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Frecuencia Genética de seis loci en el distrito de Ayacucho; determinados

mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Dot Blot reverso.

Bach. en Ciencias Biologicas : Abel Ochoa Del Pino
Asesores : Dr. Homero Ango Aguilar.

Blgo. Tomas Miranda Tomasevich

RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de obtener la frecuencia genética de
seis loci en la poblacion del Distrito de Ayacucho. La muestra estuvo
conformada por 50 personas seleccionadas en forma aleatoria, para tipificar a
cada individuo y determinar locus polimérficos y comunes. El ADN obtenido fue
de sangre capilar tomadas en tarjetas FTA™ y procesadas en el Laboratorio de
Biologia Molecular ADN de la Direccion de Criminalistica PNP — Lima asimismo
fue complementada en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga. La amplificacion se realizé por PCR y
la tipificacion por Dot — Blot utilizando el kit de amplificaciéon y tipificacion
AmpliType PM+DQA1 PCR Amplification and Typing Kits™. Se efectué la lectura
e interpretacion de los resultados a través de la formacion de puntos de color
azul. Las frecuencias alélicas de los 6 marcadores moleculares, el poder de
discriminacion, la probabilidad de coincidencia, la probabilidad de exclusion, el
test de Hardy — Weinberg, el test de correlacion de Karlin y la prueba de Chi
cuadrado (X2) fueron calculados estadisticamente, no encontrandose diferencias
significativas en la prueba de Chi cuadrado en las frecuencias alélicas
comparadas entre la poblacion ayacuchana y la poblaciéon peruana utilizando los
marcadores: LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC; pero si una diferencia
significativa con relacién al marcador HLA-DQA1. En la comparacién con
poblaciones hispanoamericanas se calculé que hay diferencias significativas en
los marcadores HLA-DQA1, LDLR, HBGG y GC, y no hay diferencias
significativas en los marcadores GYPA y D7S8. Los valores calculados de la
combinacion de los 6 marcadores moleculares para el poder de discriminacion
fue 0.9991934, la probabilidad de coincidencia fue 0.0008066 y la probabilidad
de exclusion fue 0.7462040. Asimismo no se encontrd desviacion significativa
en el equilbrio de Hardy — Weinberg de los 6 marcadores moleculares
estudiados en la poblacién ayacuchana.
Palabras claves: Marcadores moleculares, loci, tipificacién por Dot Blot.



L INTRODUCCION

En los organismos vivos, la informacion hereditaria es almacenada en el
acido desoxirribonucleico (ADN), constituyendo este un material genético
primordial, a excepcion de algunos virus que almacenan su informacion genética
en el acido ribonucleico (ARN). El modelo postulado por Watson y Crick sobre la
estructura del ADN les permitié6 proponer, a la vez, un mecanismo de replicacion:
ya que las dos cadenas son complementarias, durante la replicacién podria
producirse la separacién de las cadenas de la molécula, constituyendo cada una
un molde sobre el que se sintetizaria la cadena hija, complementaria (De
Robertis, 1997).

Los marcadores genéticos del ADN se basan en la gran variabilidad de la
secuencia de nucledtidos del genoma humano. Los primeros marcadores
conocidos fueron los segmentos largos polimoérficos de restriccidn o fragmentos
de restriccion de longitud polimérfica (RFLPs), formados por ADN de varios
miles de pares de bases que se expanden entre ciertas secuencias, sitios en los
que las enzimas de restriccion cortan y originan diferencias en el tamario, luego
se pueden separar por electroforesis segun el tamafio y posteriormente se
procede a la hibridacion con sondas adecuadas (Bravo, 1999) (Lorente y

Lorente, 1995).



Estas técnicas, denominadas genéricamente reaccion en cadena de la
polimerasa (‘Polymerase Chain Reaction” o PCR), emplean iniciadores o
primers, que son secuencias . de ADN complementarias de las zonas
flanqueantes de la zona de interés, que es amplificado por un ADN polimerasa
durante ciclos térmicos adecuados, lograndose millones de copias de la region.
En los primeros trabajos con utilizacién de las técnicas de PCR, si bien resuitaba
posible evaluar regiones de una muestra de ADN que podia estar muy
degradada, la escasa variabilidad entre los individuos componentes de la
poblacién general conspiraba contra la certeza del analisis. A partir de 1990 Ila
posibilidad de evaluar un gran numero de sitios variables localizados en
diferentes zonas del genoma, permiti6 analizar, aunque fuera parcialmente
muestras de tejido humano. Posteriormente, la incorporacién de un niimero adn
mayor de sistemas hizo posible el establecimiento de vinculos bioloégicos de
parentesco a través de secuencias de ADN de muy pequeio tamano, con lo cual
se logré la identificacion. La PCR puede considerarse, en la practica,
simplemente como una técnica de preparaciéon de muestras. Permite estudiar
cantidades subanaliticas de ADN, teniendo mayor sensibilidad y especificidad,
disminuyendo el tiempo de trabajo y eliminando todo tipo de material radioactivo
(INS, 1998).

La difusion de las noticias relacionadas con la aplicacién de la metodologia
del ADN a la resolucién de los casos practicos que se presentan ha hecho que la
frase “el ADN es la clave de la investigacion” pase a ser de uso comun. Desde el
ambito cientifico, no cabe duda que el analisis de los polimorfismos del ADN no
es una prueba mas, ya que por sus caracteristicas ha supuesto una importante
modificacién cualitativa y cuantitativa en la investigacion (Andradas, 1995).

E! ADN es el material genético que conforma el cédigo para determinar las

caracteristicas de los individuos. Excepto los gemelos univitelinos, cada individuo



posee un codigo de ADN que es unico. Los test de identidad con ADN se basan

en las diferencias genéticas existentes entre los individuos. Hay una serie de

técnicas de biologia molecular que pueden analizar las caracteristicas tnicas del

ADN de tal modo que se puedan diferenciar a los individuos (Bravo, 1999).

Se ha demostrado ampliamente la validez que tiene el aplicar la regla de la
multiplicacién de las frecuencias encontradas en los diferentes loci analizados,
que exige la existencia de un equilibrio de Hardy - Weinberg y un equilibrio de la
fase gamética, todo ello usando como referencia frecuencias alélicas
procedentes de bases de datos de la poblacién general. Ademas, la existencia
de tecnologias basadas en la aplicacion de la PCR permite generar bases de
datos poblacionales de modo rapido y relativamente sencillo, obteniéndose una
“foto” basada en la estructura y distribucion inter poblacional de los diferentes
marcadores de ADN (Garcia y col. 2002).

Para realizar la frecuencia genética de diferentes loci en la ciudad de
Ayacucho, las cuales han sido determinados mediante PCR y Dot Blot reverso,
se han trazado los siguientes objetivos:

- Determinar las frecuencias alélicas de los seis loci y tipificar a cada
individuo en base a los siguientes marcadores: HLA, LDLR, GYPA, HBGG,
D7S8 y GC, mediante la PCR y Dot Blot reverso.

- Determinar los cdlculos de interés para un estudio poblacional como el
poder de discriminacién, la probabilidad de coincidencia y la probabilidad
de exclusion.

- Determinar cuales de los locus son mas polimérficos y comunes dentro de

la poblacién de Ayacucho.



n. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los primeros marcadores genéticos que se utilizaron como elementos
fueron los antigenos de los eritrocitos. En 1921 el cientifico Ottemberg propuso
la utilizacion de los grupos sanguineos del sistema ABO para el andlisis genético
de la paternidad, sin embargo, otros investigadores cometieron errores de
tipificacién y, por tanto, en los resultados del andlisis de segregacién en las
genealogias, lo cual les hizo pensar que los alelos A y B son el producto de dos
genes independientes. Berntein demostré el error de la hipétesis mediante
evidencias del alelismo del sistema ABQ; también probd que este sistema se
encuentra en equilibrio de Hardy — Weinberg en la poblacion (Bravo, 1999).

Desde entonces se ha incorporado un gran nimero de marcadores
genéticos clasicos como grupos sanguineos, proteinas del plasma, enzimas de
los eritrocitos y antigenos de los leucocitos humanos, HLA. Sin embargo, el
hecho que mas ha influido en la heredobiologia es el descubrimiento de Ila
estructura molecular del ADN en 1953 por Watson y Crick, lo cual constituyé una
de las grandes conquistas cientificas del siglo XX. Este descubrimiento ha
influido en todas las ciencias de la vida, abridé las puertas de la ingenieria

genética, la cual dio paso al proyecto del genoma humano (Bravo, 1999).



La variabilidad existente en el genoma de los individuos unido a técnicas de
Biologia Molecular ha proporcionado al cientifico, métodos poderosos para el
perfil del ADN, cuyo potencial total no ha sido alcanzado, a pesar de la critica del
sistema actual del andlisis de ADN, el cual tiene un sistema analitico que se
apoya en los principios cientificos (Chieri, 1999).

Los primeros trabajos, publicados a mediados de los afnos '80, emplearon
fragmentos de ADN obtenidos por digestion con enzimas, separados por
electroforesis y transferidos a un soporte sdélido, el cual se trataba con una
sonda constituida por secuencias complementarias de las regiones variables, por
autorradiografia, resultaba posible observar mlltiples bandas de localizacion
desconocida dentro del genoma, pero que eran caracteristicas de cada individuo
y se heredaban de padres a hijos. Si bien las bandas producidas por estas
sondas multilocus eran muy variables de una persona a otra, los resultados eran
dificimente reproducibles, ya que pequefas y poco controlables diferencias de la
corrida electroforética (voltaje, tiempo, concentracion del gel) afectaban en gran
medida la reproducibilidad e interpretacion de los resultados (Andradas, 1995).

Los Fragmentos de Réstriccién de Longitud Polimérfica (RFLPs) son
grandes fragmentos de ADN (de megabases) que pueden ser adecuadamente
cortadas con una serie de enzimas — seleccionables segun los estudios que se
pretendan — de modo que luego se pueden separar por electroforesis; se utilizan
muy poco en pruebas de paternidad y en la identificacién de los individuos
debido a lo dispendioso de las técnicas de tipificacion y a que son bialélicos
(Bravo, 1999).

