discriminacién y de esta manera se podrd identificar con un alto grado de
confiabilidad a un individuo.

Al no poder excluir a una persona como el posible padre o hijo biolégico o bien a un
probable violador u homicida se necesitan comparar las caracteristicas genéticas
halladas en el individuo, implicado en el estudio, en relacién con las frecuencias de las
mismas caracteristicas en la poblacién general, para saber que probabilidad se tiene
de encontrar un hombre con iguales caracteristicas genéticas a las que deberia tener
el padre o hijo biolégico o la persona relacionada con un hecho delictuoso (. 21, 28)
Dada la necesidad de establecer esta comparacién es importante conocer las
frecuencias con las que se presentan los alelos y su distribucién en nuestra poblacién
de los diferentes marcadores genéticos, ya que es altamente probable la existencia

de diferencias en cuanto a su distribucidn dentro las diferentes comunidades
humanas.

El fin de trabajar con la comunidad judia, es contar con datos genéticos de individuos
mexicanos de padres y abuelos en su mayoria extranjeros que por su costumbre de
relacionarse tnicamente con individuos de la misma religién, no ha existide una mezcla
genética importante con nuestra poblacién, por lo que se piensa que esta comunidad ha
manteniendo sus frecuencias alélicas y genotipicas al paso de las generaciones, siendo
diferentes a las de la poblacién mexicana, debido a sus diversos origenes.

Por lo anterior, es importante estudiar la distribucién de las frecuencias alélicas y .
genotipicas de los tres sistemas de aplicacién forense en la comunidad judia radicada
en el Distrito Federal y compararlas con las frecuencias del Valle de México con el fin
de ver si existe alguna diferencia, como en el caso del sistema sanguineo ABO que
presenta los siguientes porcentajes para la Comunidad Judia (Ashkenasis y
Sefarditas): para el grupo O ~ 37 %, A - 382 %, B~ 162 % y AB - 8.6 %,
contrastando claramente con los reportados para la Ciudad de México as),

OBJETIVO GENERAL.

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los sistemas de identificacién
forense HLADQAT1, Polymarker y D1S80 de la comunidad judia del Distrito Federal

contra las frecuencias del Valle de México, para establecer si existe alguna
diferencia.
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OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de la comunidad judia nacida en
el Distrite Federal de padres y abuelos en su mayoria extranjeros, que se han
integrado a nuestra poblacidn.

2.- Anglizar la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de la comunidad
Judia del D.F. y establecer si la migracién de la comunidad modifica las frecuencias
del Valle de México que forman parte de la base de datos que actualmente se utiliza
en el laboratorio de Genética Forense de la Procuraduria General de Justicia del
Distrito Federal: siendo necesario el manejo de los resultados de ambas poblaciones
por separado.

3.- Generar un banco de datos de los sistemas HLADQA1, Polymarker y D1S80
contemplando a la mayoria de los integrantes de poblacién del Distrito Federal,
tomando en cuenta su origen antropoldgico.

HIPOTESIS

Las comunidades extranjeras que han migrade a nuestro pais desde hace mucho
tiempo, se han mezclado e integrado a la estructura de la poblacién mexicana
permitiendo de este modo que exista variabilidad genética. Como consecuencia de sus
creencias y principalmente por su religién comunidades como la judia han mantenido
una especie de aislamiento, ya que uUnicamente se relacionan con individuos con las
mismas costumbres, por tal motivo tienen un intercambio genético reducido. Lo
anterior nos hace pensar, que las frecuencias alélicas y genotipicas de la comunidad
Jjudia para los tres sistemas genéticos con aplicacién forense, se han mantenido
constantes y diferentes a las frecuencias del resto de la poblacién de origen
totalmente mexicano.

HIPOTESIS NULA.- La distribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas de la
comunidad judia del D. F. son iguales a las de! Valle de México.

HIPOTESIS ALTERNA - La distribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas de
la comunidad judia del D. F. son diferentes a las del Valle de México.

31




DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE ESTUDIO

. Observacional

. Prospectivo

. Transversal

- Comparativo

POBLACION

. La poblacion de estudio consistié de 117 personas, sin ningdn parentesco entre
ellas.

. Las muestras bioldgicas de cada individuo que se sometieron al estudio fueron
Sangre o Saliva.

. Las muestras se recolectaron de individuos que viven y nacieron en el Distrito

Federal, manteniendo la identidad de los voluntarios en total anonimato.

CRITERIOS DE INCLUSION

. Se incluyeron a personas pertenecientes a la comunidad judia nacidas en el D. F.
. descendientes de padres y abuclos en su mayoria extranjeros, sin importar
edad y sexo.

CRITERIOS DE EXCLUSION

. No se analizaron muestras provenientes de personas que refieran parentesco
biclégico entre ellos, o de personas que no hayan nacido en el D.F.

CRITERIOS DE ELIMINACION

- Muestras que no rindan fa suficiente cantidad de material genético para realizar
el estudio.
- Muestras que al momento de ser anclizadas muestren rastros de material

bioldgico procedente de mds de una persona.




CAPITULO VII.- METODOLOGIA

1.~ Recoleccién de muestras.

Se realizé un muestreo de forma aleatoria en dos Consultorios Médicos y dos
Laboratorios Clinicos Particulares, en donde se obtuvieron la mayoria de las muestras,
el resto se recolectaron con diferentes personas de la Comunidad judia del D.F.. A
cada una de las personas que integran el estudio se les aplicé una encuesta en la cual
se solicitan los siguientes datos: Nombre (opcional), Grupe Sanguineo, Lugar de
Nacimiento de los padres, Lugar de Nacimiento de los Abuelos maternos y paternos.

Las 117 muestras obtenidas consistieron de sangre y saliva. Las muestras sanguineas
fueron tomadas en tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante con capacidad de
5 ml. Las muestras de saliva se colectaron en tubos de pldstico con capacidad de 50
ml. estériles, a los que se les agregaron 3 ml. de alcohol al 96° para conservar y fijar
la muestra, posteriormente cada persona deposité aproximadamente 2 ml. de saliva.

2.- Determinacién del grupo sanguineo del sistema ABO.

El grupo sanguineo de los individuos gue no lo proporcionaron en la encuesta, se
determiné mediante antisueros especificos A, B, y D (para el factor Rh).

3.- Extraccién de! DNA.

Se utilizaron 2 técnicas para la extraccién del DNA de las muestras sanguineas, la
primera nombrada LIFECODES descrita en el manual de trabajo de Perkin Elmer y la
segunda empleando Chelex al 5%, que es una resina quelante de iones metalicos
divalentes con un pH 11. (36. 48, 49) (Ver anexo B)

4.~ Cuantificacién del DNA en gel de agarosa.

La cuantificacion del DNA se realiza mediante una electroforesis, técnica de
separacién que se basa en el transporte de particulas cargadas bajo la accién de un
campo eléctrico. El soporte que se utilizé es la agarosa la cual carece de grupos
cargados y las particulas colocadas sobre ella se separan dnicamente en funcidn de su
carga eléctrica, y pueden moverse libremente en la misma. Para la cuantificacidn del
DNA extraido de sangre o saliva se realizé en un gel de agarosa al 1%. (ver anexo B).




5.- Amplificacién mediante PCR de los 3 sistemas genéticos de identificacién
forense utilizados en el estudio.

La PCR se llevé a cabo en un termociclador 480 Perkin Elmer utilizando los kits
comerciales AmpliType® PM, AmpliType HLADQ alpha y AmpliFLP™ D1S80 (ver anexo
B seccién reactivos). Las condiciones de amplificacidn de los tres sistemas de
identificacidn Forense se describen en el anexo B.

6.- Hibridacién por reverso de dot blot para la obtencién de genotipos en los
sistemas HLADQA1 Y Polymarker.

Para la obtencion de los genotipos de ambos sistemas se utilizan las membranas de
hibridacién de nylon, las cuales tienen fijadas las sondas especificas de
oligonucleétidos (SSOP) para cada alelo y complementarias de las secuencias
amplificadas por medio de ia PCR. {ver anexo B)

7.- Obtencién de los genotipos del sistema D1S80.

La obtencidn de los genotipos para este sistema, se realiza por medio de la técnica de
electroferesis en gel de poliacrilamida (PAGE) 38 que se corre en una cdmara vertical
(ver anexo B). Para interpretar los alelos presentes en cada muestra se realiza una
comparacidn utilizando como referencia un ladder o patrén alélico de bandas con un
peso molecular conocido, integrado por 27 alelos o bandas que empiezan a partir del
alelo 14 no existiendo el 15 hasta el 41 y >41, posteriormente se realiza la comparacién
visual.

8.- Interpretacidén de los genotipos para los sistemas HLADQA1 Y Polymarker.

Los alelos presentes en las diferentes muestras para los sistemas HLADQAL y
Polymarker se tipificaron exclusivamente por la reaccién positiva (punto azul) en la
posicidn de cada sonda especifica en l[a membrana de hibridacidn.

Sistema HLADQA1

Un punto azul en el 1 indica la presencia en la muestra de cualquiera de los subtipos
(1.1, 1.2 y 1.3), un punto en el 2 indica la presencia del alelo 2, un punto en el 3 indica
la presencia del alelo 3, un punto en el 4 indica la presencia del alelo 4, un punto en el

1.1 indica la presencia del alelo 1.1 y un punto en el 1.3 indica la presencia del alelo 1.3.

La sonda nimero 7 de izquierda a derecha en la membrana de hibridacidén presenta una
reaccién simultdnea que confirma la presencia de los alelos 1.3 y/o 4 y hace patente la
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presencia del alelo 1.2, el cual no tiene una sonda especifica, como cada uno de los
alelos del locus DQAL. Si la muestra reacciona con la sonda simulténea, pero no hay
puntos en los subtipos 1.1 y 1.3, el alelo 1.2 esta presente en la muestra, la sonda
llamada “All but 1.3 (todos menos el 1.3) reacciona con 20 de los genotipos del
sistema a excepcién del genotipo 1.3,1.3, por lo que no se observa el punto en esta
sonda cuando es identificada. @8 2%-32)

Sistema Polymarker

Un punto en A indica la presencia del alelo A.
Un punto en B indica la presencia del alelo B.
Un punto en C indica la presencia del alelo C.

9.- Di1sso.

En este sistema como ya se menciono anteriormente, el genotipo se interpreta
mediante la comparacién visual de las bandas del ladder o marcador alélico conocido y
las bandas que presenta niestra muestra.

10.- Andlisis de resultados.

1.- Para obtener las frecuencias alélicas y genotipicas en los tres sistemas utilizados
en el estudio, se utilizé el método de cuenta génica, que consiste en contar las veces
que aparece un genotipo y dividirlo entre la n que es igual al tamafio de la muestra, de
la misma forma se obtiene las frecuencias de los alelos pero se divide entre 2n.

2.- aplicacién de la prueba de X2 (o 0.05 n-1 g.l.). Para calcular la X? se utilizo la
siguiente formula: X?= < (0-e)*/e
Donde "0" es el nimero de veces que se observd el genotipo y "e” es el nimero de
veces que se espera aparezca el genotipo. Para calcular los valores esperados se toman
en cuenta las frecuencias alélicas y se utiliza la siguiente férmula:

p? 6 2pq (n) =esperado

en donde p? se utiliza para los genotipos homocigotos y 2pq para los genotipos
heterocigotos y n = al tamafio de la muestra.

3.- Probar que la poblacidn se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para lo anterior se utilizé la pruebd de Ji-cuadrada donde x*= n(FIS)? (Nei, 1987)
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en donde el Indice de fijacién Fis = 1-(Ho/Hs) , donde Ho es la heterocigocidad
observada y Hs es la heterocigocidad.

4.- Andlisis de Ji cuadrada para probar si existen diferencias significativas entre la
Comunidad judia del D.F. y el Valle de México.

X? =2n.xm{zm ix.i_—_,}/i)_z;]

= nxxi+ ny.yi

donde m es el nimero de alelos en el locus, NX es el nimero de observaciones en el
Valle de México, ny es el nimero de observaciones en Judios del D.F., Xi es la
frecuencia alélica enel valle de México y yi es la frecuencia alélica de judios del D.F.

5.-Obtencién de pardmetros estadisticos Gtiles en el drea farense.

Heterocigocidad (h).- es una medida de la variacién genética por locus en una
poblacién. La heterocigocidad observada se define como el nimero de individuos

heterocigotos observados respecto al total analizado. (15.50)

I;=l—i.vf

=l

2. . .
donde Xx"i es la frecuencia alélica en un locus de m alelos.