El descubrimiento de regiones hipervariables del genoma Repeticiones en
Tandem de Numero Variable (Variable Number of Tandem Repeats - VNTR)
con localizacion especifica permitié el desarrollo de las sondas de unilocus que

resolverian el problema, posibilitando el estudio de una zona conocida del



genoma que se Vvisualizaba como dos unicas bandas para la condicion
heterocigoto, correspondientes cada una a un alelo, heredado de cada
progenitor. La revolucién llegd con el desarrollo de técnicas de amplificacion de
secuencias pequefias de ADN mediante la PCR; con los cuales fue posible
implementar sistemas de andlisis denominados Microsatéiites o Repeticiones
Cortas en Tandem (Short Tandem Repeats — STR), que son secuencias
repetidas de 2 — 4 nucleétidos, de ADN no codificante de funcién aun incierta, el
cual a diferencia de los VNTR puede ser utilizada para muestras degradadas
(Garcia y col. 2002).

Los Microsatélites o Secuencias Cortas Repetidas (STR) son secuencias
de dos, tres, cuatro y hasta seis pares de bases, repetidas una a continuacion de
otra, por ejemplo, AATA AATA AATA ... AATA, n veces. Estas secuencias estan
esparcidas en gran numero en todo el genoma humano. Practicamente se ha
encontrado una secuencia STR cada 15,000 pb. Son aitamente polimérficas y su
variabilidad esta dada por el nimero de repeticiones (Bravo, 1999).

Se han identificado segmentos cortos de ADN que constituyen partes de
genes y presentan gran polimorfismo neutro debido a sustituciones de un solo
par de bases, conocidos como Marcadores genéticos de polimorfismo
sustitucional - marcadores que utilizaremos en el presente trabajo de tesis -
estos sistemas de marcadores ofrecen dos grandes ventajas. primero, la
tipificacion es relativamente sencilla por el tamafio reducido del segmento que
contiene las sustituciones, puede ser amplificado por la técnica de PCR y la
tipificacion de este ADN es automatizada; segundo, el valor informativo de los
marcadores del HLA es de los mas elevados que se conoce, debido al gran
numero de alelos y a su distribucién en la poblacién (Bravo, 1999).

En la actualidad se estan utiizando nuevos marcadores genéticos de ADN

fuera de los ya mencionados y que desarrollaremos a modo de informacion:



Polimorfismo de Nucleétido Unico (SNP): los PNU (“Single Nucleotide
Polymorphisms”, SNP) son la forma mas sencilla de polimorfismo genético ya
que consiste en el cambio de un solo nucledtido en el contexto de una secuencia
genética. Se distribuyen de manera héterogénea por todo el genoma y se
encuentran tanto en las regiones codificantes (exones) como no codificantes
(intrones y region promotora) de los genes asi como en las zonas del genoma en
donde no asientan genes conocidos (a veces llamado “ADN basura”). Se han
descrito varios millones de SNP distribuidos por todos los cromosomas
humanos, estimandose que su frecuencia media, aunque con grandes
variaciones seglin cromosomas Yy regiones dentro de ellas es de 1 SNP cada 500
— 1000 nucleétidos. Se cree que se trata de mutaciones puntuales acaecidas en
diferentes momentos de la historia evolutiva de la especie y que en su momento
fueron estabilizadas en e genoma humano por conferir algin tipo de ventaja

adaptativa al medio en ese momento (hitp://www.allelyus.com).

InDels: en muiltiples regiones del genoma se producen fendmenos de
insercion y deleccion (Indel) de‘ uno o varios nucleétidos, de tal forma que el
genoma de diversos individuos se diferencia en este aspecto, sin que sea
posible saber si uno es el resultado de una deleccion o el otro se debe a una
insercion. Los Indels son mucho menos frecuentes en las regiones codificantes

que en las no codificantes (hitp://www.allelyus.com).

Chip de ADN: Un chip de ADN (del inglés DNA microarray) es una
superficie sélida a la cual se une una coleccién de fragmentos de ADN. Las
superficies empleadas para fijar el ADN son muy variables y pueden ser de
vidrio, plastico e incluso de silicio. Los chips de ADN se usan para analizar. la
expresion diferencial de genes, monitorizandose los niveles de miles de ellos de
forma simultanea. Su funcionamiento consiste, basicamente, en medir €l nivel de

hibridacién entre la sonda especifica (probe, en inglés) y la molécula diana



(target), indicandose generalfnente mediante fluorescencia y analizandose por
andlisis de imagen lo cual nos indicara el nivel de expresion del gen. Suelen
utilizarse para identificar genes con una expresion diferencial bajo condiciones
distintas. Por ejemplo, para detectar genes que producen ciertas enfermedades
mediante la comparacién de los niveles de expresion entre células sanas y
células que estan desarrollando ciertos tipos de enfermedades
(hitp://es.wikipedia.org).

La poblacién peruana ha empezado a ser estudiada a nivel molecular en los
ultimos anos, es asi que se tienen resultados obtenidos en poblaciones de
Areqbipa, Huancayo, Iquitos, Piura, Ancash y Lima con los marcadores de los Kit
comerciales HLA-DQA1 + PolyMarker (HLA-DQA1, LDLR, GYPA, HBGG, D7S8
y GC) y los STRs de Profiler Plus y COfiler (D3S1358, vWA, FGA, D8S1179,
D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, THO1, TPOX,

CSF1PO y Amelogenina) (Pérez, 2002).

2.1. CONCEPTOS BASICOS DE GENETICA HUMANA

Todo ser vivo se origina de una sola célula. El organismo humano se inicia
con €l cigote, que es el resultado de la fusion del espermatozoide con el oocito,
este Ultimo llamado también como 6vulo. El cigote como todas las demas
células, esta formado por membrana celular, citoplasma y muchos tipos de
organelas, entre ellas la mitocondria, los ribosomas y el nucleo. Este ultimo es
una de sus partes principales, y dentro de él, limitado por la membrana nuclear,
se encuentra el material genético (Bravo, 1999).

Las bases que rigen la transmision de los caracteres hereditarios deben
buscarse en el comportamiento de los cromosomas durante la meiosis y en las

consecuencias genéticas de este tipo de division (De Robertis, 1997).



2.1.1. CROMOSOMAS

Se denomina cromosoma a cada uno de los corpusculos, generalmente en
forma de filamentos, que existen en el nicleo de las células y controlan el
desarrollo genético de los seres vivos. Cada cromosoma esta constituido por una
larga molécula de ADN, asociada a diversas proteinas. Segin de qué
cromosoma se trate, tal molécula puede contener entre 50 y 250 millones de
pares de bases (De Robertis, 1997).

Los organismos superiores estan constituidos por dos tipos de células: las
somaticas, que forman los tejidos y las germinales, que producen los gametos —
espermatozoides y oocitos — conteniendo el material genético organizado en
corpusculos denominados cromosomas, que en el caso de la especie humana,
son 23 pares. En cada uno de los cromosomas hay genes, determinantes de las
caracteristicas bioldgicas, localizados en lugares especificos denominados, cada
uno, locus — del latin que significa lugar, plural es loci — de estos cromosomas,
los 22 pares autosomicos, numerados del 1 al 22 segin normas internacionales
son similares para los varones y para las mujeres. El par restante es el de los
cromosomas sexuales: XX en la mujer y XY en el varén. Todos los cromosomas
humanos estan formados por dos brazos: uno largo, denominado g, y otro corto
p, unidos por una constriccion o estrangulamiento llamado centromero. Cuando
los cromosomas se duplican durante la division celular, mitosis o meiosis, el
centrémero se hace visible y los dos filamentos del cromosoma duplicado, o
diada, toman el nombre de cromatidas. Cada par de cromosomas presenta un
patron tipico de bandas oscuras y claras, segun la sustancia con la cual se
coloreen. La presentacion ordenada de los cromosomas por parejas segun su
tamario y forma se denomina cariotipo. Siempre se inicia con el par 1 y termina

en el 22, luego se colocan los cromosomas sexuales (Bravo, 1999).



Figura: Diagrama que muestra el cariotipo humano (izquierda) y partes de un cromosoma
(derecha)

Fuente: http://www igb.es/cancer/g006htm#b

2.1.1.1. Cromosomas Homoélogos

Los miembros de cada par de cromosomas se describen como homélogos y
contienen los mismos genes. Un cromosoma de cada par homélogo es heredado
del padre y el otro de la madre. Por tanto, para una caracteristica determinada
por genes que estan en los cromosomas autosémicos y algunas veces en los
sexuales, existen dos de éstos: uno de origen paterno y otro de origen materno;
muchas veces varian molecularmente entre si y se denominan alelos. Cuando
ambos alelos son iguales en los cromosomas homdlogos, se dice que el
individuo es homocigético, y heterocigético cuando los alelos son distintos

(Bravo, 1999).
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Figura: Cariotipo humano indicando los 23 pares de cromosomas.
Fuente: http://www.igb.es/cancer/g006htm#b

2.1.1.2. Fenotipo y Genotipo

Los términos fenotipo y genotipo estan relacionados con los anteriores
conceptos, asi, fenotipo es la forma como se manifiestan 0 aprecian los genes.
El genotipo, en cambio, describe fa constitucion genética, 0 sea como son sus
genes (Bravo, 1999).

Se propuso el término genotipo para la constitucion genética y fenotipo para
las caracteristicas visibles del individuo. El concepto de fenotipo se extiende a
todas las caracteristicas que constituyen expresiones de los genes, tanto
externas o visibles (por ejemplo el color de {a piel, el color de los ojos, etc.) como
a los que no son detectados mediante la observacién directa (por ejemplo las
distintas clases de hemoglobina, los grupos sanguineos, etc.). Existen casos de
herencia intermedia, se deben a que la dominancia es incompleta. En estas
situaciones existe, por lo tanto, codominancia. En estos ultimos se da un fenotipo
con caracteristicas intermedias respecto de los fenotipos de los progenitores,

aunque sin que se mezclen los genes alelos (De Robertis, 1997).

11



2.1.1.3. Gen

Unidad de herencia, particula de material genético que determina la herencia
de una caracteristica determinada, o de un grupo de ellas. Los genes estan
localizados en los cromosomas en el nucleo celular y se disponen en linea a lo
largo de cada uno de ellos. Cada gen ocupa en el cromosoma una posicion, o
locus. Por esta razén, el término /locus se intercambia en muchas ocasiones con
el de gen. El material genético es el acido desoxirribonucleico, o ADN, una
molécula que representa la “columna vertebral’ del cromosoma. El gen es la
secuencia de nuclebtidos que codifican una proteina. El gen es la unidad de
estudio en genética, ya que contiene la informacion necesaria para determinar la
herencia de los caracteres que conforman a las persona. La herencia de dichos
caracteres puede ser monogénica (cuando depende de un solo gen) o poligénica
(cuando depende de varios genes) (Lorente y Lorente, 1995).

Un gen esta constituido, en la mayoria de los organismos, por la secuencia
nucleotidica de dos tipos de segmentos: los exones, que contienen la
informacion de la secuencia en que se uniran entre si los aminoacidos,
moléculas simples que conforman las proteinas, y los intrones, que separan a los
exones. Por otra parte, en los extremos del gen estan las secuencias
reguladoras, que son algunas secuencias nucleotidicas que tienen como funcion
determinar cuando y como se activa y funciona un gen en una célula
determinada E! tamafio de los genes varia considerablemente, segun la
extension de la proteina que codifiquen (Bravo, 1999).

La totalidad de la informaciéon genética depositada en las moléculas de ADN
lleva el nombre de genoma. El 75% del ADN se halla representado por
secuencias singulares (copias unicas) de nucleétidos y secuencias que se hallan
una o pocas veces repetidas. En este sector del ADN se encuentran las

secuencias de nucleétidos funcionalmente activas, es decir, los genes. Estos
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representan una pequefia parte del ADN — alrededor del 13% de ese 75% - lo
que equivale al 10% de todo el genoma. Precisamente uno de los mayores
desafios para los bidlogos moleculares es descifrar las funciones del ADN ajeno
a los genes. El 25% restante del ADN se halla representado por secuencias de
nucleétidos altamente repetidas. Sus funciones se desconocen, aunque no se
descarta que desemperien alglin papel en el mantenimiento de la estructura de

los cromosomas (De Robertis, 1997).

CACCC ' TAA
AATAAA
CCAT
TATA
CAP (A)n

Figura: Esquema que muestra la organizacion molecular de un gen con sus secuencias
reguladoras de la expresion. M, TE, CACCC, CCAT, TATA, CAP, ATG, TAA AATAAA y
(A)n son secuencias reguladoras; E,, E; y E; son exones; |; e |, son intrones; y 5 y 3
son los extremos de la secuencia del ADN del gen.

Fuente: Bravo, 1999.

2.1.1.4. Alelos

Se denomina alelo a cada una de las formas alternativas de un gen que
ocupan el mismo locus en un cromosoma homélogo y que controlan el mismo
rango o caracter. También conocido como alelomorfo. Se denominan con una o
mas letras y algin simbolo. Son alelos dominantes, los que sélo necesitan una
dosis para expresarse y se nombran con letras mayusculas. Se llama alelo

recesivo al que necesita doble dosis para expresarse, se simbolizan con letras

minusculas (Wallace, 1991).
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El alelo es la forma en la que se manifiesta un fragmento de ADN en un lugar
(locus) determinado, de entre todas las posibles. En identificacion se estudian
locus de ADN no codificante (que no contienen caracteristicas propias de la
persona o de sus capacidades fisicas, fisioldgicas o intelectuales). En los locus
qgue se estudian se conocen a priori los alelos posibles que hay. El conjunto de
los dos alelos que cada persona tiene para un locus determinado se denomina

genotipo (Lorente y Lorente, 1995).

2.1.2. ADN: Molécula de la Herencia

Una célula se define como la Unidad de la Vida, cada célula se origina de
otra conteniendo asi la misma programacion genética. Dentro del nucleo celular
se encuentra un material quimicamente conocido como  Acido
Desoxirribonucleico (ADN), organizado en cuerpos denominados cromosomas.
Existe también ADN extranuclear y se encuentra en las mitocondrias, organelo
que es fuente de energia celular. EI ADN es la molécula fundamental y mas
importante de la vida, es la sustancia bioquimica encargada de transmitir y
regular la vida de las diferentes especies, esta definicion que bien puede
considerarse ambigua por amplia e inespecifica, es totalmente valida para
comprender el por qué de su uso para la identificacion de cualquier ser vivo
(Lorente y Lorente, 1995).

La replicacion natural de la informacion genética ocurre en la division de la
célula, el ADN de la célula madre se reproduce y pasa hacia las dos nuevas
células, este ADN es la plantilla para hacer ARN y proteinas (Andradas, 1995).

El ADN nuclear se encuentra en todas las células del organismo (excepto en
los eritrocitos, que carecen de nucleo). La cantidad de ADN por célula humana
es aproximadamente 6x10" gramos es una cantidad muy pequefia pero la

informacién que lleva es enorme. El ADN provee toda la informacion necesaria
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para “hacer” un organismo. Todo el ADN dentro de una célula se denomina

genoma (Budowle y Brown, 2001).

2.1.2.1. Estructura del ADN

El ADN corresponde a una molécula capaz de albergar la totalidad de
informacion genética y se encuentra en todos los seres vivos, se localiza en el
nucleo celular, compactado formando un verdadero ovillo, asociado a unas
proteinas denominadas histonas constituyendo la estructura conocida como
cromosoma. El ADN se asemeja a una larga cadena, cuyos eslabones
corresponden a sus unidades basicas denominadas nucledtidos. Cada
nucleotido esta formado por tres elementos: azucar del tipo desoxirribosa, al que
estan unidos dos componentes un grupo fosfato y una base nitrogenada
(Garcia y col. 2002).

Una larga secuencia de nuclebtidos forman una cadena de ADN, la cual se
aparea en forma complementaria a otra cadena antiparalela, que se mantienen
unidas entre si mediante enlaces débiles, puentes de unién establecidos entre
las bases de manera que se forma la doble hélice del ADN, molécula gigantesca
conformada por dos cadenas poliméricas que se unen por puentes de hidrégeno
y dan lugar a una estructura semejante a una escalera que se enrolla sobre si
misma en hélice. El unico elemento que varia en la molécula es la base
nitrogenada que pueden ser adenina, timina, citosina y guanina, conocidas por
sus iniciales A, T, C y G, por tanto el ADN no es mas que una sucesion
concadenada de los cuatro nucleétidos (Bravo, 1999).

Asi, si en una cadena hay una A en una posicién dada, en la cadena
complementaria debe haber una T en la misma posicién y viceversa. Lo mismo
para el otro par de nucleétidos, si en una cadena hay una C en una posicién, en

la otra cadena debe haber una G para la misma posicién y viceversa. Entonces,
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la regla de complementariedad describe que la cantidad totai de G es iguala C, y
la cantidad total de A es igual a T. La direccion de la secuencia de ADN se
designa del terminal 5 al terminal 3’. Este esquema proviene de la estructura
quimica del ADN referida a la posiciéﬁ de los atomos de carbono en el anillo del
azucar. Las dos cadenas son antiparalelas, es decir, una cadena esta en la
orientacion 5 a 3 y la ofra de 3’ a 5 en direccién relativa a la primera cadena.
Asi, conociendo la consecuencia de una cadena se puede determinar faciimente
la secuencia de la otra cadena, basandose en la regla de la complementariedad

(Yunis y Yunis, 2002).
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Fuente: hitp://www.biologia.edu.ar/adn/adntemait.htm

Un enlace fosfodiéster es un tipo de enlace covalente que se produce entre
un grupo hidroxilo (OH?) en el carbono 3 y un grupo fosfato (PO.") en el
carbono &' del nucleétido entrante, formandose asi un doble enlace éster (Garcia

y col. 2002).
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El orden en que se unen estos eslabones en la cadena (los nucleétidos)
unos a otros forman lo que se denomina secuencia y tiene gran importancia,
pues de ella depende el mensaje genético que sera traducido a una proteina
determinada para un gen dado (Bravo, 1999).

El total de ADN de un organismo se denomina Genoma, existen
aproximadamente 100 a 300 millones de nucleétidos por cada cromosoma con
un total de 12 billones de nucledtidos por genoma diploide, de esta forma el
cromosoma fepresenta la unidad organizacional mayor del genoma y el

nucleétido a la unidad mas basica (Lorente y Lorente, 1995).

2.1.2.1.1. Estructura del Genoma

Podemos comparar al genoma celular con un manual de instrucciones para
la fabricacion o sintesis de moléculas estructurales y funcionales denominadas
proteinas, usando la misma analogia podria decirse que la sintesis de cada
proteina estad codificada por un segmento de ADN, cada uno de estos
segmentos con instrucciones precisas para la sintesis de proteinas se denomina
GEN (Garcia y col. 2002).
ADN codificante, unos pocos segmentos del ADN pueden ser expresados
fisicamente como proteinas y a este se le conoce como ADN codificante. Se
calcula que en el genoma humano existirian aproximadamente unos 30.000
genes de una longitud entre 5000 a 10.000 pares de bases (pb). Ademas, el
ADN contiene secuencias de sefial para una variedad de procesos como la
regulacion de la expresion genética, la replicacion del ADN, empacamiento y
segregacion de los cromosomas. Incluyendo el ADN espaciador, las secuencias
de sefial y el ADN codificante constituyen aprox. un 70 a 80% del total del
genoma humano, en este ADN reside la -determinacion de todas las

caracteristicas fisicas de un individuo (Andradas, 1995) (Garcia y col. 2002).
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ADN no codificante, el restante 20 a 30% consiste en ei denominado ADN
silencioso o ADN basura, términos poco preCisos para referirse al ADN no
codificante de funcion especifica desconocida en la actualidad, jugando un papel
importante en la estructura y funcién de los cromosomas sobre todo actuando
como puntos calientes de recombinacién. Gran parte de este ADN corresponde a
secuencias repetidas, las cuales presentan una alta variabilidad entre diferentes
individuos; hasta ahora, la mayoria de los marcadores empleados en
identificacidn humana (pruebas de ADN) utilizan este ADN no codificante, por
tanto los datos obtenidos en una prueba de este tipo no estan asociados en
modo alguno con aquellas caracteristicas del ADN codificante (Garcia y col.