Poder de discriminacién (PD).- se define como la probabilidad de que dos individuos no
relacionados y tomados al azar de una poblacién, puedan ser diferenciados
genéticamente mediante los marcadores analizados. (50.51.52) g ppy se obtienen de la
sumatoria de los cuadrados de las frecuencias genotipicas observadas de cada
marcador de acuerdo a la siguiente formula:

PD= 1-Z P
donde T P?i es la sumatoria de los cuadrados de las frecuencias de los genotipos.

Poder de exclusién (PE).- se define como la fraccidn o porcentaje de individuos que
tienen un perfil genético que es diferente al de un individuo seleccionado al azar 43,

Asi una probabilidad de exclusién del 75% significa que, dados una madre y un hijo
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biolégico, aplicando las técnicas correspondientes, se descartard como posibles

padres al 75% de los varones de la poblacién. (50)

Poder de Coincidencia (PC), March Probabilidad (PM), y/o Probabilidad de no-
discriminacién (PND) - Los tres términos se refieren a la probabilidad de que dos
individuos elegidos al azar tengan el mismo genotipo en una serie de sistemas
genéticos o lo que es lo mismo, es el nimero de individuos que tienen que ser

. . . . . 54
analizados antes de encontrar el mismo perfil genético. (50.53.54)

PC = 1-PD
donde PD es el poder de discriminacién.

Los céleulos de Poder de Exclusién y el poder de discriminacién se obtuvieron por
medio paquete estadistico PowerStats, distribuido por la compafiia Promega.




CAPITULO VIII.- ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Lugar de Nacimiento.- Se obtuvieron un total de 117 muestras con sus
respectivas encuestas, proporcionando la siguiente informacién: con relacién al lugar

de nacimiento o pais de origen de los 117 padres y los 60 abuelos paternos y maternos
se encontrd lo siguiente:

Tabla IT.- Lugar de nacimiento de los padres.

PATS MADRE PADRE
MEXICO 59 52
RUSIA 10 10
POLONIA 10 15
SIRIA 8 7
ALEMANIA 5 9
ISRAEL 5 5
LIBANO 5 4
FRANCIA B 4 2
TURQUTA 2 3
ESPANA 2 5
HUNGRIA 2 1
ARGENTINA 2 2
ITALTA 1 1
INGLATERRA 1 0
Estados Unidos de 1 1

América

Como se observa en la tabla IT, para el pais de origen de la Madre encontramos con
mayor frecuencia a México con el 50.427%, después a Rusia con 8.547%, Polonia con el
8.55%, Siria con 6.837%, Alemaniaq, Israel y Libano con 4.273%, Francia con 3.418%,

Turquia, Espafia, Hungria y Argentina con 1.70% y con el 0.854% Italig, Inglaterray
EUV.A.

Para el pais de origen del Padre encontramos con mayor frecuencia a México con el
44 447, seguido de Polonia con el 12.820%, Rusia con B.547%, Alemania con 7.692%,.
Siria con 5.982%, Isracel y Espafia con 4.273, Libano con 3.418%, Turquia con 2.564%,
Francia y Argentina con 1.709% y Hungria, Ttalia, E.U.A. con 0.855%.
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Tabla ITI.- Lugar de nacimiento de los abuelos.

MATERNOS PATERNOS TOTAL
Abuela/abuelo Abuela/abuelo

Siria Siria 11
México Siria 2
Siria México 1
México/Siria México/ Siria 1
México México/ Siria 1
Siria/México México 1
Siria Rusia 1
Siria/México Siria 1
Polonia Polonia S
Polonia Rusia 5
Polonia Checoslovaguia 2
Polonia Grecia 1
Polonia/Rusia Austria 1
México/Polonia Polonia 1
Polonia/México Polonia 1
México Polonia 1
Rusia Rusia 2
Rusia Polonia 5
Rusia/Hungria Polania 1
Rusia Esparia 1
Alemania Alemania 1
Alemania Rusia 1
Alemania Israel 1
Francia Francia 2
Turquia Turquia 1
Turquia Gracia 1
Bulgaria Turquia 1
Bulgaria Turquia/Francia 1
México Cuba 1
México México 1
jainkel Austria/Checosl. 1
Pslonia jndalel 1
inloled Libang 1
jalaled Turquia 1
Palonia jalalled 1
Italianos inledel 1
inlaled Rusia 1

***Datos no proporcionados en la encuesta.
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En cuanto al origen de los abuelos Maternos/Paternos como se observa en la tabla ITT,
encontramos el 18.333% para Siria/Siria, el 15.000% para Polonia/Polonia, el 8.333%
para Polonia/Rusia y Rusia/Polonia, el 3.333% para  México/Siria,
Polonia/Checoslovaquia, Rusia/Rusia y Francia/Franciay con una frecuencia del 1.666%
los paises que se presentan una vez. En los resultados de las tablas IIy ITIT podemos
encontrar que la mayoria de las muestras descienden de familias con una generacidn
en México y que sus ascendientes migraron principalmente de Siria y Polonia.

8.2.- Sistema sanguineo ABO,

En los resultados de la tabla IV el grupo sanguineo mds frecuente en la muestra
aleatoria de la Comunidad judia del D.F. es el A con el 45.3%, seguido del O con un
30.7%. el B con un 16.2% y por dltimo el AB con 7.7%. También se tomd en cuenta el
factor Rh, encontrando 18 personas con un Rh negativo lo que representa el 15.38%, el
resto 84.62% presento el factor Rh positivo.

Tabla IV.- Frecuencias del sistfema ABQO y Rh+ en la Comunidad judia
del D. F. y el Valle de México.

Poblaacién A B O AB Rh +

Comunidad 0.453 0.162 0.307 0.077 0.846
Judia

Valle de 0.250 0.085 0.650 0.015 0.965
México

Realizando una comparacién de las frecuencias de los grupos sanguineos del sistema
ABO, se observa que la distribucién de las frecuencias es diferente en ambas
poblaciones como se observa en la figura 4.

El grupo sanguineo mds comtin en la muestra de la Comunidad judia del D.F. fue el A
con 45.3% contra 25% para la ciudad de México (estadistica Cruz Roja 1987), para el
grupo sanguineo O se encontré para la Comunidad judia del D.F. 30.7% contra 65%
para la ciudad de México, para el grupo sanguineo B se encontrdé para la comunidad
judia 16.2% contra 8.5% para la ciudad de México y por dltimo para el grupo sanguineo

AB en la Comunidad judia del D.F. se observe un 7.7% contra 1.5% para la Cuidad de
México
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Figura 4.- Comparacién del sistema sanguineo ABO entre la ciudad
de México y la Comunidad Judia del D.F.

8.3.- Sistema HLADQA1.

De los 117 integrantes del estudio Unicamente se analizaron 112 individuos, debido a
que se obtuvieron en algunas muestras en la etapa de hibridacién mds de dos alelos, lo
que indica que la muestra se encontraba contaminada por lo que se eliminaron S
muestras que representanun 4.3 %.

De los 21 genotipos posibles para este sistema lnicamente se observaron 19, no

identificdndose los genotipos 2,2 ni 1.3,1.3, como se puede observar en la tabla nimero
V.

Los genotipos mds frecuentes en esta muestra son el 4,4 presentando una frecuencia
observada de 0.1785, seguida en forma decreciente de los genotipos 3,4 y 1.1,4 con
una frecuencia de 0.125, seguidos de los genotipos 1.2,4-1.1,3 - 2,4 - 1.3,4 - los demds
genotipos presentan frecuencias bajas como es el caso del genotipo 1.1,2, .1.2,1.2,
1.2,1.3, .1.2,2 y por dltimo B genotipas que Unicamente se presentaron una sola vez con
un frecuencia de 0.0089: 1.1,1.1-1.112-1113-123y133.
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Tabla V.- Distribucién de las frecuencias genotipicas del sistema genético HLA DQAL
en 112 individuos de la Comunidad judia de! D.F..

GENOTIPO No. De individuos Frecuencia No. De individuos X
observados observada esperados
11,11 1 0.0089 2.2838 0.7216
1.1, 1.2 1 0.0089 3.5697 1.8707
11,13 1 0.0089 1.8552 0.3912
11,2 4 0.0357 2.8532 0.4609
11,3 10 0.0892 54250 3.8581
11,4 14 0.125 13.7065 0.0062
12,12 3 0.0267 1.3949 1.8469
12,13 3 0.0267 1.4499 16572
1.2,2 2 0.0178 2.2298 0.0236
1.2,3 1 . 0.0089 42397 2.4755
12,4 12 0.1071 10.7118 0.1549
13,13 o] o 0.3767 0.3767
13,2 2 0.0178 1.1588 0.6106
1.3,3 1 0.0089 2.2034 0.6572
13,4 6 0.0535 5.5670 0.0336
2,2 o] o] 0.8911 0.8911
2.3 2 0.0178 3.3887 0.5690
2.4 10 0.0892 8.5617 0.2416
3.3 5 0.0446 3.2215 0.9818
3.4 14 0.125 16.2788 0.3189
4.4 20 0.1785 20.5645 0.0154

Total X?=17.444

En valor de X? obtenido para este sistema fue de 17.444, siendo menor al valor critico
de tablas 31.41, con 20° de libertad y un u0.05, lo que nos indica que los valores
observados y esperados no presentan una diferencia significativa.

Con los resultados presentados en la tabla V se calcularon las frecuencias de los seis
alelos del sistema HLADQALI, obteniendo los resultades que se presentan en la tabla
nimero VI, en donde se observa que el alelo mds frecuente es el 4 seguido del alelo 3
y el 1.1, el alelo que se presentd con menos frecuencia fue el 1.3,




Tabla VI.- Distribucién de las frecuencias alélicas observadas en el sistema genético
HLADQA1 en 112 individuos de la Comunidad judia del D. F.

ALELO OBSERVADOS FRECUENCIA
1.1 32 0.1428
1.2 25 0.1116
1.3 13 0.0580

2 20 0.0892

3 38 0.1696

4 96 0.4285
n =224

En la comparacién alélica que se presenta en la figura 5 y en el anexo A tabla XIX se
observa que existen diferencias entre las dos poblaciones con respecto a la
distribucién de las frecuencias de los alelos 1.1, 1.2, 1.3 y 2 siendo ligeramente mds
frecuentes en la Comunidad judia del D. F.

0.5 c T
= ; L
\ S 0.4 - S e
z !
w >
2 B
2 02: x
@
o @
1.3 3 4
A L E L o s
B Valle de México (JCom.Judia del D.F.
Figura 5.- Comparacién de las frecuencias alélicas entre el
Valle de M éxico y la Comunidad Judia del D.F.
J Para el alelo 3 se observa que la distribucién es mayor en la poblacién del Valle de

México (0.301) en comparacién de la Comunidad judia del D.F. que presenta una
frecuencia de 0.169. El alelo mds frecuente en ambas poblaciones es el 4 y presenta la

43




“*J°Q [P OIpN{ popunwoy o) A 021xaw 2p 2JJPA |2
24u2 TyDQYTH Dwayss |ap sodyouab so| ap ugiapaodwoy -9 punbyy

"4'Q |2p Dipn L popiUNWo) [ 021X9W 3p 3||IPA ]
SOJdILONITI

€00

10

1610

20

VION3INDO3YA

620

leo




misma frecuencia alélica, siendo el dnico alelo de este sistema genético que no
presenta diferencias entre las dos poblaciones.

Con respecto a la distribucién de los genotipos se puede observar en la figura 6 y en
anexo A tabla XVIII que el 4,4 es el mds comin en ambas poblaciones y no presenta
diferencias en sus frecuencias; las diferencias se observan en la distribucién del
genotipo 3,4 que presenta para el Valle de México una frecuencia de 0.2766 contra
0.125 de la Comunidad judia del D.F., frecuencia que también presenta el alelo 1.1,4
contra 0.075 para el Valle de México.

Para el genotipo 1.2,4 la diferencia en ambas poblaciones es pequefia, no siendo asi
para los genotipos 1.1,3 y 2,4 que presentan una frecuencia para la Comunidad judia del
D.F. de 0.0892 contra 0.055 y 0.0483 para el Valle de México.