2002).

2.1.2.2. Funciones y Caracteristicas del ADN

El ADN tiene dos funciones: la autoduplicacion y la sintesis de proteinas.
Esta dltima la cumple mediante los genes, los cuales se definen como
segmentos del ADN que dan lugar a productos primarios funcionales, los cuales
pueden ser proteinas. Estas a su vez, intervienen en muchos procesos
fisiolégicos y determinan en gran parte las caracteristicas de los organismos.
Una secuencia de nucletdtidos en el ADN, empezando de un punto dado es
convertida en una secuencia tnica correspondiente de aminoacidos de acuerdo
a reglas de un “diccionario” llamado cddigo genético, el cual “traduce” los
tripletes de nucledtidos en aminoacidos. Luego, estos aminoacidos forman
secuencias que codificaran una determinada proteina. La molécula de ADN
puede separar sus cadenas si se le somete a altas temperaturas o a alcalis
fuertes, a este proceso se le conoce como “denaturacién”. Esta denaturacion
tiene como producto dos cadenas simples de ADN las cuales pueden ser

cortadas en sitios especificos mediante enzimas de restriccion (endonucleasas),
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las cuales reconocen secuencias especificas en las cadenas simples originando
fragmentos muitiples con tamarios diferentes. Para visualizar estos fragmentos
es necesaria la separacidon por electroforesis o hibridacién con una sonda

complementaria para el segmento generado (Budowle y Brown, 2001).

3 ' Sintesis de la cadena adelantada
5 1
3’ _ 5"
5/ N >
3 d . Sintesis de la cadena atrasada
5 ]

T i

Fragmentos de OKASAKI

I

Figura: Replicacion del ADN

Fuente: http.//www biologia.edu.ar/adn/adntemal .htm

2.1.2.3. Variabilidad del ADN

Resulta facil darse cuenta de que a excepcion de los gemelos monocigéticos,
todos los individuos somos diferentes unos de otros, esta variabilidad proviene
en primer término de la recombinacién del material genético que ocurre durante
la formacién del nuevo ser. En segunda instancia, el material genético parental
recombinado produciréd algunos pequefios cambios en la expresion de ciertas
proteinas, lo que dara lugar fisicamente a las variaciones. Sin embargo, si
comparamos el material genético activo o codificante (los genes) con aquel

contenido en el ADN silencioso, en este uitimo concentra la mayor variabilidad.
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Los genes han evolucionado a través de milenios, perfeccionandose en este
proceso hasta dar como resultado proteinas altamente eficientes, cuaiquier
modificacion en el gen, podria afectar negativamente la funcionalidad de la
proteina codificada, lo que traeria como consecuencia para el organismo una
enfermedad o la muerte, dependiendo de la importancia de la funcién que
cumple la proteina involucrada. Esto implica que el ADN codificante posee una
restriccion evolutiva a la variacién debido a las graves consecuencias que la
mutacién puede tener sobre el organismo. Por el contrario, el ADN silencioso no
codifica proteinas, por lo que el efecto de las mutaciones no afecta al individuo
por ende los cambios en estas regiones del genoma se manifiestan libremente,
acumulando las variaciones a través de la evoluciéon de la vida del individuo
(Andradas, 1995) (Garcia y col. 2002).

Los marcadores variables (polimoérficos), que difieren entre individuos pueden
ser encontrados a lo largo de las regiones no codificantes del genoma humano.
La posicién cromosdmica o locacién cromosdmica de un gen o un marcador de
ADN en una regién no codificante es referida comunmente como un locus
(plural=loci). Miles de loci han sido caracterizados y mapeados para regiones
particulares de cromosomas humanos dentro del Proyecto Genoma Humano.

La tipificacion de ADN es el proceso de determinaciéon de los genotipos
presentes en regiones especificas en la molécula de ADN. La variabilidad que se

observa es usada para incluir o excluir muestras (Budowle y Brown, 2001).

2.1.2.4. Polimorfismos

Las variaciones de las que hablamos se denominan Polimorfismos y estas
pueden ser de dos tipos:
e Polimorfismos de secuencia

e Polimorfismos de longitud
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a. Polimorfismos de Secuencia

Unos corresponden a cambios en la secuencia de nucleétidos de una regién
del ADN, ejemplo: aqui se observa que el individuo 1 posee una Gen la quinta
base de la secuencia, en cambio, el individuo 2 en su lugar posee una C.

INDIVIDUO 1: -------- GTACGGTACGT--------

INDIVIDUO 2: - - - - ---- GTACCGTACGT--------

Otro tipo de polimorfismo de secuencia puede ser la ausencia de una base
en la secuencia, ejemplo: se observa que el individuo 2 carece de la quinta base
G del individuo 1, este tipo de mutaciéon se denomina deleccién.

INDIVIDUO 1:-------- GTACGGTACGT--------

INDIVIDUO 2: - ------- GTAC GTACGT--------

(Garcia y col. 2002).

Dentro de los polimorfismos de secuencia encontramos aquellos genes que
codifican los grupos sanguineos, el sistema HLA, el andlisis de ADN
mitocondrial, el sistema PolyMarker, entre otros (Yunis y Yunis, 2002).

b. Polimorfismos de Longitud

El segundo tipo de polimorfismo se encuentra representado principalmente
por regiones de ADN repetitivo, este tipo de ADN corresponde a blogues de
secuencias que pueden estar repetidas, ya sea de manera dispersa en el
genoma © bien agregados en una zona determinada o en “tandem” a la manera
de varios segmentos repetidos en forma sucesiva.

Ejemplo; - - --- CCTATAGG CCTATAGG CCTATAGG CCTATAGG- - - -
Se observa en el ejemplo, un bloque de bases con la secuencia CCTATAGG que
se repita consecutivamente cuatro veces en una region del ADN. Estos
polimorfismos estan constituidos por bloques de ADN de entre 5 a 250 bases,
repetidas decenas a cientos de veces en forma consecutiva, la alta variabilidad

de estas repeticiones genera diferentes formas o alelos en los cromosomas.
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Segun el tamafio de la secuencia repetida se han dividido en regiones VNTR y
STR (Andradas, 1995) (Garcia y col. 2002).

VNTR: (Variable Number of Tandem Repeats o Repeticiones en Tandem de
Namero Variable), cuando el tamario de la secuencia repetida es entre 5 a 250
nuc!eétidos,’ conocidas como ADN MINISATELITES, cada unidad de repeticion
se caracteriza porque en su zona central existen varias bases del ADN que
apenas muestran variaciones entre las diferentes unidades, este conjunto de
bases centrales casi invariantes, se denomina “core’. En el ejemplo tres
repeticiones de una secuencia de doce bases (Garcia y col. 2002).

- - --AACTGACGTAGA AACTGACGTAGA AACTGACGTAGA - - -

STR: (Short Tandem Repeats o Repeticiones Cortas en Tandem), cuando la
secuencia repetida sélo constan de 2 a 4 nucleétidos, generaimente siempre las
mismas en cada unidad de repeticibn, conocidas como ADN
MICROSATELITES, que son abundantes en el genoma y cerca de la mitad de
los estudios hasta ahora son altamente polimérficos. Existen aprox. 600.000 loci
microsatélites en el genoma siendo los mas importantes aquellos cuya unidad de
repeticion consiste en 4 pares de bases llamados tetraméricos, cuyo nimero de
loci diferentes en el genoma es de aprox. 200.000. En el ejemplo siete
repeticiones de una secuencia de cuatro bases (Lorente y Lorente 1995) (Garcia

y col. 2002).

En cualquiera de los dos tipos de polimorfismo, al estudiar un segmento
determinado o LOCI o marcador genético por cada individuo, tendremos la
presencia de trozos de ADN correspondientes al mismo marcador, debido a que
la informacion genética se encuentra doblemente representada en las células
somaticas (a excepcidon de las células sexuales). Es asi como existe un ADN

proveniente del set de cromosomas heredados del padre y otro ADN proveniente
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de la madre. El andlisis genético de un individuo puede realizarse estudiando un
alto nimero de estos segmentos polimérficos de ADN, cuya probabilidad que por
azar sea compartido con ofro individuo no emparentado es casi nula (Garcia y

col. 2002).

2.1.2.5. Marcadores Genéticos

Los marcadores genéticos del ADN se basan en la gran variabilidad de la
secuencia de nucledtidos del genoma humano; asi, se cree que hay un sitio de
heterocigocidad cada 500 pb. Las diferencias fenotipicas que se transmiten de
padres a hijos residen en las variaciones permanentes en la secuencia de
nucleotidos de ADN que se generan por mutaciones en las células de las lineas
germinales, principalmente como resultado de los errores en su replicacion, y
que se fijan en el transcurso de miles de afos de evolucion (Bravo, 1999).

Los marcadores son factores importantes para el estudio de la estructura
genética de una poblacion donde se distribuyen y se heredan como un caracter
mendeliano simple (Butter, 2001).
2.1.2.5.1. SistemaHLA (Human Leucokyte Antigen)

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) es una region genética
ubicada en el brazo corto del cromosoma 6 de los seres humanos que codifica
para los llamados Antigenos HLA que fueron originariamente reconocidos por el
papel que desempefian al disparar la respuesta de células T que causa el
rechazo del trasplante de tejidos (Abbas y col. 1998).

Loci de clase II: Hacia el centromero a unas 400 kb de 210 HB, comienza la
region que codifica para los productos HLA-DR, DQ y DP, con todos los genes
localizados en un segmento de 1.000 kb. En primer lugar se halla el gen DR, le
sigue hacia el centromero la region DQ, que dista de los genes DR a una

distancia variable de 80 —~ 240 Kb, segun el haplotipo. En primer lugar se hallan
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los genes DQA1 y DQB1, que codifican para las moléculas HLA-DQ, ambos
genes describen un marcado polimorfismo (Laboratory Division, FBI. 1999).