También se observan diferencias en la distribucién de las frecuencias de los
siguientes genotipos:

Poblacidn 1.3, 4 1.1, 2 1.2,1.3 1.2, 2 1.3, 2 1.2, 1.2

Com. Judia de!l D.F. 00535 00357 00267 0.0178 0.0178 0.0267
Valle de México 0.0266 0.0133 0.0083 0.005 0.005 0.0033

La frecuencia de los anteriores genotipos para el Valle de México se encontraron por
debajo de la mitad del valor observado en la Comunidad judia del D.F., con excepcién
del genotipo 1.2, 1.2 donde su frecuencia en el Valle de México ocho veces menor a la
frecuencia encontrada en la Comunidad judia del D.F. ( ver anexo A).

Por otro lado, se realizé una comparacién alélica de este sistema en diferentes
poblaciones mundiales, como se observa en la tabla VII, todas las poblaciones
formadas por individuos de raza blanca (*), no presentan diferencias significativas
entre si 8 52:58) ;o0 1q muestra de Cauedsico en general y Caucdsicos de E.U a
excepcion de la muestra de los Italianos y los Hingaros ya que presentan una
distribucién muy baja del alelo 3 a comparacién de las demds poblaciones de raza
blanca, (6061,
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Tabla VII.- Distribucidn de las frecuencias alélicas del sistema HLADQAL en
diferentes poblaciones mundiales.

POBLACION ALELOS No. de
11 12 13 2 3 4 individuos

Valle de México 0.0916 | 00841 | 0.0308 | 0.0625 | 0.3016 0.429 600
Com.Judia D.F. 0.1428 0.1116 0.0580 ! 0.0892 | 0.1696 | 0.4285 112
Caucdsicos 0.144 0.192 0.058 0.142 0.186 0.279 511
Hasidic * 0.14 0.10 0.15 0.13 0.21 Q.27 101
No-Hasidic * 0.15 0.12 0.08 0.15 0.2t 0.29 107
Caucdsicos E.U 0.1378 0.1975 | 0.0837 ! 0.1095 | 0.1000 | 0.2702 413
Alemanes * 0.1541 0.2296 | 0.0920 | 0.1085 | 0.1352 | 0.3082 159
Daneses * 0.1740 | 0.2010 | 0.0670 | 0.0580 | 0.1740 | 0.3260 157
Britdnicos ¥ 0.1390 0.1890 | 0.0520 | 0.1420 | 0.2090 | 0.2690 402
Hdingaroes * 0.2300 | 0.1440 | 0.1850 | 0.0780 | 0.0440. | 0.3150 135
Italianos * 0.1750 0.1900 | 0.0425 | 0.1300 | 0.0525 | 0.4100 200
Barcelona * 0.1432 0.1657 | 0.0983 | 0.1235 | 0.1235 | 0.3455 356
Valencia Esp.™ 0.1822 0.1600 | 0.1300 | 0.1230 | 0.1230 | 0.3050 107
Austriacos ™ 0.1706 0.1529 | 0.0765 | 0.2059 | 0.1235 | 0.2706 170
Finlandeses * 0.2070 | 0.1980 | 0.0960 | 0.1120 0.1210 0.2700 112
Papua N.G. 0.280 0.403 0.056 0.004 0.157 Q.101 134
Esquimales-N 0.1470 | 0.0490 | 0.0150 | 0.0150 | 0.3380 | 0.4860 92
Esquimales-S 0.0300 | 0.0090 | 0.0000 | 0.0000 | 0.3830 | 0.5780 109
Jaoponeses 0.0869 0.1195 | 0.2282 | 0.0054 | 0.4456 0.1141 92
Afroamericanos 0.125 0.297 0.048 0.101 0.102 0.327 636

Datos tomados de (18, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61y 62)

La Comunidad judia del D.F. presenta similitud en cuanto a la distribucién de las
frecuencias de los alelos 1.1 - 1.2 - 1.3 - 2 y 3 con la mayoria de las poblaciones
caucdsicas o de “raza blanca” a excepcidn del alelo 4 que presenta una frecuencia muy
alta, de la misma manera se observa una diferencia con las poblaciones que tienen
diferente origen antropoldgico como la de Papua Nueva Guinea, las poblaciones de
esquimales de Alaska (norte y sur), los Afroamericanos y Japoneses, como se observa
en la figura 7 en donde se hace una comparacién alélica del sistema HLADQAL en
diferentes poblaciones mundiales.

Sin embargo existen poblaciones que para este sistema no son suficientemente
informativas como las anteriores, por ejemplo en el estudio realizade en indios
americanos identificados como Navajo (n=81) el alelo 4 presenta una frecuencia de
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0.710 y el alelo 3 una frecuencia 0.179y para Pueblo (n = 103) el alelo 4 presenta una
frecuencia de 0.762 y el alelo 3 una frecuencia de 0.121. (63)

8.4.- Sistema Polymarker.

Para este sistema dnicamente se tipificaron 115 individuos. Con los cinco marcadores
independientes que integran este sistema (LDLR, GYPA HBGG, D758 y GC) se pueden
identificar 12 alelos y 21 genotipos en total, en nuestra muestra se identificaron los
12 alelos posibles y sélo 20 genotipos no identificdndose el genotipo CC para el locus
HBGG, como se puede observar en la tabla VIII.

El genotipo AB es el mds frecuente para todos los loci que integran este sistema
presentando una frecuencia de 0.4521 hasta 0.5739, a excepcidn del locus GC que
presenta una frecuencia de 0.0782. En los tres marcadores genéticos que tienen sélo
dos variantes o alelos (A y B) y que su combinacidn genera 3 genotipos posibles se
observa que los homocigotos AA y BB son los menos frecuentes para los loci LDLR,
GYPA y D758.

En los marcadores genéticos que presentan tres variantes posibles (A, B y C) y que su
combinacidn genera 6 genotipos posibles, las frecuencias se distribuyeron de la
siguiente manera: para el locus HBGG el genotipo mds frecuente como se menciond
anteriormente es el AB con una frecuencia de 0.4521, después de forma decreciente
le siguen los genotipos BB, AA, AC, BC y por ultimo el genotipo CC que no se observd
en nuestra muestra. Para el locus GC el genotipo mds frecuente es el AC con una
frecuencia de 0.4260, después de forma decreciente le siguen el genotipo CC, BC, AB,
AA y por (ltimo el genotipo BB con una frecuencia de 0.0174.

Como se puede observar en la tabla nimero IX para les loci GYPA y D758 con dos
variantes posibles A y B, el alelo mds frecuente es el A, mientras que para el locus
LDLR también con dos variantes posibles, el alelo mds frecuente es el B,

Para el locus HBGG el alelo mds frecuente es el B seguido del A y por dltimo el alelo C
que presenta una frecuencia de 0.0173 que es la mds pequefia de los cinco loci que
integran el sistema genético Polymarker. Para el locus GC el alelo mds frecuente es
el alelo C, seguida del alelo A y después el alelo B.
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Tabla VIII.- Distribucién de las frecuencias genotipicas en el sistema genético

POLYMARKER en 115 individuos de la Comunidad judia del D.F.

LOCUS |GENOTIPO | OBSERVADOS | FRECUENCIA [ ESPERADOS x?

AA 25 0.2173 23.965 0.044
LDLR AB 55 0.4782 57.054 0.0739
BB 35 0.3043 33.957 0.032

AA 35 0.3043 39.033 0.417

GYPA AB 64 0.5565 55.917 1.168
BB 16 0.1391 20.026 0.809

AA 18 0.1565 17.608 0.008

AB 52 0.4521 53.216 0.027

HBGG AC 2 0.0173 1.556 0.126
BB 41 0.3365 40.208 0.015

BC 2 0.0173 2.3527 0.053

cc 0 o] 0.0344 0.034

AA 33 0.2869 37.876 0.627

D758 AB 66 0.5739 56.230 1.697
BB 16 0.1391 20.869 1.136

AA 6 0.0521 10.648 2.028

AB 9 0.0782 9.4275 0.019

GC AC 49 0.4260 39.249 2.422
BB 2 0.0174 2.086 0.003

BC 18 0.1565 17.374 0.022

cc 31 0.2695 36.167 0.738

En valor de X2 obtenido para este sistema fue de 11.505, siendo menor al valor critico
de tablas 26.296, con 16° de libertad y un «0.05, lo que nos indica que los valores
observados y esperados no presentan una diferencia significativa.

49



Tabla IX.- Distribucién de las frecuencias alélicas observadas en los 5 loci del sistema
genético POLYMARKER en 115 individuos de la Comunidad judia del D.F..

l Alelos observados

Locus i A B [ Total
LDLR i 105 125 No tiene 230
Frecuencia | 0.457 0.543 - 1.000
GYPA i 135 95 No tiene 230
Frecuencia ! 0.583 0.417 --- 1.000
HBGG | 90 136 4 230
Frecuencia | 0.392 0.591 0.0173 1.000
D758 ! 133 97 No tiene 203
Frecuencia 0.579 0.421 .= | 1.000
GC ’ 69 31 130 230
Frecuencia 0.301 0.134 0.565 ! 1.000

En la comparacidn alélica que se presenta en la figura 8 y en el anexo A tabla XXI el
alelo mds frecuente para el locus LDLR para el Valle de México es el A y para la
Comunidad judia de! D.F. es el B, en el locus GYPA la distribucién es similar ya que
para ambas poblaciones el alelo A es el mds comin seguido del B, Sin embargo, el alelo
A tiene una frecuencia mayor en el Valle de México y la frecuencia del alelo B es
mayor en la Comunidad judia del D.F.
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Figura B.- Comparacidn alélica del sistema Polymarker entre
el Valle de M éxico y la Comunidad Judia del D.F.
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Para el locus HBGG la frecuencia del alelo A y € en la Comunidad judia del D.F. es
ligeramente mayor y el alelo B presenta una frecuencia mayor en el Valle de México.
En el locus D758 la distribucién de ambos alelos en las dos poblaciones es muy similar
y por Gltimo en el locus GC se observan diferencias mds notorias en la distribucién del
alelo A que se presenta con una mayor frecuencia en la Comunidad judia del D.F., el
alelo B se presenta con mayor frecuencia en el Valle de México y el alelo C es
ligeramente mds frecuente en la Comunidad judia del D.F.

Con respecto a la distribucién de los genotipos en ambas poblaciones podemos
observar en la figura 9 y en el anexo A, tabla XX lo siguiente: Para el locus LDLR el
genotipo heterocigoto AB es muy similar en ambas poblaciones, con relacién a los
genotipos homocigotos se observa que en el Valle de México es mds frecuente el AAy
para la Comunidad judia del D.F. el genotipo BB.

Para el locus GYPA el genotipo AB es el mds comiin en ambas poblaciones, pero la
frecuencia es mds alta en la Comunidad judia del D.F., el genotipo AA presenta una
frecuencia mayor en comparacién de la Comunidad judia del D.F. y el genotipo BB es
ligeramente mds frecuente en la Comunidad judia del D.F.

Partiendo de que el alelo C del locus HBGG presenta una frecuencia muy baja, los
genotipos que incluyen este alelo tienen una distribucién minima y similar y no se
identificé el genotipo CC en ambas poblaciones. Con respecto al genotipo AB se
observa que es el mds comln y presenta una distribucién similar en ambas poblaciones,
pero presenta una frecuencia mayor en la comunidad judia del D. F., seguido del
genotipo BB que tiene una frecuencia mayor en el Valle de México y el genotipo AA
que es mds frecuente en la comunidad judia del D.F.

Para el locus D758 como en los anteriores loci, el genotips mds comin es el AB en
ambas poblaciones, pero presenta una frecuencia mayor en la Comunidad judia del D.F.,
seguido del genotipo AA con una frecuencia mayor en el Valle de México, para el
genotipo BB se observa una distribucién casi similar en ambas poblaciones.

En el locus GC el genotipo mds comtin es el AC para la comunidad judia del D.F. y para
el Valle de México es menos de la mitad del valor observado en la Comunidad judia del
D.F., el segundo genotipo mds comin es el BC que tiene una frecuencia alta para el
Valle de México y para la Comunidad judia del D.F. la frecuencia es la mitad del valor
observado en el Valle de México. La distribucidn de los genotipos AA y CC es
ligeramente mayor en la Comunidad judia del D.F., para el genotipo AB la frecuencia es
mayor en el Valle de México y por ultimo en la distribucién del genotipo BB se observa
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Tabla X. Distribucién de las frecuencias alélicas observadas en el sistema gerético Polymarker
en diferentes poblaciones mundiales.