La Clase II, la conforman los loci: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP, cada uno
compuesto por dos cadenas polipeptidicas unidas no covalentemente: Cadena
a, con un peso de 24-32 KD; y la Cadena § con un peso de 29-32 KD. Las
porciones extracelulares de ambas cadenas a y B se han dividido en dos
segmentos de unos 90 aminoacidos cada uno, llamados a1, a2 y B1 y B2
Actuaimente a y B se denominan A y B respectivamente. La proteina HLD-DQ es
un heterodimero compuesto por una cadena alfa (codificado por el locus HLA-
DQa) y una cadena beta. Se expresa en los linfocitos B, macrofagos, epitelio del
timo y células T activadas. La proteina HLA-DQ sirve como una proteina de
membrana integral para acoplamientos, asi como para presentar fragmentos
antigénicos peptidicos a los receptores de células T de los linfocitos T CD4+. El
polimorfismo que determina los alelos de locus HLA-DQA1 se detecta por
amplificacion de un fragmento de 242 pb (0 239 pb para los alelos 2 y 4) del
segundo exon del gen del HLA-DQa y posterior hibridaciéon a una tira especifica
(Abbas y col. 1998).

Por este medio se han demostrado siete alelos por medio de Ila
secuenciacion de los productos de varias lineas celulares definidas
serologicamente. Las sondas de oligonucleétidos han sido disefiadas para definir
siete alelos mas comunes (Walsh y col. 1991).
2.1.2.5.2. Sistema PolyMarker

Se descubre en la década de los '90. Junto con el sistema HLA, una
reconocida casa comercial (Perkin Eimer Cetus) incluye el andlisis de 5 loci
adicionales para ser amplificados simultaneamente usando PCR. El sistema

PolyMarker comprende los siguientes loci:
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- LDLR: Low Density Lipoprotein Receptor (Receptor de Lipoproteinas de Baja

Densidad).

- GYPA: Glycophorin A (Glicoforina A).

- HBGG: Hemoglobin G Gammaglobin (Gammaglobulina G — Hemoglobina).
- D7s8.

- GC: Group Specific Component (Componente del Grupo Especifico).

La localizacion cromosomal, cantidad del producto de ADN amplificado y el
nimero de alelos distinguidos de los marcadores genéticos mencionados se
detalla en el anexo N° 03 (PE Applied Biosystems, 1995).
2.1.2,5.3. Otros sistemas: VNTRs y STRs

El genoma de las células eucaribticas esta lleno de secuencias repetitivas
de ADN. Estas secuencias repetitivas se presentan en diferentes tamafios y
estan designadas tipicamente por la longitud del nicleo de la unidad repetitiva y
el nimero de unidades repetitivas continuas o la longitud total de la longitud de la
region repetitiva. Largas unidades repetitivas pueden contener varios cientos de
miles de bases en el nicleo repetido. A estas regiones se les conoce como
satélite y pueden ser encontradas rodeando al centrémero: los minisatélites o

VNTRs y los microsatélites o STRs (Butter, 2001).

2.2, REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El auge de la Biologia Molecular ha sido importante en el desarrollo de
nuevas técnicas, siendo su maxima expresion la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La PCR es una técnica de amplificacion gendmica, para
poder obtener millones de copias de un determinado segmento del genoma de
un organismo. El proceso es rapido y extremadamente sensible (Ango, 1996).

En 1985, una ingeniosa técnica denominada Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR) introdujo nuevas alternativas para la investigaciéon cientifica y
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para el diagnostico clinico. Esta técnica fue desarrollada por un cientifico de la
industria de la Biotecnologia, el Dr. Karis Mullis, quien tubo la idea de realizar la
duplicacion del ADN in vitro. El Dr. Mullis pensé que usando dos oligonucleétidos
iniciadores de orientacion opuesta en conjunto con la enzima ADN Polimerasa
permitiria generar in vitro un namero ilimitado de copias de un fragmento de ADN
de interés a amplificar. Es asi que las primeras amplificaciones in vitro de ADN
se realizaron en forma manual empleando tres bafios termocontroladores y
aplicando una enzima termosensible (Fragmento Klenow de la ADN Polimerasa
aislada de E. coli). Sin embargo, este sistema necesitaba la adicién de la enzima
cada ciclo puesto que esta se inactivaba durante la etapa de denaturacion del
PCR. Desde 1983, muchos avances en la optimizacion del PCR se contingan
realizando a fin de mejorar el sistema. Asi, el primer avance importante fue el
descubrimiento de las enzimas ADN Polimerasa termoestables aisladas de
bacterias termoéfilas cuya actividad dptima se encuentra cercana a la temperatura
de denaturacion empleada durante la PCR. Inicialmente la enzima Taq ADN
Polimerasa, aislada de 1a bacteria Thenmus aquaticus, fue la mas usada. Otro
gran avance fue el diseﬁo‘e implantacion de termocicladores automatizados que
hacen a la técnica menos laboriosa (INS, 1998).

La PCR, es una técnica in vitro de amplificacion enzimatica del ADN, que
permite obtener millones de copias de secuencias especificas (alelos) del
genoma de un organismo, el proceso es bastante rapido, sencillo, especifico y
extremadamente sensible, sélo se necesitan muy pocas secuencias originales en
la muestra por analizar para obtener un resultado positivo. En general el nimero
de ciclos varia entre 25 y 35 y una molécula de ADN podra ser amplificada de
107 a 10" veces. La temperatura de hibridacién, tiempo de cada etapa, nimero

de ciclos y condiciones de reaccion son muy variables y han de adaptarse segun
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la naturaleza del ADN objetivo, cebadores, ADN Polimerasa, termociclador y
otros (Lorente y Lorente, 1995).

En los ultimos afios, la PCR ha sido simplificado por la disponibilidad de los
kits de reactivos que permiten a los laboratorios simplemente adherir al ADN un
Master Mix de PCR pre-fabricado, el cual contiene todos los componentes

necesarios para la reaccion de amplificacion (Griffin y Griffin, 1994).
2.2.1. Etapas de la PCR

2.2.1.1. Desnaturalizacion

Para iniciar la reaccion es necesario que el ADN molde se encuentre en
forma de cadena sencilla, esto se consigue aplicando temperaturas entre 90-
95°C que producen la rotura de los puentes de hidrégeno intercatenarios y por
lo tanto la separacién de ambas cadenas. Si el ADN sbélo se desnaturaliza
parcialmente éste tendera a renaturalizarse rapidamente, evitando asi una
eficiente hibridacién de los primers y una posterior extension (Griffin y Griffin,

1994),

2.2.1.2, Hibridacion

Denominado también fase de “annealing” 0 de emparejamiento, una vez que
el ADN esta desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango entre
40-65 °C para producir la unién de los primers a las secuencias flanqueantes
que se desea amplificar, la temperatura de fusion (“melting temperature” Tm)
depende de varios factores y es relativamente especifica para cada primers,
cada primer exige una serie de estudios para determinar su Tm especifico ya
que si la temperatura es muy baja la unién se hara de forma inespecifica y si es

muy alta no se producira una uniéon completa (Griffin y Griffin, 1994).
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2.2.1.3. Extension

Durante este paso la Taq polimerasa incorpora nucleétidos en el extremo 3’
del primer utilizando como molde la cadena de ADN desnaturalizada, la
temperatura de este paso suele ser de 72 °C ya que es la temperatura en que la
Taq Polimerasa alcanza su maxima actividad, normalmente una extension de 20
segundos es suficiente para fragmentos menores de 500 pb y 40 segundos para

fragmentos por encima de 1.2 Kb (Griffin y Griffin, 1994).

30-40 ciclos de 3 pasas:
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Figura: Pasos basicos de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

2.2.2. Componentes de la PCR

a. Buffer de Amplificacion.- ha de asegurar una fuerza ionica correcta y un pH
adecuado para la reaccion de la enzima, los componentes del buffer incluyen
Tris-HCI, albamina sérica, detergentes no idbnicos como Tween 20 o Triton X-100

(INS, 1998).
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*2)- la concentracién de ién Mg'? libre es importante

b. I6n Magnesio (Mg
porque afecta la unién entre los oligonucledtidos iniciadores y el ADN molde
asimismo {a temperatura de anillamiento y la actividad enzimatica se ve
afectada, actuan como cofactores de la Tag polimerasa (INS, 1998).

c. Primers.- o cebadores, son secuencias entre 15 a 30 nucleétidos que se han
de hibridar a cada extremo 3’ y 5§ de la secuencia de ADN a amplificar. La
cantidad de cebadores puede variar, pero se utiizan generalmente entre 30 y
150 ng. Su exceso puede traducirse en amplificaciones no especificas o en la
aparicion de amplificacion de dimeros de cebadores (INS, 1998).

d. Desoxinucleotidos Trifosfatos.- las concentraciones de dNTPs que suelen
usarse estan en torno a 200pM para cada uno de ellos, en un volumen de
reaccion de 25pl con esta concentracion de dNTPs se sintetizarian entre 6-6.5pl
de ADN. Las concentraciones de dNTPs y de MgCl, van relacionadas ya que el
Mg se une a los dNTPs con lo que concentraciones elevadas de dNTPs
inhibirian la reaccién al no tener la Taq polimerasas suficiente Mg como para
incorporar dNTPs (INS, 1998).

e. Taq Polimerasa.- la actividad de esta enzima es influenciada por la
concentracion de dNTPs, Mg y algunos iones monovalentes, concentraciones
elevadas de los mismos inhiben su actividad. La ADN polimerasa termoestable
mas utilizada es la Taq polimerasa, aislada de Thermus aquaticus, una bacteria
termofilica que habita en las fuentes termales a temperaturas comprendidas
entre 70-85 °C, a ésta temperatura es capaz de mantener una media de
extension de 60 nucledtidos por segundo en regiones ricas en uniones G-C (INS,
1998).

f. ADN molde o “Template”.- es el ADN del cual queremos copiar un
determinado fragmento, es por tanto, el ADN que la Taq polimerasa utiliza como

molde para la sintesis de nuevas cadenas polinucleotidicas, la cantidad de ADN
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necesaria para la PCR depende de varios factores como: el segmento que se va

a amplificar y la cantidad del ADN (INS, 1998).