LOCUS ALELO| Vdllede | Com. Judia Coucdsicos_l Hosidic | . No Espafioles | Japoneses | Afroameri- | Esquimales
México Del O.F. nz511 nz11l | Hasidic =132 n= 1083 canos del Sur
n=704 <115 n=109 n=636 n=101
LOLR A | 05369 04565 0432 | 044 | 039 0439 | oirt4 | 0192 | 0616
B 0.4630 05434 0.568 056 0.61 0.561 0.8286 0.808 0.384
6YPA A 0.6590 0.5826 0.558 057 058 0.508 05651 0502 0.629
B 0.3409 04173 0.442 0.43 042 0492 04349 0.498 0.371
A 0.3345 0.3913 0.465 0.35 043 0477 0.3257 0439 0156
HBE6 g | (e54s 05913 0532 064 | 055 0519 06743 | 0236 | 0844
[4 0.0106 00173 0.003 001 0.02 0.004 0.000 0324 0.000
D7s8 A 0.6108 05739 0.602 052 0.60 0576 06160 | 0.645 0558
B 0.3892 0.4260 0.398 0.48 040 0424 0.3840 0.355 0442
A 0.1974 0.3043 0.280 0.28 0.28 0277 0.2627 0.100 0.299
6 5 | 03068 | omar | 0155 | o1 | o7 | o155 | 05032 | 0725 | 0326
[4 04957 05608 0.566 058 055 0568 0.2341 0.175 0375

Datos tomados de (33, 34, 51, 57, 58 y 59)
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una gran diferencia entre las dos poblaciones, siendo mds frecuente para el Valle de
México.

En la tabla X y en las figuras 10 y 10B se realizé una comparacién alélica del sistema
Polymarker en diferentes poblaciones mundiales observando lo siguiente:

Las diferentes poblaciones de raza blanca presentan una similitud en cuanto a la

R . . . - .. PN 51).
distribucién de las frecuencias alélicas con la muestra de la poblacién caucdsica ¢ ),
de la misma manera se observa una diferencia con las poblaciones que tienen diferente

origen antropoldgico como lo son los Afroomericanos, Japoneses y dos poblaciones
indias de Estados Unidos.

8.5.- Sistema D1S80.

Para este sistema Gnicamente se obtuvo el genotipo de 105 individuos, identificdndose
12 clelos de los 30 posibles ( Ranjan Deka et al., 1994) y 28 genotipos, 5 homocigotos

y 23 heterocigotos de las 465 combinaciones posibles como se observa en la siguiente
tabla:

Tabla XI.- Distribucién de las Frecuencias genotipicas observadas en el locus D1580
en 105 individuos de la Comunidad judia del D.F..

Genotipo | Observados frecuencia Genotipo Observados | Frecuencia
18.18 2 0.0190 24,24 21 0.2000
18,20 1 0.0095 24,25 4 0.0380
18.24 17 0.1619 2426 1 0.0095

| 1825 3 0.0285 24,28 15 0.1428
18.28 2 0.0190 24,29 2 0.0190
18,29 2 0.0190 24,30 1 0.0095
18,30 1 0.0095 24.31 7 0.0666
18,31 1 0.0095 25,25 1 0.0095
18.34 1 0.0095 2629 1 0.0095
20,24 1 0.0095 28.28 2 0.0190
21.24 7 0.0666 28,31 2 0.0190
21,28 ] 0.0095 ] | 29,30 2 0.0190
21.30 1 0.0095 29,31 1 0.0095
22.24 4 0.0380 30.30 1 0.0095

n= 105
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Con relacién a los genotipos mds frecuentes para el sistema D1S80 encontramos en
primer lugar el 24, 24 con una frecuencia de 0.2000, seguido del genotipo 18,24 con
una frecuencia 0.1619 y el genotipo 24,28 con una frecuencia de 0.1428.

Con los resultados de la tabla XI se calcularon las frecuencias alélicas del sistema
D1S80, de donde se desprende que debido a la frecuencia con la que aparece el
genotipo 24,24 y sus combinaciones, el alelo mds comtn en la muestra fue el 24 con
una frecuencia de 0.4809 que representa casi la mitad de todos los alelos que integran
el estudio, seguido del alelo 18 que presentd una frecuencia del 0.1523 y del alelo 28
con una frecuencia del 0.1142,

Con relacidn a los alelos menos frecuentes encontramos a los alelos 31, 21, 25,30y 22
con frecuencias que van de 0.0190 a 0.0523. El resto de los alelos se presentaron con
una frecuencia menor a 0.01, como se indica en la siguiente tabla.

Tabla XII.- Distribucién de las frecuencias alélicas observadas en el locus D15S80 en
105 individuos de la Comunidad judia del D. F.

ALELO | o8Bs. FREC. x? ALELO | oOs8s. FREC. X2
18 32 0.1523 | 01096 26 2 0.0095 | 0.0097
20 2 0.0095 | 0.0097 28 24 0.1142 | 0.3672
21 9 0.0428 | 0.2105 29 8 0.0381 | 0.1647
22 4 0.0190 | 0.0396 30 7 0.0333 | 7.1573
24 101 0.4809 | 1.6523 31 11 0.0523 | 0.3208
25 9 0.0428 | 3.6873 34 1 0.0047 | 0.0024

En valor de X? obtenido para este sistema fue de 13.7311, siendo menor al valor
critico de tablas 19.675, con 11° de libertad y un «0.05, lo que nos indica que los
valores observados y esperados no presentan una diferencia significativa.

Con respecto a la distribucién de los alelos en ambas poblaciones podemos observar en
la figura 11 y en el anexo A, tabla XXIII que existen varias diferencias empezando
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con el alelo 24 que es muy frecuente en la Comunidad judia del D.F. no siendo asi para
el Valle de México, ocurriendo lo contrario con el alelo 18 que es mds frecuente en el
Valle de México que para la Comunidad judia del D.F.

El tercer alelo mds comin en la Comunidad judia es el 28 con una frecuencia de 0.1142
contra 0.0415 para el Valle de México y el alelo 30 es el tercer alelo mds comdn para
el Valle de México con una frecuencia de 0.1051 contra 0.0333 de la comunidad judia.
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O valle de México O Comunidad judia del D.F.

Figura 11.- Comparacién alélica del sistema D1S80 entre el Valle de
México y la Comunidad Judia del D.F.

También se puede observar que la distribucién del alelo 21 es mayor en la Comunidad
judia, para el resto de los alelos la diferencia entre las dos poblaciones es muy
pequefia o son muy similares como en el caso del alelo 20, 26 y 29. Es importante
mencionar que para el Valle de México se observaron 24 alelos y para la Comunidad
judia del D.F. tnicamente 12.

Debido a que los alelos mds frecuentes en ambas poblaciones son el 18 y el 24, los
cinco genotipos mds comunes presentan cualquiera de estos alelos.

Como se puede observar en la figura 12 y en el anexo A Tabla XXII, este sistemaes el
que presenta mds diferencias en cuanto a la distribucién de los genotipos en ambas
poblaciones por ejemplo: para la Comunidad judia del D.F. encontramos que el genotipo
mds comin es el 24, 24 seguido en forma decreciente por los genotipos 18,24 ~ 24,28
-21,24-24,31~22,24 y 24,25, en contraste conel Valle de México que presenta
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con mayor frecuencia el genotipo 18,24 seguido en forma decreciente por los
genotipos 18, 18 ~ 18,30. - 24,24 - 18, 31y 24, 30.

Los genotipos observados en el Valle de México fueron 78 y para la Comunidad judia

del D.F. 28, sin embargo se encontraron tres genotipos que no se presentan en el Valle
de México que son: 18,34 - 21,30 y 26,29.

En un estudio realizado en 2 subpoblaciones de Nueva York, los Hasidic y no Hasidic
que son judios conocidos como Ahzkenazis que migraron a E.U.A. del este y centro de
Europa, se presenta una distribucién de alelos similar a la Comunidad judia del D.F.,
encontrando para ambas el alelo 24 con el 50% del total de los alelos 3),

Al comparar la distribucién de las frecuencias alélicas de la Comunidad judia del D.F.
con diversas poblaciones mundiales se encontré que son similares con varias
poblaciones Caucdsicas, en donde predomina principalmente el alelo 24 con una
frecuencia de 0.371 a 0.500, el alelo 18 con un rango de frecuencias de 0.1523 a
0.301 y el alelo 28 con frecuencias de 0.050 a 0.1142.

Se pueden observar diferencias entre la Comunidad judia del D.F. y las poblaciones
mundiales con diferente origen antropolégico, como lo son Valle de México, Orientales,
Afroamericanos y una poblacién cerrada Kachari (KA) del noroeste de la India (33 64).
Lo anteriormente expuesto se refleja en la figura 13 y en la tabla XTIII.

Como se puede observar en la tabla XIII, las poblaciones europeas y poblaciones
formadas por individuos de “raza blanca”, presentan los alelos 18 y 24 con mds del
50% del total de los alelos hasta un 80%, no siendo asi para poblaciones como el Valle
de México, Afroamericanos, Orientales y poblaciones cerradas o no estratificadas
como la KA, poblaciones étnicas de Brasil y Australia, sin embargo existen excepciones
como por ejemplo en los estudios de la poblacién de Qatar la suma de las frecuencias
de los alelos 18 y 24 alcanzan (0.2117 y 0.4233 respectivamente) el 63% del totaly en
la poblacién de Kuwait el alelo 24 alcanza una frecuencia de 0.408 (39.54.69.70)
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Tabla XIIL.- Distribucidn de los frecuencias alélicas del sistema genético D1SBO en diferentes poblaciones mundiales,

Alelo | Valle de ) Com.jud. | Caucasi- | Hasidic no Italianos | Espanio- § Alema- | Daneses | Afroame | Orientales| ka Alelo
México { del D.F. 0s Hasidic les nes ricanos
n=385 | n=105 | *n=718 { n=98 n=256 | n=103 | n=120 n=87 n=210 | n=606 | n=204 n=53
14 | 0.0013 -—- - 14
16 | 0.0233 -- 0.001 -— 0,002 - -— 0.011 -—- 0.002 0.034 0.019 16
17 § 0.0129 - 0.002 - 0.005 0.005 0.028 0.025 17
18 § 0.3039 | 0.1523 { 0.237 0.301 0205 0.155 | 02292 | 0472 0.224 0.073 0.152 0.396 18
19 .0039 0.003 0.005 0002 e 0.002 0.003 0.022 0.028 18
20 § 00116 ) 00095 | 0018 0.005 0.014 0015 | 00083 | 0.034 0.028 0.032 0.007 20
21 0.0116 | 0.0428 | 0.021 0.015 0.037 0029 | 00042 } 0.034 0.014 0.115 0.034 0.019 21
22 § 00129 | 0.0190 { 0038 [ 0020 | 0035 | 0053 ( 00542 { 0063 { 0041 | 0081 0017 { 0009 { 22
23 f 00090 0.012 0005 0.008 0019 | 00125 | 0.017 0.019 0.014 0.017 0.009 23
24 | 02207 | 04809 | 0378 0.500 0473 0437 | 04083 | 0.379 0.371 0.234 0.230 0.151 24
25 ] 0.0896 | 0.0428 | 0.046 0.071 0.070 0029 | 0.0375 { 0.034 0.036 0.045 0.027 0.034 25
26 § 00129 | 00095 | 0020 0.005 0.014 0029 | 00167 | 0.040 0017 0.006 0.040 26
27 0.0155 0.007 0.010 0.010 0005 | 0.0125 | 0.006 0.012 0.008 0.047 0.006 27
28 § 0.0415 | 01142 | 0.063 | 0026 | 0055 ] 0107 | 0.0708 | 0069 | 0050 | 0130 | 0076 |} 0047 | 28
29 ) 00337 | 00380 | 0.052 0.015 0.014 0.049 | 0.0500 { 0.034 0.057 0.053 0.042 0.075 29
30 ) 0.1051 { 00333 | 0.008 0.002 [ 0010 | 00208 { 0017 | 0010 { 0009 | 0123 [ 0066 | 30
31 00714 | 00523 | 0072 0.015 0.039 0.044 | 00417 | 0.052 0.088 0.054 0.093 0.085 H
32 | 0.0052 0.006 - 0.014 0.017 0.005 0.007 0.012 0.009 32
3 0.0013 0.003 - 0.005 0.0060 - 0.004 0.005 0.019 33
34 { 0.0052 | 00047 | 0001 | 0.005 [ 0004 { 0.010 | 0.0083 0005 { 0086 | 0005 34
35 1 0.0013 0.003 - 0.002 e - 0.006 0.005 0.002 0.005 0.019 35
36 } 0.0026 - 0.004 - - - 0.0042 | 0.006 0.007 0.001 0.005 0.009 36
37 - 0.001 - 0.002 0.0083 0.002 - 0.007 - 31
38 — - - 00125 - - 38
39 - - 0.003 - -~ -— 0.003 0.005 - 39
40 | 0.0013 40
41 — — - - - - 0.002 { 0002 { 0007 - 41
>41 | 0.0013 Pl 0.001 - - .- - 0.007 - -— >41

(38,44, 64, 65, 66, 67,68)
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Figura 13.- Comparacion alélica del sistema D1580 en diferentes poblaciones mundiales.




8.6.- Equilibrio de Hardy-Wainberg

Para probar la hipétesis de que FIS = 0, lo que implica que el loci estd en equilibrio de
Hardy-Weinberg, se utilizé una prueba de Ji-cuadrada donde x*= n(FIS)* (Nei, 1987),
con un grado de libertad y un o de 0.05, observando los resultados en la siguiente

tabla:

Tabla XIV.- Resultados de la Ji- cuadrada utilizando el indice de fijacién Fis

Locus Tamafio de Heterocigocidad | Heterocigocidad F Ji-cuadrada
muestra observada esperada
Com.Jud.del D.F.
LOLR 115 0.4782 0.496324 0.036517 0.15335
GYPA 115 0.5565 0.486438 -0.14403 2.38566
HBGG 115 0.507 0.496949 -0.02022 0.04704
b7s8 115 0.5739%9 0.487854 -0.17638 3.577511
6C 115 0.661 0.572405 -0.15478 2.754932
D1s80 112 0.7715 0.722983 -0.06711 0.504375
HLADQAL 105 0.7413 0.743457 0.002901 { 0.000883

Valor de tgblas con un grado de libertad y una de 0.5 =

3.841

El valor obtenido de la Ji cuadrada para los 7 loci es menor al valor ¢ritico de tablas,
por lo que se acepta la hipétesis de que los 7 loci (los tres sistemas de identificacién

forense) se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

8.7.- Diferencias significativas entre la Comunidad judia del D.F. y el Valle de

México.

Tabla XV.- Resultados de la Ji- cuadrada para establecer diferencias significativas.

Locus Alelos Ji-cuadrada Grados de Ji-cuadrada tablas
Calculada libertad a 0.5
LDOLR 2 5.12599 1 3.84
GYPA 2 5.061967 1 3.84
HBGG 3 3.865723 2 5.99 i
D7S8 2 0.876925 1 3.84 1
GC 3 32.43344 2 5.99 .
HLADQA1 6 24.29027 5 1.1 !
D1S80 12 94.10999 11 19.1 )
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Con los resuitados observados en la tabla XV se establece que existen diferencias
significativas en cuanto a la distribucién de las frecuencias genotipicas y alélicas de
los loci LDLR, GYPA, GC, HLADQA1L y D1580 entre ambas poblaciones debido a que la
Ji cuadrada calculada fue mayor que el valor critico de tablas por lo que se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Para los loci HBGG y D7S8 la Ji cuadrada calculada fue menor al valor critico de
tablas por lo que se acepta la hipétesis nula, determinando que las distribucién de las
frecuencias genotipicas y alélicas no presentan diferencias significativas entre ambas
poblaciones.

8.8.- Pardmetros estadisticos Gtiles en el drea forense

Tabla XVI.- Valores de heterocigocidad y Homocigocidad, de los sistemas
HLADQAT1, Polymarker y D1580.

LOCUS HETEROCIGOCIDAD HOMOCIGOCIDAD
LDLR 0.4782 0.5218
GYPA 0.5565 0.4435
HBGG 0.507 0.493
D758 05739 0.4261
GC 0.661 0.339
HLA 0.7413 0.2587
D1580 0.7715 0.2785

Como se indica en la tabla de arriba, la heterocigocidad para el sistema Polymarker es
baja, no siendo asi para los sistemas HLADQAL1 y D1580, que presentan una cifra
mayor al 0.70.

Tabla XVII.- Valores de Poder de discriminacién y Poder de exclusién de los sistemas
HLADQALI, Polymarker y D1580.

LOCUS PD OBsS. PD ESP. PE
LDLR 0.63137996 0.62308820 0.18655125
GYPA 0.58253308 0.61709551 0.18366211
HBGG 0.64332703 0.63955074 0.20385254
D758 0.57376181 0.61865016 0.18440011

6C 0.71470699 0.74474465 0.29893230
HLA 0.90051020 0.90346551 0.53851226
D1s80 0.89705215 0.90061792 0.53675640

- TOTAL 0.99993164 0.99995142 0.93537502




En la tabla XVII podemos observar que el poder de discriminacién de manera
individual es bajo para los loci LDLR, GYPA, HBGG, D758 Y GC, no obstante para los
tres sistemas de identificacidén forense es de 0.9999316 y presentan un poder de
exclusién del 0.93537.
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CAPETULO IX.- DISCUSION

Como se puede observar en la tabla ITI, sobre el origen de los abuelos de las personas
que integran el estudio, se advierte claramente que, un nimero reducido de personas
de la comunidad judia nacieron en nuestro pais: por ejemplo para los abuelos maternos
se encontraron 6 individuos con ambos abuelos maternos nacidos en México y 5
individuos con uno de los dos abuelos nacidos en México y para el origen de los abuelos
paternos, unicamente 3 individuos tuvieron ambos abuelos nacidos en México y 2
individuos caon uno de los dos abuelos nacidos en nuestro pais. El resto de los abuelos
nacieron y migraron de diferentes partes de Europa como Polonia, Rusia, Siria y solo
una pareja de abuelos paternos nacié en Cuba.

Muchos de los descendientes de la comunidad judia moderna (representados en este
estudio por los abuelos paternos y maternos), se establecieron en varios estados
incluyendo el Distrito Federal, desarrolldndose en diversas dreas como: la econdmica,
cultural, social y religiosa, motivo por el cual, mds del 50% de los padres de los
encuestados nacieron en nuestro pais, pasando a ser parte de la poblacién mexicana. €l
resto de los padres migraron de paises como Polonia, Rusia, Siria y Alemania entre
otros, integrdndose a la comunidad Judia establecida en el Distrito Federal.

Sistema HLADQAL1

En el sistema HLADQAL la distribucidn de los alelos 1.1, 1.2, 1.3 y 2 es mds frecuente
en la comunidad Judia det D.F. que para la poblacién del Valle de México, observdndose
el mismo patrén de distribucién para la mayoria de las poblaciones caucdsicas.

Lo anterior no quiere decir que estos alelos son caracteristicos o sélo se presenten en
la raza caucdsica, ya que pueden existir algunas variaciones como se pudo observar en
la tabla VIT en donde la poblacién Austriaca y Britdnica presentan una distribucién
bastante homogénea para todos alelos del sistema, a excepcidn del alelo 1.3 e incluso
se encuentra lo mismo para la muestra de caucdsicos la cual incluye a personas de raza
blanca sin importar la nacionalidad. También hay que hacer notar que las poblaciones

que presentan la frecuencia mds baja para el alelo 3 son la hiingara e italiana,

contrastando con las demds poblaciones caucdsicas que presentan frecuencias
superiores a 0.1.

En poblaciones bien identificadas como los esquimales del sur y del norte de Alaska,
los japoneses y los afroamericanos, el sistema HLADQAL puede distinguir a estos
individuos debido a las diferencias en la distribucién de los alelos por ejemplo, los
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japoneses presentan la frecuencia mds alta para los alelos 3 y 1.3 y los africanos el
alelo 1.2 y también puede diferenciar a la poblacién del Valle de México ya que los
alelos mds comunes son el 3 y 4 y posee frecuencias bajas para el alelo 2 y para los
subtipos delalelo 1.

Cuando se realiza un estudio en alguna poblacién aislada o endogdmica, los resultados
no son muy Utiles para la identificacién de individuos, debido a que, estas poblaciones
tienden a la fijacién de un alelo, caracteristica que resulta de la consanguinidad. Por
ejemplo, en un estudio realizado en 2 poblaciones indias norteamericanas, el alelo 4
representa mds del 70 % del total de los alelos y por consecuencia el genotipo mds
comin es el 4,4, con una frecuencia para Navajo de 0.504 y para Pueblo 0.573,
aumentando de esta manera la homocigocidad.

Sistema Polymarker

La distribucién de las frecuencias observadas en la comunidad judia del D. F. son
similares a las encontradas en caucdsicos, judios ortodoxos (Hasidic), judios no
Hasidic y a la poblacién espafiola, lo que sugiere que, los integrantes de la muestra
analizada se incluyen dentro de la poblacién caucdsica.

Por otro lado, en la comparacién realizada con diferentes poblaciones mundiales se
observd que, los loci LDLR, HBGG Y GC pueden dividir a los individuos en 3 grandes
grupos que son: los caucdsicos, japoneses y afroamericanos, asi como lo hace con la
poblacién del Valle de México, debido a que la distribucién de ciertos alelos es mds
frecuente en una poblacién y muy baja en otras.

Con respecto al locus LDLR, dos poblaciones antropolégicamente distintas como lo son
la japonesa y la afroamericana presentan la misma distribucién en ambos alelos, por lo
tanto, este locus Gnicamente podria diferenciar a las poblaciones caucdsicas y a la del
Valle de México.

Para la poblacién de esquimales del sur de Alaska, el alelo A del locus LDLR (0.616) y el
alelo B del locus HBGG (0.844) presentan la frecuencia mas alta observada en la
comparacién alélica mundial. Estas frecuencias nos indican que existe una fijacién de
alelos, probablemente resultado de una deriva génica, fenédmeno que se presenta en
poblaciones pequefias y en ausencia de mutacién, un alelo eventualmente se fijara
originando una poblacién homocigota, reduciendo su variabilidad.
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Como se mencioné en el apartado de resultados, el alelo menos frecuente en todas las
poblaciones para el locus HBGG es el C, a diferencia de la poblacién afroamericana que

presenta una frecuencia elevada, siendo el Unico alelo que se podria considerar como
caracteristico para esta poblacién,

Sistema D1580.

En el sistema D1S80 la distribucién del alelo 24 es mds frecuente en la comunidad
judia del D.F. que para el Valle de México, observando lo mismo para todas las
poblaciones caucdsicas que se describen en la tabla XIII, siendo un alelo muy comiin

en estas poblaciones, lo que sugiere que los integrantes de la muestra analizada son de
raza caucdsica.

El sistema D1580 tiene la capacidad de distribuir a la poblacién humana en grupos muy
generales como: los caucdsicos, orientales y africanos, debido a la diferencia en
cuanto a la distribucién de los alelos, por ejemplo: los alelos mds comunes en la
poblacién oriental son el 24, 18 y 30, para los afroamericanos el 24, 28 y 21 y por
Gitimo para la poblacién caucdsica el alelo 24.

Con respecto a las poblaciones aisladas o endogamicas como, los judios ortodoxos
(Hasidic) se puede observar que el 50 % del total de los alelos corresponde al 24, el
aumento de la frecuencia de un alelo dd como resultado que la homocigocidad aumente

obteniendo para esta poblacién un valor de 39.8 %, pudiendo ser reflejo de una deriva
génica.

Dos de las caracteristicas que debe poseer un marcador genético para ser utilizado en
el drea forense son su gran polimorfismo y que la distribucién de sus alelos sea
homogénea en la poblacién. El sistema D1S80 presenta 30 alelos, sin embargn:; como se
observa en la figura 11 y en la tabla XXIITI, hay dos alelos que acaparan mds del 50 %
de la frecuencia total del marcador D15S80. Para el Valle de México encontramos para
el alelo 18 una frecuencia de 0.3039 y el 24 con una frecuencia de 0.2207; para la
comunidad Judia del D.F., se observé lo siguiente: para e! alelo 18 una frecuencia de
0.1523 y alelo 24 una frecuencia de 0.4809.

Como resultado de lo anterior las combinaciones mds frecuentes son: para el valle de
México 18,24 y para la comunidad Judia del D.F. el genotipo 24,24. Sin embargo esto
no quiere decir que el sistema no es Util, ya que pardmetros como el de
heterocigocidad (0.7715) y poder de discriminacién{ 0.897) nos indica que el sistema
presenta una homocigocidad baja por lo que el alelo 24 se encuentra mds en sus
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genotipos heterocigotos y que se puede diferenciar a dos individuos tomados al azar de
la misma poblacién con una probabilidad del 89%.