2.3. TECNOLOGIA FTA™

A fines de la década de los '80, Lee Burgoyne en la Universidad Flinders en
Australia desarroll6 un papel al que llamaria FTA, como un método para
almacenar ADN. El papel FTA™ es un papel absorbente basado en celulosa
que contiene cuatro sustancias quimicamente patentadas para proteger las
moléculas de ADN de la degradacién de la nucleasa, oxidacién, dafio ultravioleta
y la preservacion del papel del crecimiento microbiano y fingico. Asi, los acidos
nucleicos son fisicamente atrapados, inmovilizados y estabilizados para su
almacenaje a temperatura ambiente hasta por un periodo de 11 afios. Estas
tarjetas de papel FTA™ no sdlo soportan muestras de sangre, sino también lo
hacen de otros fluidos biolégicos, plantas y bacterias. El uso del papel FTA™,
envuelve la simple adicion de una mancha de sangre al papel y el permitir que
esta seque. Las células son lisadas y las proteinas denaturadas al contacto con
el papel y el ADN de las células blancas de la sangre son inmovilizadas dentro
de la matriz del papel. Un pequefio disco es removido de la tarjeta de FTA™ y
colocado en un tubo para su lavado. El ADN ahora, puede ser purificado
favandolo con un solvente para remover grupos hemo y otros inhibidores de la
PCR. Este solvente es un Buffer de Purificaciéon, conocido como solucién de
lavado, el cual también ha sido patentado por la casa comercial Whatman™.
La purificacion del disco de papel es observable ya que al lavarse el disco, el
color rojo es removido con el sobrenadante. El disco lavado, es luego introducido
directamente a la PCR. Una ventaja adicional del papel FTA™ es que resultados
consistentes pueden ser obtenidos sin cuantificacion (Whatman, BlOScience

1999).
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2.4. TIPADO MEDIANTE DOT BLOT: SONDAS DE HIBRIDACION

En 1987, con la introduccién de la PCR se desarrollaron métodos para el
analisis de ADN de los genes del sistema HLA y PM. La primera estrategia de
analisis tras la amplificacion con PCR fue detectar polimorfismos de secuencia
usando oligonucleétidos especificos de alelos (Allele-Specific Olinonucleotide
ASO) en forma de Dot Blot. Las sondas tipo ASO se unen a secuencias de ADN
que contienen su exacta secuencia complementaria, por ello para cada alelo a
determinar en un locus hace falta una sonda complementaria. En la practica, una
bateria de sondas ASO se fijan a una membrana de nylon en forma de tira, una
tra puede albergar sondas de diferentes alelos de varios loci, las regiones de
ADN una vez amplificadas se unen a sus sondas complementarias. Para facilitar
la lectura una molécula marcada se une al extremo 5 del primer de amplificacién
de tal modo que cuando el ADN amplificado esta unido a la sonda, se puede
visualizar. Las sondas ASO se fijan a una membrana de nylon en forma de tira.
Al hibridarse los alelos a la sonda alelo-especifica se visualizaran a manera de

puntos azules la presencia de dichos alelos (Laboratory Division, FBI 1999).

v

HRP
SA

Estrepmvidina-HRP ~
Enzima conjugada

ADN amplificado

~

Sonda ASO
inmovilizada

AT AT R T TTTTE TR EE TR CUO TSNSy Membrana de Nylon

. Generacién de Dot Blot utlizande Sondas Inmovilizadas - ASO
Fuente: Amplitype PM+DQAI Amplification and Typing Kits, manual for Forensic
or Research Use Only not far Use 1n Diagnostic Procedures, Perkin Eimer
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2.5. FRECUENCIAS GENETICAS

Es una caracterizacion de los alelos presentes en un locus genético y se
refiere a la proporcién en que se encuentran los diferentes alelos dentro de la
poblacién. Dicho de ofras palabras, la frecuencia genética es la probabilidad de
presencia de un alelo en una poblacion. La distribucién de las frecuencias de
varios fenotipos constituye la descripciéon esencial de una poblacién. Incluso a
manera de ejemplo, se puede citar que la evolucion en la forma mas sencilla se

describe por los cambios en las frecuencias de los genes (Dubinin, 1981).

2.5.1. Variacion Poblacional

La gran mayoria de nuestro ADN (mas del 99.7%) es el mismo entre las
personas. Es una pequena fraccion de ADN (0.3% aproximadamente un millén
de nucledtidos) que difiere entre las personas y nos hace unicos como
individuos. Estas regiones variables proveen la capacidad de usar la informacion
de ADN para prop0sitos de identidad humana. En la tipificacion de ADN mditiples
marcadores © loci son examinados, a mas marcadores examinados vy
comparados, mayor oportunidad a que dos individuos no relacionados tengan
diferentes genotipos. La variabilidad que se observa en estas locaciones es

usada para incluir o excluir muestras (Rothhammer, 1977).

2.5.2. Tipificacion Poblacional

Las pruebas de tipificacion poblacional, son métodos de determinacion de
alelos especificos presentes en una muestra bioldgica, esto da como resuitado el
incluir o excluir la muestra procedente de un mismo origen. Entonces, el contar
con un patron de frecuencias alélicas se hace necesario para usarlo como
herramienta en estudios comparativos de estructuras genéticas y en trabajos de

identificacion humana (Rothhammer, 1977).
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2.6. GENES EN POBLACIONES

La genética de poblaciones, que investiga como se expanden los genes a
través de las poblaciones de organismos, encontr6 una base soélida en los
trabajos del matematico inglés Godfrey H. Hardy y el obstetra aleman Wilhelm
Weinberg, quienes formularon lo que ahora se conoce como la ley de Hardy -
Weinberg. Esta afirma que si dos alelos de un gen autosomico (A y a) existen
en una poblacién, si la frecuencia con las que se presentan (expresadas en
decimales) son py q (p + q = 1) respectivamente, y si el apareamiento se
produce de forma aleatoria con respecto al gen, entonces, después de una
generacion la frecuencia de los tres genotipos AA, Aa y aa sera p> 2pq y q°
respectivamente. Por consiguiente en ausencia de alteraciones estas secuencias
permaneceran constantes de generacién en generacion. Cualquier variacion de
la frecuencia, que indica un cambio evolutivo, debe estar por tanto relacionado
con alteraciones, estas pueden ser mutaciones, seleccion natural, migracioén y
reproduccion en pequefas poblaciones que pueden perder alelos determinados

por casualidad o desviacion genética al azar (Rothhammer, 1977).

2.7. CALCULOS DE INTERES PARA EL ESTUDIO POBLACIONAL
2.7 1. Equilibrio de Hardy—Weinberg
La ley de equilibrio de Hardy — Weinberg dice en una poblacién panmixica
(cruzamiento de individuos en una poblacién, al azar), sin migracion o seleccién
contra un genotipo y cuya tasa de mutacién es despreciable, las proporciones de
los diferentes genotipos seran constantes de generacion en generacion.
pP+2pq +¢

p = se define como la frecuencia del alelo dominante, y
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g = como la frecuencia del alelo recesivo. Para un rasgo controlado por un par
de alelos (A y a); es decir pes igual a todos los alelos por la mitad los individuos
que son dominantes homocigotos (AA) y los alelos en la poblacién que es

heterocigoto (Aa) para este rasgo (Rothhammer, 1977).

2.7.2. Prueba de Chi Cuadrado (X2

La comparacion entre los fenotipos reales y los esperados, si la poblacion se
encontrase en equilibrio, se lleva a cabo mediante el test de X* de comparacion
de hipotesis, dada por la siguiente expresion:

X =3 (0-E)
E

Siendo:
O = Fenotipos observados
E = Fenotipos esperados

Si el valor de X? calculado es menor que el tabulado de X? para un nivel de
significacion, se dice que las frecuencias fenotipicas observadas se ajustan a las

esperadas segun el equilibrio de Hardy-Weinberg (Rothhammer, 1977).

2.7.3. Poder de Discriminacion (PD)

Viene a ser la capacidad que el laboratorio tiene en un momento
determinado para analizar un vestigio y diferenciarlo de otro tomado al azar, el
cual depende de los loci analizado y del polimorfismo de cada uno. El valor
matematico corresponde al resultante de restar a la unidad la sumatori‘a de los
cuadrados de la frecuencia de cada genotipo, y se calcula para un locus
mediante la formula (Weir, 1996)(Carracedo y Barros, 1996).

PD = 1-3 P}

¥ P¥ = Sumatoria de la frecuencia de cada genotipo.
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2.7.4. Probabilidad de Coincidencia (PC)

Es el concepto contrario al del poder de discriminacion y se define como la
probabilidad que un vestigio analizado coincida plenamente con otro tomado al
azar, matematicamente la probabilidad de coincidencia, es el complementario de
uno del PD y se calcula (Weir, 1996)(Carracedo y Barros, 1996).

PC=1-PD

2.7.5. Probabilidad de Exclusion a Priori (PE)

La PE de un marcador genético en una poblacién determinada, es el valor
porcentual que esta en funcién directa del polimorfismo de un sistema, es decir
cuanto mas polimérfico sea un sistema y mas equilibradas estén las frecuencias
de sus alelos, mayor sera su probabilidad a priori de exclusion. La PE depende
del nimero de alelos identificados y de la distribucién de las frecuencias alélicas
(Weir, 1996)(Carracedo y Barros, 1996).

PE= 5 Pi (1-pi)? (1 - pi+ pi? + 5 pi pj (pi+ pj) (1 - pi - pj)
Siendo:
n = Nimero de alelos
Pi= Frecuencias genéticas respectivas.
PEacum. =1-(1-P1) (1 =P2)............ (1-Pn)

Siendo: P1, P2,... Pn, Probabilidades de exclusion individuales de cada sistema.

2.8. BANCO DE DATOS GENETICOS

Al comenzar el proceso de examen de ADN tenemos el material genético en
las muestras sometidas al analisis, al finalizar tenemos la informacion genética
que puede ser almacenada en cualquier soporte fisico capaz de acumular

informacion, asi la informacioén genética puede guardarse en papeles, carpetas,

35



archivos, soportes electronicos, discos duros, flexibles o cintas. La expresion

Banco de Datos Genéticos (BDG) si bien parece referirse exclusivamente a los

sistemas de acopio de informacidn, en la literatura aparece de manera ambigua,

especialmente porque en muchos bancos de informacion se guarda
paralelamente la muestra, lo que los transforman en definitiva en bancos que
manejan material genético o informacién genetica, se trata sin embargo de
situaciones distintas que pueden y deberian funcionar de manera diferente.