Lo mismo ocurre con el sistema HLADQA1 en donde los genotipos mds frecuentes son
3,4 y 4,4 para el Valle de México y para la comunidad Judia del D. F. sonel 4,4, 34 y

1.1,4, no obstante presentan un poder de discriminacién del 86 % y 90%
respectivamente.

Con el objetivo de aumentar pardmetros como el poder de discriminaciény el poder de
exclusién, es necesario utilizar siempre la mayor cantidad de marcadores genéticos
para acercarnos cada vez mds a una identificacién casi del 100%.

Los resultados obtenidos del andlisis estadistico para ver si existen diferencias
significativas entre la comunidad judia del D. F. y el Valle de México, indicaron que los
sistemas HLADQAI1, D1S80 y los loci LDLR, GYPA y GC del sistema Polymarker,
presentan diferencias significativas, motivo por el cual las frecuencias generadas en
este estudio se manejaran por separado y se generard un banco de datos de la mayoria
de los integrantes del Valle de México, tomando en cuenta que existen grupos o
comunidades con diversos origenes en la misma poblacién.

Como se ha mencionado, existen diferencias entre las poblaciones en cuanto a la
distribucién de los genotipos y alelos de algunos marcadores, asi como a nivel de
fenotipo, como se pudo observar entre la comunidad Judia del D.F. y la poblacién del
Valle de México para el sistema sanguineo ABO, en donde se encontré que la

distribucién de los grupos es muy diferente, aun tratdndose de individuos de la misma
poblacién.

Por todo lo anterior, es importante tomar en cuenta los antecedentes histéricos de la
poblacidn a estudiar, principalmente si ha existido migracién o si ha estado actuando la
deriva génica o uniones preferenciales que puedan explicar las diferencias y

posteriormente analizar por separado las frecuencias alélicas y genotipicas de las
distintas subpoblaciones.

Como se precisa en tabla XVII el poder de discriminacién para los tres sistemas de
identificacién forense HLADQAI1, Polymarker y D1S80 es de 0.99993164 lo que indica
que, pueden diferenciar a dos individuos tomados al azar de una misma poblacién y un
poder de exclusién de 0.93537, siendo lo ideal para una prueba de identificacién
0.99999, por lo que se deben tipificar la mayor cantidad de marcadores genéticos

como los STR's, que actualmente se manejan en Laboratorio de Genética Forense de la
P.6.J.D.F.
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CAPTITULO X.- CONCLUSIONES

> La Comunidad Judia del D.F. y la poblacién del Valle de México presentan
diferencias en cuanto a la distribucién de la mayoria de sus alelos y genotipos
en los sistemas de identificacién forense HLADQAL, en los loci LDLR, GYPA, Y
GC, asi como el D1S80; aun tratdndose de habitantes de la misma poblacién en
este caso Distrito Federal, debido a que tienen diferentes origenes
antropolégicos, pero principalmente por su cultura y religién no han permitido

que exista una integracidén total de su comunidad con el resto de la poblacién
del Vaile de México.

» Debido a las diferencias en ambas poblaciones se establece que la migracién
de la Comunidad Judia del D.F. modifica las frecuencias alélicas y genotipicas

del Valle de México, por lo que el manejo de los resultados se hard por

separado y formaran parte de la base de datos que actualmente se utilizaen el

Laboratorio de Genética Forense de la P.G.J.D.F.

» La muestra estudiada de la Comunidad Judia del D.F., se encuentra en
equilibrio de Hardy - Weinberg, lo que nos indica que no ha actuado ninguna
fuerza de evolutiva de manera importante, como seleccién natural, migracién e
inmigracién, manteniéndose de esta forma las frecuencias alélicas y genotipicas

de generacidn en generacién, debido a que la Comunidad Judia presenta un

intercambio genético reducido.

» El resultado obtenido en los pardmetros forenses poder de discriminacién y
poder de exclusién indica que los sistemas genéticos HLADQALI1, Polymarker y

D1S80, son capaces de diferenciar a 2 individuos tomados al azar de una misma

poblacién, siendo de gran utilidad en la resolucion de problemas de

identificacién de individuos en casos como violacién, homicidio y paternidad.
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Anexo A.-

Comparacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de los 3 sistemas genéticos
de aplicacién Forense entre el Valle de México y la Comunidad Judia def D.F.

Tabla XVIII.- Comparacién de las frecuencias genotipicas del sistema HLADQA1
entre el Valle de México y la Comunidad Judia del D.F.. ( Datos tomados de 33 y banco de
datos del laboratorio de Genética Forense de la P.6.J.D.F.)

Comunidad Judia

Valle de México Valle de México

Genotipo n = 600 ::l. t:le Genotipo n = 600 tri'cl- D;:z
11,11 0.0133 0.0089 13,13 ' 0 I
11,12 0.0083 0.0089 13,2 0.005 0.0178
11,13 0.005 0.0089 13,3 0.0166 00089
11,2 0.0133 00357 13,4 0.0266 a 00535
11,3 0.055 0.0892 Te2 0.0066 o’
11,4 0075 "7 oazs 2,3 0.04 0.0178
12,12 0.0033 0.0267 2.4 ’ 00483 00892
12,13 0.0083 ' 00267 33 0.0833 00446
12,2 0.005 00178 3,4 ‘02766 0.125°
12,3 0.0483 0.0089 44 XV 01785
1.2,4 0.0916 T 01071 T o

Comunidod Judia

Tabla XIX.- Comparacién de las frecuencias alélicas del sistema HLADQAT1 entre el
Valle de México y la Comunidad Judia del D.F.

Valle de México Comunidad Judia

Alelo deil D.F.

: n = 600 n = 132

T 7T T 7 oo9te 0.1428

T2 7 oosat T 0.1116
‘1.3 0.0308 ' 0058
2 0.0625 0.0892

3 " 0.3016 ‘0.1696

4 0429 7 o0azss
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Tabla XX.~ Comparacién de las frecuencias genotipicas del sistema Polymarker entre
el Valle de México y la Comunidad Judia del D.F.. (Dotos tomados de 33, 34 y banco de datos
del laboratorio de Genética Forense de la P.6.J.D.F.)

Genotipo Vollcn dc;ggxlco Comq;rlild '::::Mh Genotipo Vaile dc;ééxlco M‘;‘;’;d FJ.'udh :
= n = 115 ne n =115
LDLR-AA 0.3025 0.2173 HBGG-CC o T T T
LDLR-AB 0.4687 0.4782 D758-AA ‘03764 02869
LDOLR-BB 0.2286 0.3043 D758-AB 0.4687 " 05739
GYPA-AA 0.427% 0.3043 D758-B8 0.1548 © 7 oaset
GYPA-AB 0.463 0.5565 6C-AA 00355 00521
GYPA-BB 0.1093 0.1391 6C-AB © 0193 00782
HBGG-AA 0.1065 0.1565 GC-AC 0.2045 o 0.426 i
HBGG-AB 0.4446 0.4521 ec-e8 00823 00174
HBGG-AC oons 00173 6c-8C " 03295 ' 0.1565
HBGG-BB 0.4275 0.3365 ec-cc 0.2286 T 02695
HBGG-BC 0.0099 00173 ’ - B T

Tabla XXI.- Comparacién de las frecuencias alélicas del sistema Polymarker entre el
Valle de México y la Comunidad Judia del D.F.

Valle de México Comunidad Judia Valle de México Comunidad Judia
del O.F. Alelo

Atete n =708 n = 115 n =705 :.l- Dxles.
LDLR-A 05369 04565 HBGG-C 00106 00173
LOLR-B 0463 T 05434 D7S8-A 06108 ' os782
GYPA-A 0659 05826 D758-8 o3sg2 1 Toazi7’
GYPA-B 03409 0.4173 6c-o 01974 77 o3
HBGG-A 0.3345 03913 6C-B 03068 | 01347
HBGG-B 06548 05913 " ecc 04957~ 7 osmes2
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Tabla XXII.- Comparacién de las frecuencias genotipicas del sistema D15S80 entre el
Valle de México. y la comunidad Judia del D.F. (Datos tomados de 33, 41 y banco de datos del
laboratorio de Genética Forense de la P.6.J.D.F.)
Genotipo Vallend:;g;xico coml:;:ldcblﬁilgumu Genotipo Va||gnd:3Ag§xico C°’“;\'::;ii‘*d‘°
n= 105 n= 105
14,41 0.0026 o " 2323 00026 ’ o
16,16 0.0026 "o " 2325 00026 o
16,18 0.0181 el T T 23,29 10.0026 o
16,24 0.0103 0 “23.30 00026 o
16.25 0.0052 o T T aaza ‘00597 7 0.2000
16,27 0.0026 K- ‘24,25 00285 "~ oo0380
16,28 0.0026 o 24,26 '0.0052 0.0095
16,31 0.0026 o " 24,27  ooi03 7 o
17.17 0.0078 o 24,28 00181 0.1428
17,18 0.0052 o 24,29 00103 0.0190
17,24 0.0026 o 2430 00363 0.0095
17.29 0.0026 o 24,31 0.0285 0.0666
18,18 0.1220 00190 " 24,32 00052 . o
18,20 00129 0.0095 24,34 00052 )
18,21 0.0103 o 24,35 " 00026 o
18,22 ooo26 o " 2436 00026 )
\ 18,23 oooze g 2825 oot8l 0.0095
18,24 01350 " aie19 25,28  ooos2 T
18,25 0.0337 "~ Tooz85 2829 00078 o
; 18,27 0.0103 ’ o o o 25‘36 ) N 0.0285 o -
" 18,28 00103 - oot90 . 28,31 " ‘00207 o
18,29 Teot03T T T oowo ‘2s33 | 00026 T o
18,30 00649 7 T o095 T " 26,26 00078 o
18,31 00415 77 ‘0095 ~ T 26,29 o 0.0095
18,32 0.0052 C o [o] i V26,30‘ © 7 00052 ' [o] '
18,34 o ‘00095 2730 Qoos2’ e
19,25 0.0026 e T 27.40 0.0026 o
4 19,29 0.0026 Y " 28,28 " oooze ‘00190




19,30 00026 - v S -Yo 1< & Y Y

20,24 .~ 00052 " ""oposs “2830 | oow3 77 g

20,28 00026 T T 2831 0003 7 Tooeo
20,31 T ooo2e T T T T T " 28,34 00026 ) o
21,23 00026 T o ' 29.29 " 0.0052 o

21,24 0.0052 0.0666 29.30 0.0052 ' o010
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Tabla XXIII.- Comparacién de las frecuencias alélicas del sistema D1S80 entre el
Valle de México y la Comunidad Judia del D.F.

Alelo Valle de México Com::lld‘:;’udia Alelo Velle de México Com::lld ;d‘::"'dh‘
n = 388 105 n = 385 - 105
14 0.0013 o 27 o015 0
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ANEXO B.- TECNICAS Y REACTIVOS

Técnicas

I.- Extraccién de DNA.

Se utilizaron 2 técnicas para la extraccién del DNA de las muestras sanguinecs, la
primera con el kit de extraccién de LIFECODES Corporation descrita en el manual de
trabajo de Perkin Elmer y la segunda empleando Chelex al 5%, que es una resina con un
pH 11, quelante de iones metdlicos divalentes.

LIFECODES.

1.- Tomar 1ml. de sangre periférica y colocarla en un tubo estéril de 1.5 ml. de
capacidad, centrifugar a 10,000 rpm.

2.- Desechar el plasma y agregar 0.5 ml. de buffer de lisis de células y agitar con e!
vortex hasta deshacer el botén, centrifugar a 8,000 rpm.

3.-Desechar el sobrenadante y agregar 0.5 ml. de Buffer de lisis de celular, agitar con
el vortex y centrifugar a 8,000 rpm. Este paso se repite 2 veces.

4.- Se desecha el sobrenadante y cuando se observa el botén blanco, se le agrega 0.5
ml. de buffer de lisis de proteinas, agitar con el vortex y centrifugar a 8.000 rpm.

5.- Prepara una mezcla maestra con lo siguiente, 225 pl de buffer de lisis de proteinas
y 25 ul de Proteinasa K (10 mg/ml) por cada muestra.

6.- Desechar el sobrenadante y agregar 250 pl de la mezcia maestra, colocar la
muestra 2 hr a 56 °C.

7.- Cuantificar la muestra.

CHELEX®

1.- Colocar 3 pl de sangre total en tubo estéril de microcentrifuga de 1.5 ml.

2.- Adicionar 1 ml de agua desionizada estéril, mezclar suavemente e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Mezclar ocasionalmente por inversién,

3.- Centrifugue las muestras a 10,000 rpm durante 2 minutos.

4.- Remueva todo el sobrenadante a excepcién de 30 nl de cada muestra y deseche.

5.- Adicione Chelex® al 5% hasta un volumen final de 200 pul.

6.- Incubar la muestra a 56°C de 20 a 30 minutos.

9.- Agite las muestras en vortex de 5 a 10 segundos dos veces durante el tiempo de
incubacidn. .

8.- Hervir las muestras durante 8 minutos.

9.- Centrifugar las muestras a 10,000 rpm durante 2 minutos.

11.- Amplificar las muestras por PCR utilizando 20 pl de sobrenadante para los
sistemas HLADQAL y Polymarker y 15 pl para el sistema D1580.

12.- Almacene el DNA genémico en el refrigerador de 2 a 8°C.

Para la extraccién del DNA de células de la mucosa oral fijadas en alcohol se
empleo la siguiente técnica.

1.- Tomar 400 ul de saliva y centrifugar a 12,000 rpm durante 5 minutos, desechar el
sobrenadante y lavar el botén o pellet con 0.5 ml de buffer de digestién, centrifugar y
desechar el sobrenadante.
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2.-Adicionar 0.5 ml. de buffer de digestién, 15 ul de proteinasa K (10mg/ml) y 8 ul de
DTT, incubar a 56°C durante dos horas, cada 15 o 20 minutos agitar vigorosamente la
muestra.

3.- Terminado el tiempo, centrifugar a 12,000 r?‘m durante 5 minutos, colocar el
sobrenadante en otro tubo estéril de 1.5 ml y desechar el botén.

q.- Agre%ar el mismo volumen de etanol absoluto frio e invertir el tubo varias veces y
congelar la muestra por 30 minutos. .

5.- Centrifugar a 10,000 rpm a una temperatura de 4°C durante 5 minutos.

6.- Decantar el sobrenacranfe y adicionar 1.0 ml de etanol ai 70% a temperatura
ambiente, centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos y decantar.

7.- Evaporar el exceso de alcohol y posteriormente disclver la muestra en buffer TE o
en agua libre de nucleasas.
8.- Cuantificar la muestra

II.- Cuantificacién del DNA en gel de agarosa

La cuantificacién del DNA se realiza mediante una electroféresis.

1.- El corrimiento electroforético se Hevo a cabo con agarosa BRL grado
electroféresis, concentracién del 1% en buffer TAE 1x.Para la preparacién del gel se
realizé lo siguiente: pesar 1 g de agarosa y disolver en 100 ml de buffer TAE 1X,
calentar hasta que se fundan totalmente los granos de agarosa, colocar en moldes de
11 x 14 cm. con un peine para formar los pozos.

2.- Mezclar 7 pl de DNA gendmico \Sun 1 ul de loading buffer y aplicar. Colocar en el
gel estdndares de concentracién de DNA de 1, 2.5, 5, 10, 20, 30, 50 y 100 ng/pl.

3.- Correr el gel a 100 voltios aproximadamente por una hora, terminado el tiempo
colocarlo en 200 ml. de agua con 3 pl de bromuro de etidio (0.5mg/ml) durante 10
minutos.

4.- Lavar el exceso de bromuro con agua, colocar el gel en un transiluminador de luz
UV para determinar la fluorescencia y realizar la comparacién de las muestras con los
estandares de concentracién.

III.- Amplificacién mediante PCR de los 3 sistemas genéticos de identificacién
forense utilizados en el estudio.

La amplificacién de las secuencias especificas de DNA para cada marcador se realizé
por medio de la PCR. Los kits comerciales, contienen una mezcla de reaccién que se

fracciona en tubos de 0.5 ml, con 40 ul en el caso de HLA DQ alpha y Polymarker y
con 20 pl en el caso de D1S80.

Para los sistemas HLADQAL y Polymarker se utilizan las siguientes condiciones de
amplificacién

1.- Marcar los tubos que contienen la mezcla de reaccién con el nimero
correspondiente.

2.- Adicionar 40 pl de cloruro de magnesio MgCla 8mM. para HLADQAL y 40 unl de
primer para Polymarker a cada tubo
3.- Poner dos gotas de aceite mineral a cada tubo.
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4.- Colocar de 1 a 20 ul de DNA gendmico para obtener una concentracién final de 2 a

ng.
5.- Elevqr las muestras al termociclador y programar 32 ciclos con los siguientes
condiciones:

+ Desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos.
¢ Alineamiento a 60 °C durante 30 segundos.
& Extensiéna 72 °C durante 30 segundos.

Después de los 32 ciclos de amplificacién, se realiza un ciclo de extensiéna 72 ° C
durante 10 minutos.

En cada amplificacién se incluye una muestra como control positivo, que consiste de un
DNA genémico conocido que contiene el kit comercial. De igual manera se incluye un

control negativo que Gnicamente lleva la mezcla de reaccién, MgClz 8BmM y 20 ul de
agua.

Para el sistema Genético Forense D1S80 se utilizaron las siguientes condiciones de
amplificacién:

1.- Marcar los tubos que contienen la mezcla de reaccién con el nimero
correspondiente.

2.- Adicionar 10 ul de MgC!l: 5mM a cada tubo.

3.- Poner una gota de aceite mineral a cada tubo.

4.- Colocar de 1 a 20 ul de DNA gendmico para obtener una concentracién final de 2 a
15 ng.

5.- Llevar las muestras al termociclador y programar 29 ciclos con las siguientes
condiciones:

& Desnaturalizacién a 94 °C durante 60 segundos.
¢ Alineacién a 65 °C durante 60 segundos.
e Extensiéna 72 °C durante 60 segundos.

Después de los 29 ciclos de amplificacién, se realiza un ciclo de extensién durante 10
minutos a 72 °C.

Realizar un gel con agarosa de separacién de productos de PCR al 4% (4 g. en 100 ml
de buffer TAE 1X), para verificar la amplificacién de las muestras. Aplicar y correr
las muestras como se indica en la seccién 2.

Iv.- Hibridaciéngor reverso de dot blot para la obtencién de los genotipos de
los sistemas HLADQAL1 y Polymarker.

Para la obtencién de los genotipos de ambos sistemas se utilizan unas tiras o sondas
de hibridacidn de nylon.

A) Hibridacidn del sistema genético HLADQAL1.

1.- Colocar las sondas de hibridacién en una charola con 8 canales y etiquetarlas.

2.- Desnaturalizar en el termociclador a 95°C el producto amplificado por PCR de 3 a
10 minutos.

3.- Preparar la siguiente mezcla por cada sonda:

¢ 3.3 ml. de solucién hibridizadora

e 27 nl de enzima conjugada.

4.- Colocar 3ml de la mezcla en cada uno de los canales que contienen las sondas.
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5.- Tomar 35 ul del DNA amplificado y desnaturalizado y adicionario a la sonda
correspondiente.

6.- Colocar la charola a 55°C y agitar a 50 rpm durante 20 minutos.

7.- Desechar la solucién y secar, adicionar 10 ml. de solucién lavadora a cada sonda y
agitar durante algunos segundos a temperatura ambiente, desecharg secar.

8.- Agregar 10 ml. de so?ucién lavadora por cada sonda, colocar a 55°C y agitar a 50
rpm durante 12 minutos.
9.- Repetir el paso 7. Agregar 10 ml. de solucién lavadora por cada sonda, colocar a
55°C y agitar a 50 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

10.- Desechar la solucién y secar. Agregar 10 ml. de buffer de citratos a cada sonda y
clx?imr a 50 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Durante el lavado con buffer de citratos, preparar para cada sonda el desarroilo
de color con lo siguiente:

¢ 10 ml. de buffer de citratos
¢ 10 ypl de perdxido al 3%
¢ 0.5 ml. de solucién cromogena (TMB)

12.- Transcurridos los 5 minutos desechar la solucién de la charola y secar.

13.- Agregar 10 ml. de la solucién desarrollo de color a cada sonda y tapar con un
pldstico negro, para evitar la luz.

14.- Agitar a Sg:pm a temperatura ambiente de 10 a 30 minutos, una vez desarrollado
el color, desechar la solucién y colocar las sondas en un recipiente con agua
desionizada.

15.- Observar los puntos azules presentes en las sondas y tipificar para obtener el
genotipo.

A) Hibridacién del sistema genético Polymarker.

1.- Colocar las sondas de hibridacién en una charola con 8 canales y etiquetarlas.

2.- Desnaturalizar a 95°C el producto amplificado por PCR de 3 a 10 minutos.

3.- Adicionar 3.3 ml. de solucién hibridizadora por cada tira.

4.- Tomar 20 pl del DNA desnaturalizado, adicionario a la sonda correspondiente.

5.- Colocar las muestras a 55°C y agitar a 50 rpm durante 15 minutos.

6.- Preparar una mezcla 3.3 mi. de’solucién hibridizadora y 27 pl de enzima conjugada
por cada sonda (5 minutos antes de que termine el tiempo del paso 6).

7.- Terminados los 15 minutos de incubacién, desechar la solucién de la charola y
secar, adicionar 5ml. de solucién lavadora precalentada y agitar durante algunos
segundos, desechar y secar.

8.- Adicionar 3.3 ml. de la mezcla preparada en el paso 6 a cada sonda e incubar a
55°C, agitar a 50 rpm durante 5 minutos.

9.- Desechar la solucién y secar, realizar un lavado como se indica en el paso 7 pero
con solucién lavadora a temperatura ambiente.

10.- Adicionar 5ml. de solucién lavadora por cada sonda e incubar durante 12 minutos a
55°C y agitar a 50 rpm.

11.- Desechar la solucién y secar, repetir paso 9 y posteriormente adicionar 5 ml. de
buffer de citratos a cada sonda, colocar y agitar a 50 rpm a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

12.- Durante el lavado con buffer de citratos, preparar por cada sonda el desarrollo
de color con lo siguiente:

5 ml. de buffer de citratos

-
¢ 5 ide peréxidoal 3%
¢ 0.25 ml. de solucién cromogena (TMB)
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13.- Transcurridos los 5 minutos desechar la solucién de la charola y secar.

14.- Agregar 5 ml. de la solucién desarrollo de color a cada sonda y tapar con pldstico
negro, para evitar la luz.

157~ Agitar a 50 rpm a temperatura ambiente de 10 a 30 minutos, una vez desarrollado
el color, desechar la solucién y colocar las sondas en un recipiente con agua
desionizada.

16.- Observar los puntos azules presentes en las sondas e interpretar para obtener el
genotipo.

V.- Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para la determinacién de los
genotipos del locus D1S80.

Preparacidn del gel.

1.- Colocar en vaso de precipitado 30 ml de agua desionizada, 2 ml de buffer TBE 10
X,y 8 ml de gel concentrado de alta resolucién (GDG), agitar levemente. Agregar 400
pl de persulfato de amonio al 10 % y 20 ul de TEMED. Colocar la mezcla entre las
placas de vidrio de la cdmara de electroforesis vertical con espaciadores de 0.8 mm,

insertar un peine en la parte superior para la formacién de los pozos y por ultimo
dejar Polimerizar.

E!"6GDG es un Kit comercial distribuido por la compatfiia Applied Biosystems: GeneAmp
Detection Gel que a comparacién de la poliacrilamida convencional5presenfa una mejor

resolucién para fragmentos de dcidos nucleicos de un rango de 50 a 2000 pares de
bases. El TEMED es el N, N, N', N'tetrametil etilén diamina.

Una vez polimerizado el gel:

1.- Colocar 10 ul de la muestra amplificada y 10 pl de ladder cada 3 muestras.
2.- Ya cargado con las muestras correr el gel durante 1 % horas a 300 volts.
3- Terminado el tiempo, dejar enfriar el gel aproximadamente 15 minutos, desprender

las placas de vidrio y cortar un extremo superior del gel para indicar el inicio de la
aplicacién de las muestras.

4.- Colocar el gel en bromuro de etidio durante 15 minutos y visualizar con luz UV para
determinar los alelos presentes mediante la comparacién del ladder.

Interpretacién de los genotipos.

Para interpretar los alelos presentes en cada muestra se realiza una comparacién
utilizando como referencia un ladder o patrén alélico de bandas con un peso molecular
conocido, integrado por 27 alelos o bandas que empiezan a partir del alelo 14 no
existiendo el 15 hasta el 41 y »41, posteriormente se realiza la comparacién.