Se entiende como BDG a un conjunto organizado y sistematizado de

informacidn genetica referido a individuos de la especie humana y obtenidos a

partir del analisis de ADN, que en términos generales implica los procesos a la

totalidad de una poblacion 0 a un sector de ella, aun cuando se ha planteado la
posibilidad de extender el fichaje por ADN a todos los recien nacidos en algunos
paises, los bancos existentes se refieren preferentemente a grupos limitados de

individuos (Garcia y col. 2002).

La finalidad de estos bancos puede ser muy variada, pero las mas frecuentes
estan relacionadas con la investigacion cientifica y la identificacion de personas
o restos humanos, y cualquiera que sea su finalidad, los objetivos de la
incorporacion de informacion adicional son:

- Personas con actividades riesgosas: se busca la informacion necesaria para
tratamientos médicos de urgencia, asi como para identificar cadaveres o
restos humanos, y

- Personas con conflicto juridico; éstos bancos cubre dos grandes
necesidades: Ildentificacion de paternidad e identificacion de delincuentes

(Garcia y col. 2002).
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(R MATERIALES Y METODOS

3.1. Aspectos Generales de la Zona de Estudio

3.1.1. Ubicacion de la zona de estudio

La ciudad de Ayacucho se encuentra ubicada en el extremo noroccidental
del departamento de Ayacucho y al sur de la sierra central del pais, en el area
meridional de los Andes, a 2.746 msnm; y esta comprendido entre los 13°09°37”
latitud Sur y 74°13'33” longitud Oeste. La ciudad ocupa el distrito de Ayacucho
(cercado o también conocido como centro histérico), asi como el area urbana de
los distritos de Carmen Alto, San Juan Bautista y Jesus Nazareno (Garayar,
2003).
3.1.2. Clima

Ayacucho esta ubicada climatolégicamente segun la altura en la zona
quechua de acuerdo a la clasificacién hecha por el estudioso Javier Pulgar Vidal;
que dividi6 el territorio del Pert en ocho regiones naturales. Esta zona se
caracteriza por tener quebradas amplias con fondos planos. El clima es templado
y seco, con una temperatura promedio de 17.5 °C y una humedad relativa

promedio de 56% (Garayar, 2003).
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3.1.3. Caracteristicas Socio-demograficos

Segun el Xl Censo de poblacidon y VI de Vivienda efectuado por el
Instituto Nacional de Estadistica e Informatica el 2007, la ciudad de Ayacucho
cuenta con una poblacién de 151.019 y su tasa de crecimiento anual es de 2.5%

(INEJ, 2008).

3.2. Tipo de Estudio

3.2.1. Poblaciéon
La poblacion estuvo constituida por los habitantes de la ciudad de

Ayacucho.

3.2.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por 50 personas escogidas al azar (los
cientificos de los sistemas Roche Molecular tipificaron 200 muestras de
hispanicos, los datos actualmente disponibles de la poblacion sugieren que no
existan desviaciones significativas de las expectativas Hardy-Weinberg del
equilibrio para estos seis marcadores). A las personas escogidas se les informé
del estudio que se realizd, para lo cual llenaron fichas de consentimiento en
donde se les informo el propdsito de la investigacion y el tipo de muestra que se

obtuvo (ver ANEXO N° 01).

3.3. Procedimiento
Para entender mejor el procedimiento y el tratamiento que se dio a las
muestras dentro del laboratorio, primero realizamos un esquema de trabajo

seguidamente desarrollamos los pasos a seguir:
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3.3.1. Obtencion de la muestra bioldgica.

Se extrajo sangre por puncion dactilar con una lanceta estéril, las cuéles
fueron impregnadas en tarjetas FTA™ y se dej6 secar al medio ambiente, éstas
se rotularon, almacenandolas luego individualmente en sobres de papel

codificados para luego ser usados en laboratorio.

3.3.2. Procesamiento de la muestra

Cuando las células de la sangre son lisadas al manchar sobre el papel de
FTA™ el ADN nuclear de las células blancas de la sangre se inmovilizan dentro
de la matriz del papel.

Ya con la muestra‘ de sangre seca en la tarjeta y en el laboratorio, se
obtuvieron con sacabocados 3 discos de 2mm de diametro de cada muestra y se
colocaron en 50 tubos de 1.5ml. Estos discos fueron lavados con Buffer de
lavado (reactivo de purificacion) para FTA™, el cual remueve los grupos hemo y
otros inhibidores de PCR. Se agregd 200ul de reactivo FTA a cada tubo, se agité
suavemente y luego de 3 a 5 minutos se elimind el sobrenadante, quedando los
discos en el tubo. Se realizd6 esta operacion por 3 a 4 veces 0 hasta que los
discos se observen de color blanco. Es aqui en donde se obtiene la purificacion
del disco. Este método de extraccion y purificacion de FTA™ no requieren
cuantificacién ya que esta disefiada para un volumen de reaccién de PCR entre

5 — 25ul (Whatman, BIOScience. 1999).

3.3.3. Amplificacion y Tipificacion de ADN utilizando el Kit PCR
AmpliType® PM + DQA1.

Ampilificacion del HLA-DQA1 y PolyMarker
El kit de amplificacion y tipificacion PCR AmpliType® PM + DQA1,

contiene todos los reactivos necesarios para la amplificacion y tipificacion del
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locus HLA-DQA1 y de los cinco loci PolyMarker, presentes en las muestras
bioldgicas en una unica alicuota de ADN, estos reactivos amplifican directa y
simultaneamente una regién en el gen HLA-DQA1 y de los loci. LDLR, GYPA,
HBGG, D7S8 y GC. Para la amplificacién la mezcla de reaccion se llevé a cabo
en los siguientes volimenes (Walsh, 1991)(PE Applied Biosystems, 1995).

- 30ul de PCR AmpliType ® PM + DQA1 Mix de reaccion.

- 30ul AmpliType ® PM + DQA1 de Primers.

- Un disco o punch de matriz de FTA™ extraido y purificado.

- Para el control positivo se anadié 24ul del mix de reaccién, 24ul de

Primers y 12ul de 100ng/ml del control de ADN.

Las condiciones de reaccidon utilizando el termociclador fueron los

siguientes:
CONDICIONES CICLOS TEMPERATURA TIEMPO
Pre~Hold 95°C 10 min
Denaturacion 95°C 30 seg
Hibridacién 32 63°C 30seg
Extension Ciclos 72°C 30 seg
Post—Hold 72°C 10 min

* Programa de Amplificacion para PM + DQA1

Una vez finalizado el proceso de amplificacidon de las muestras, se

retiraron del termociclador y fueron almacenadas en refrigeracion a 4°C hasta el

procesado de la hibridacién en sonda.
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Hibridacion del ADN Amplificado.

El proceso de hibridacion se basa en la técnica del Dot-Blot en donde una

porcion del producto amplificado se hibrida a una membrana de nylon con

sondas de ADN fijadas a la misma, complementarias a los marcadores en

estudio.

a.

b.

El proceso se divide en tres etapas:
La hibridacion del ADN amplificado a la sonda de ADN.
La unién de la enzima conjugada — peroxidasa de rabano (HRP-SA) a los
productos de PCR ya hibridados.
Eliminacién de los productos de PCR unidos no especificamente.

Se sigue el protocolo de hibridacion de ADN PM + DQA1 modificado, este

proceso esta dado por fases secuenciales que se dan a continuacion.

1.

Las tiras de sonda de ADN de PM y DQA1™, se colocaron en la bandeja de
tipificacion y se afiadieron 3ml de la solucion de hibridacién precalentada a
55°C, a cada bandeja de tipificacion.

Se denaturalizé el ADN amplificado, a 85°C durante 5 minutos, colocandolo
en el termociclador.

inclinando la bandeja de tipificacion seguidamente se afiadié 45ul de ADN
amplificado por debajo de la superficie de fa solucion de hibridacién en cada
cavidad. Se cerr6 la bandeja y homogenizé.

Se incubd a 55°C durante 15 minutos para hibridar el ADN amplificado a las
tiras de sonda de ADN, transcurrido el tiempo se deseché el contenido de
cada cavidad.

Se afiadidé 5ml de solucion de lavado precalentada, se homogenizé y eliminé
la solucion.

Se afiadi6 la Solucién de Conjugado Enzimatico (3.3ml de solucion de

hibridacion precalentada y 27ul del conjugado de la enzima rabano HRP-SA
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por cada tira) en cada cavidad y se incubé en bafio maria a 55°C durante 5
minutos. Se elimind el contenido de cada cavidad y se realiz6 lavados con
solucién de lavado.

7. Para el lavado riguroso se afnadié 5ml de solucion de lavado e incub6 a 55°C

durante 15 minutos, se eliminé el contenido (PE Applied Biosystems, 1995).

NN
\ \f ASPIRATE
labelled \

\—;L —— ! ONA TYPING TRAY LID

Figura: Manejo se soluciones en la bandeja de tipificacion de ADN.
Fuente: Manual de PE—Applied Biosystems para PM+DQA1 — PCR

Proceso de Revelado de Color

8. Se agregé S5mi de la solucion Buffer Citrato en cada cavidad, la cual se
incubé a temperatura ambiente por 5 minutos; se eliminé y se afiadi6 la
Solucion de Revelado de Color (por cada tira 5ml de Buffer Citrato, 0.5ul
de peréxido de hidrégeno al 30% y 0.25ml de solucién TMB cromégeno).

9. Se incubd a temperatura ambiente, en campo oscuro durante 20 minutos.

10. Finalmente se afiadi6 abundante agua desionizada estérii (PE Applied

Biosystems, 1995).