REACTIVOS

1. Kit de extraccién de DNA LIFECODES
Bufer de lisis celular (Cell Lysis Buffer), contiene sacarosa, MgCl; y Tritén X-

100.
Bufer de lisis de proteinas (Protein Lysis buffer), contiene NaEDTA y NacCl.

2. Chelex 100 Sigma Bio Rad
Pesar 0.5 g de Chelex y aforar a 10 mi.
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10.

11.

12.

13.

Buffer de digestién
Concentracién final

1.22gr. de Tris base 10mM
24.4gr. NaCl 400mM
0.75?. NazEDTA 2mM
Disolv

er todos los reactivos en 800 ml. de agua destilada desionizada, ajustar
el pH a 8.2 usando HCI 6N. Colocar la solucidn en un matraz volumetrico de 1
litro y aforar con agua destilada desionizada.

Proteinasa K ( Smg/ml) .
Disolver 100mg de proteinsa K en 10 ml de agua desionizada, transferir a un
matraz de 25 ml y se agregan otros 10 ml de agua desionizada. Dispensar la
solucién anterior en alicuatas de 0.5 ml y almacenar a ~20° C.

Dithiotreitol. (DTT) 0.039 M
Disolver 0.06 g de DTT en 10 m! de agua desionizada.

Bromuro de Etidio Solucién 1000X (0.5mg/ml)
Adicionar 50 mg de bromuro de etidio en 80 m! de agua destilada. Aforar a 100
ml.

SDS al 20 % (Dodecil sulfato de sodio)

Disolver 200g de dodecil sulfato de sodio en 800 ml de agua desionizada en
vaso de precipitado, calentar si es necesario a 37 °C en bafioc maria para
disolver completamente. Aforar a un litro.

EDTA 0.5 M pH 8.0

Disolver 186.1 g de etiléndiamino tetraacetato de sodio (NA2EDTA 2H20)
en BOO m! de agua desionizada, ajustar el pH a 8.0 (£ 0.2) con
aproximadamente 20 g de NaOH y aforar a un 1 litro.

20 x SSPE

Disolver 7.43 de EDTA en 800 ml de agua desionizada. Ajustar el pH a 6.0
(x 0.2) con hidréxido de sodio 10 N. Adicionar 210 g de cloruro de sodio y 27.6
de fosfato de sodio monobdsico , monohidratado (NaHzPO4 Hz0). Ajustar el pH
a 7.4 (£ 0.2) con hidréxido de sodio 10 N y por ditimo aforar a un litro.

Solucién Hibridizadora

Colocar en un matraz aforado de un litro 250 ml de 20X SSPE y 25 ml de SDS
al 20% posteriormente aforar.

Solucién Lavadora.
Colocar 250 ml de 20X SSPE y 10 ml de SDS 20% y aforar a 2 litros.

Buffer de Citratos
Disolver 18.4 g de citrato de sodio dihidratado (Na3iCeHs07 2H20) en 800 ml de
agua desionizada , ajustar el pH a 5.0 (+ 0.2) adiciondndole 6 g de dcido citrico
monohidratado (Cbl-faO'z H20), aforar a un litro.

Kit AmEIiType HLA DQ alpha PCR Amplification and Typing™*
Perkin Elmer contiene:
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Mezcla de Reaccién 2.4 ml. Contiene primers , AmpliTaq DNA polimerasa,
dATP, dGTP, dTTP y dCTP en buffer.

MgCl2 solucién 8 mM.- 2 tubo con 1.5 mi

Control positivo de DNA 0.2 ml. Concentracién de 100 ng/ml., presentando el
genotipo 1.1,4

Aceite mineral 5 ml.

50 membranas de hibridacién

Enzima conjugada HRP-SA conteniendo 2 ml estreptoavidina peroxidasa
disuelta en buffer.

Cromégeno TMB contiene 60 mg de 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina. Disolver en
30 ml de etanol absoluto.

. Am IiTEFe PM PCR Amplification and Typing Kit.*™
Perkin Elmer contiene:

Mezcla de reaccién para PCR.- AmpliTaq DNA polimerasa, MgCi2, dATP, d6TP,
dT TPy dCTP en buffer salino. 2.4 ml|

Primer .- 2 tubos. Contienen 12 primers marcados con biotina en buffer salino.
1.2ml /tubo.

Control positivo de DNA con una concentracién de 100 ng/ml., presentando e!
genotipo BB, AB, AA, AB Y BB para los loci LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC
respectivamente. 0.2 ml

Aceite mineral 5 ml,

50 membranas de hibridacién

Enzima conjugada HRP-SA conteniendo 2 ml estreptoavidina peroxidasa
disueita en buffer.

Cromégeno TMB contiene 60 mg de 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina. Disolver en
30 ml de etano!l absoluto.

** Actualmente se unieron los dos kits y se adquiere con el nombre AmpliType

PM+DQA1l PCR amplification and Typing Kits, distribuidos por Applied
Biosystems.

. AmpliFLP™ D1580 PCR Amplification Kit
Applied Biosystems contiene:

Mezcla de Reaccidén 1.1 ml. Contiene dos primers , AmpliTaq DNA polimerasa ,
dATP, dGTP, dTTP y dCTP en buffer.

MgCl2 solucién 5 mM.- tubo con 1.5 ml

Aceite mineral 5 ml

Control de DNA 0.2 ml. - Tubo conteniendo 250 ng/mi de DNA genomico
humano, con el genotipo 18, 31.

Ladder alélico.- 0.2 ml- Contiene 27 alelos amplificados 14, 16 hasta 41.
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G6LOSARIO

Adenina (A): Base pirica que se encuentra en el DNA y RNA. En secuencias duplex
de DNA la adenina se aparea con timinay en el RNA con uracilo.

Alelo: Formas alternativas de un gen en un mismo locus.
Alélica Frecuencia: Proporcién de un alelo presente en una poblacién determinada.

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

Amplificacién: Un incremento en el nimero de copias de un fragmento especifico del
DNA, ya sea in vivo o in Vitro.

Base par: Dos nucleétidos complementarios unidos por enlaces de hidrégeno que se
presentanentre Ay Ty entreGy C.

Centrémero: Regidén especializada del cromosoma eucarionte nuclear al cual las fibras
del huso se unen durante la divisién celular. La ubicacién del centrémero en el
cromosoma determina si un cromosoma es telocéntrico (centrémero en extremo),
acrocéntrico (centrémero cercano a extremo), submetacéntrico (centrémero cercano
a posicién media) 6 metacéntrico (centrémero en posicién media).

Citosina (C): Base pirimidica que se encuentra en DNA y RNA. En secuencias de doble
hebra se une mediante tres enlaces por puente de hidrégeno con 6.

Codominancia : Condicién en la cual el heterocigoto exhibe el fenotipo de ambos
homocigotos. Ambos alelos producen efectos detectables en condicidén heterocigota.

Cromosoma: Estructura por la cual la informacién hereditaria es fisicamente
transmitida de una generacién a la préxima., son portadores de los genes y
corresponde a una molécula de DNA acomplejada con proteinas y RNA. Los
cromosomas eucariontes son lineales y poseen centrémero y generalmente se
presentan en pares.

DNA Polimerasa: Enzima que cataliza la sintesis de DNA, requiere de DNA
templado 6 molde, de DNA iniciador y de los 4 dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).

DNA satélite: secuencias de DNA repetido y se designa por la longitud de la unidad
de repeticién.

DNA minisatélite: secuencia r'efeﬁda con una longitud media entre 10 y 100 bases,
presentando un tamafio total de 400 a 1000 pares de bases. (VNTR)

DNA microsatélite. - secuencias de DNA repetidas conuna longitud de 2 a 6 bases,
presentando un tamafio total de 100 a 400 pares de bases (STR
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dNTP : deoxinucledsido trifosfato. Se distinguen el dATP, dCTP, dTTP y dGTP. El
grupo trifosfato se encuentra siempre localizado en posicién 5'. Son los precusores
utilizados en reacciones de polimerizacién de DNA en la -PCR.

Deriva 6énica: Variacién al azar en la frecuencia génica de generacién en generacién.
Ocurre cominmente en poblaciones pequetias.

Desnaturalizacién: Proceso de separacién de la doble hélice complementaria del DNA
para generar cadenas simples, generalmente ocurre por calentamiento.

Electroforesis: Técnica de separacién mediante la accién de un campo eléctrico en
donde las moléculas se separan de acuerdo a su carga y tamafios.

Enzima de Restriccion 6 Endonucleasas de Restriccién : Enzima que reconoce una
secuencia especifica entre 4 a 6 pares de bases de DNA de doble hebra y corta un
enlace fosfodiester en cada una de las hebras. Generan segmentos discretos de DNA.

Fenotipo : Propiedades observables del genotipo y en el cual contribuye el medio
ambiente.

Flujo Génico : Intercombio de genes (en una é ambas direcciones) a una baja tasa
entre dos poblaciones.

Gene: Unidad fisica y funcional de la herencia que ocupa una posicién especifica en el
cromosoma

Genotipica Frecuencia: La ocurrencia relativa de un genotipo en particular en una
poblacién.

Genotipo : Constitucién genética de un organismo.

Genoma: Contenido total de material genético de una célula u organismo. Incluye la
material genético nuclear y citoplasmdtico.

Guanina (6): Base plrica presente en DNA y RNA. En secuencias duplex se
rea con citosina mediante tres enlaces por puente de .
leterocigoto: Se refiere a la existencia de diferentes alelos en un locus.

Homocigoto: Se refiere a la existencia de alelos iguales en un locus.

Kilobase (Kb) : Unidad de longitud de dcidos nucleicos correspondiente a 1000
nucleotidos.

Ley de Hardy-Weinberg : Principio que sostiene que las frecuencias de alelos y de
genotipos permanecerdn en equilibrio en una poblacidn infinitamente ?ronde, donde los
individuos se crucen al azar y en ausencia de mutacidn, migracién y seleccién.

Locus: Localizacién especifica de un gen en el cromosoma

Marcador Genético: caracteristicas identificables transmitidas de padres a hijos
controlados rigurosamente por genes situados en un par de cromosomas homélogos.

Mutacién: Cuclquier cambio en la secuencia del DNA.
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Nucleasa: Enzima que cataliza la degradacién de dcidos nucleicos rompiendo los
enlaces fosfodiesteres. -

Nucleétido: Unidad del dcido nucleico compuesto por fosfato, ribosa o desoxirribosay
una base pirica o pirimidica.

Niicleo: Orgarelo células en eucariontes que contiene el material genético.

Numero variable de repeticiones en téndem (VNTR): Unidades repetidas de una
secuencia del DNA el cual varia en nimero entre individuos.

Oligonucleotido: Secuencia lineal de nucledtidos ( hasta 20 ).

Polimerasa, DNA o RNA: Enzima que cataliza la sintesis de dcidos nucleicos sobre la
base de una cadena de dcidos nucleicos.

Polimorfismo: Diferencia en la secuencia del DNA entre individuos, Una variacién

genética presente en mds del 1% de la poblacién podria ser considerada como un
polimorfismo.

Poblacién Mendeliana : Grupo de individuos de la misma especie que se cruzan entre si

y comparten el mismo acervo genético. Es la unidad bdsica de estudio en genética de
poblaciones.

Proteina: Una molécula larga compuesta de una o mds cadenas de aminodcidos en un
orden especifico.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa: Un proceso in Vitro que rinde millones de

copias de una secuencia especifica del ADN a través de ciclos de temperatura
repetidos.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa : Es un método in vitro para la amplificacién
enzimdtica que rinde millones de copias una secuencia especifica de DNA. Utiliza
iniciadores y la Taq DNA polimerasa. La amplificacién ocurre a través de ciclos de
denaturacién, alineamiento de los primers y extensién.

RFLP: Fragmento de restriccién de longitud polimérfica, que se refieren a variaciones
entre individuos. Para obtener un patron de RFLP se debe aislar DNA, se digiere con

enzimas de restriccidn y se analizan mediante un Southern Blot hibriddndose con una
sonda marcada.

Secuenciacién: Determinacién del orden de los nucleétidos en el DNA.

Segregacién : Transmisién al azar de alelos de un locus de padres a hijos via meiosis.
También conocido como primera ley de Mendel.

Repeticiones Cortas en Tandem (STR): Copias miltiples de una secuencia idéntica
del ADN arreglados en una sucesién directa de una region particular en el cromosoma.

Timina: Una de las cuatro bases que constituyen a la molécula del DNA, designada con
la letra T.
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