Lectura e Interpretacion de Resultados

Los resultados se interpretaron leyendo el patrén de puntos de color en

las tiras de sonda mediante la presencia o ausencia de puntos de color azul, se
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inici6 examinando los controles internos asignados como puntos “C” y “S” en
HLA-DQA1 y PM respectivamente.
En HLA-DQA1 se pueden detectar siete alelos y hasta 28 genotipos,

pudiéndose encontrar las siguientes variantes:

LOCUS SONDA Alelos DQA1 detectados
1 11,12, 1.3
HLA 2 2
DQA1 3 3
4 4.1,42/43

* FUENTE: AmpliType PM + DQA1 PCR Amplification and Typing Kits, Manual for
Forensic or Research Use Only not for Use in Diagnostic Procedures,
Perkin Elmer (PE Applied Biosystems. 1995).

Y en PolyMarker se pueden detectar un total de 12 alelos diferenciados
para los cinco loci, resultando en 972 combinaciones genotipicas diferentes,

pudiendo encontrar los siguientes genotipos:

LOCI Alelos PM detectados GENOTIPOS
LDLR A,B AA AB,BB
GYPA A.B AA AB, BB
HBGG A,B,C AA AB.AC,BB,BC,CC
D7S8 A,B AA ,AB,BB

GC A,B,C AA ,AB.AC,BB,BC,CC

* FUENTE: AmpliType PM + DQA1 PCR Amplification and Typing Kits, Manual for
Forensic or Research Use Only not for Use in Diagnostic Procedures,
Perkin Elmer (PE Applied Biosystems. 1995).
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Figura: Hibridacién de HLA — DQA1 y PolyMarker de las 4 primeras muestras, en las
sondas mediante Dot Blot reverso.

Para entender la interpretacion de la presencia de determinados alelos

pondremos unos ejemplos del sistema HLA — DQA1:

Allele #

1.1 probe’ Al but 1.3 probe* 1 probe
1.1: TTTGATGGAGATGAGGAGTTCTACGTGGACCTG GAGAGGAAGGAGACTGCCTGGCGGTGGCCIGAGTTCAGCAAARTTIGGAGGTTTTGACCCGCAGGG
1.2,1.3,4 probe .

1.2: C —ma T S = e i mm AT an s mmmmmm-
- 1.3probe
1.3: Cemmmme c-zzzooszsAsosmeosose---- ——- - - -
2 proba
2 Cc- -7 - | e QT oy St oy POt o o= . e ATT
3 probe
3 o o <===T T AweT ool momGo e G e e A e A R mm e AIT
4 probe

4.,1: mmemmmmemema-=C - G T~eeelol-1-2=o=17C-===BC~~—-~ A-hmemmemmmeen ATT
4.2: c---C G Trmm-T=T-T===--TTC--~-AC A-A ATT
4,3; —meamm- R G e O e R R N A-Bemsemee e ATT.
pX: - - B Tomemm Y Gty (R AT-Ammommommmmamne A-

Esquema que muestra el Polimorfismo Sustitucional de uno o dos pb en un Segmento de 98
Nucleétidos del Exén 2 det Gen HLA — DQa
Fuente: Manual AmpliType user Guide 55737-1/91-03 Perkin Eimer
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Para la muestra A: presenta los alelos 1.2 y 4.1
Para la muestra B: presenta los alelos 3y 4.1
Para la muestra C: presenta los alelos 4.1 y 4.2/4.3

Para la muestra D: presenta los alelos 1.2y 1.3

3.4. Andlisis Estadistico

Para los analisis estadisticos se hizo uso del programa bioestadistica
GDA, para la determinacion de las expectaciones de Hardy - Weinberg. Los
datos fueron analizados por el software PowerStats. Cuando fa informacion
apropiada para calcular frecuencias génicas esta disponible, es interesante
probar la validez del equilibrio de Hardy — Weinberg. Se puede computarizar las
frecuencias genéticas de los datos y luego de estas las frecuencias esperadas
de varios fenotipos. Estas frecuencias esperadas son comparadas con las
observadas considerando el tamano de la muestra. La prueba de Chi cuadrado
se calculé manuaimente para comparar los datos obtenidos en nuestra poblaciéon
en estudio con otras poblaciones pertinentes. Todas las pruebas estadisticas se

trabajaron a un nivel de significacién de a = 0.05 (Perez, 2002).
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Iv. RESULTADOS
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CUADRO N 03: Frecuencia genotipica del locus HLA-DQA1 en 50 pobladores
del distrito de Ayacucho, 2003

Pares de Alelos | N° de genotipos Frecuencia %
1.1, 1.1 0 0 0
1.1,1.2 0 0 0
1.1, 1.3 0 0 0
11,2 0 0 0
11,3 4 0.08 8
11,41 1 0.02 2
1.1,42/43 1 0.02 2
12,12 1 0.02 2
1.2,1.3 1 0.02 2
12,2 0 0 0
12,3 3 0.06 6
1.2, 4.1 2 0.04 4
1.2,4.2/43 1 0.02 2
1.3,1.3 0 0 0
13,2 0 0 0
13,3 0 0 0
1.3, 4.1 0 0 0
1.3,4.2/143 0 0 0
2,2 0 0 0
2,3 1 0.02 2
2,41 1 0.02 2
2,42/43 1 0.02 2
33 12 0.24 24
3,41 10 0.20 20
3,42/43 2 0.04 4
41.41 4 0.08 8
4.1.42/43 4 0.08 8

42/43,42/43 1 0.02 2
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CUADRO N° 04: Frecuencia genotipica de los loci PolyMarker en 50 pobladores
del distrito de Ayacucho, 2003

Marcadores | Pares de N°de Frecuencia % % Total
genéticos alelos genotipos
AA 21 042 42
LDLR AB 21 042 42 100
BB 08 0.16 16
AA 20 0.40 40
GYPA AB 27 0.54 54 100
BB 03 0.06
AA 03 0.06
AB 22 0.44 44
AC 01 0.02 2
HBGG BB 23 0.46 46 100
BC 01 0.02 2
CcC 00 0.00
AA 17 0.34 34
D7S8 AB 23 0.46 46 100
BB 10 0.20 20
AA 01 0.02
AB 02 0.04
AC 10 0.20 20
GC BB 07 0.14 14 100
BC 13 0.26 26
CcC 17 0.34 34
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CUADRO N° 05: Poder de Discriminacién (PD), Probabilidad de Coincidencia
(PC) y Probabilidad de Exclusion (PE) de los seis loci
estudiados en 50 pobladores del distrito de Ayacucho, 2003

Marcadores Poder de Probabilidad de | Probabilidad de
genéticos Discriminacion Coincidencia Exclusion
HLA-DQA1 0.8728 0.1272 0.3417

LDIR 0.6216 0.3784 0.1266
GYPA 0.5448 0.4552 0.2250
HBGG 0.5904 0.4096 0.1706
D7S8 0.6328 0.3672 0.1548

GC 0.7552 0.2448 0.1875

52




CUADRO N° 06: Genotipos homocigotos y heterocigotos en los seis loci, en 50

pobladores del distrito de Ayacucho, 2003

Marcadores | Homocigosis % Heterocigosis % % Total

genéticos
HLA-DQA1 18 36 32 64 100
LDLR 29 58 21 42 100
GYPA 23 46 27 54 100
HBGG 26 52 24 48 100
D7S8 27 54 23 48 100
GC 25 50 25 50 100
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CUADRO N° 07: Test del Equilibrio de Hardy-Weinberg para los seis foci
estudiados en 50 pobladores del distrito de Ayacucho, 2003

Locus | Homocigosis | Homocigosis | Heterocigosis | Heterocigosis | Test
Observada Esperada Observada Esperada X’
HLA 0.36 0.278788 0.64 0.721212 3.28
LDLR 0.58 0.529091 042 0.470909 1.04
GYPA 0.46 0.553333 0.54 0.446667 3.52
HBGG 0.52 0.556162 0.48 0.443838 0.53
D7S8 0.54 0.504848 0.46 0.495152 0.49
GC 0.50 0.422828 0.50 0.577172 244
Media 0.493333 0.474175 0.506667 0.525825 -
Para 7 alelos (HLA-DQA1) Xt=1259 gl =6 p<0.05
Para 2 alelos (LDLR, GYPA, D7S8) Xt =3.85 gl =1 p<0.05
Para 3 alelos (HBGG, GC) Xt=599 gl.=2 p<0.05
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CUADRO N° 08: Test de correlacion de Karlin entre los seis marcadores
moleculares estudiados en 50 pobladores del distrito de
Ayacucho, 2003

Nuimero Correlacion de Locus Valor encontrado
1 HLA-DQA1/LDLR 0.241000
1 HLA-DQA1/GYPA 0.433000
1 HLA-DQA1/HBGG 0.326500
1 HLA-DQA1/D7S8 0.216000
1 HLA-DQA1/GC 0.169500
2 | LDLR/GYPA 0.670000
2 LDLR/HBGG 0.081000
2 LDLR/D7S8 0.989000
2 LDLR/GC 0.521500
3 GYPA/HBGG 0.087000
3 GYPA/D7S8 0.218000
3 GYPA/GC 0.482000
4 HBGG/D7S8 0.685500
4 HBGG/GC 0.768000
5 D7S8/GC 0.435000
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CUADRO N° 09: Comparacion de la frecuencia del locus HLA-DQA1 de los
pobladores del distrito de Ayacucho con el total de las otras
ciudades estudiadas en el Peru, 2003

Marcador Alelos Ayacucho Per
genético detectados
1.1 0.060 0.045
1.2 0.090 0.055
1.3 0.010 0.030
HLA-DQA1 2 0.030 0.050
0.440 0.425
4.1 0.260 0.235
42/43 0.110 0.160
X% =13.48 X% = 12.59 gl =6 p<0.05

~

* FUENTE: Pérez, L. 2002. Gené:tica Poblacional de 19 loci en seis ciudades del
Peru. Tesis. Escuela de Post-Grado. Facultad de Farmacia y
Bioguimica. UNMSM. Lima.
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CUADRO N° 10: Comparacion de la frecuencia de los loci PolyMarker de los
pobladores del distrito de Ayacucho con el total de otras
ciudades estudiadas en el Pert, 2003

Marcadores Alelos Ayacucho Peru X%
genéticos detectados
LDLR A 0.630 0.585 1.67
B 0.370 0.415 N.S.
GYPA A 0.670 0.690 0.37
B 0.330 0.310 N.S.
A 0.290 0.270
HBGG B 0.690 0.715 0.80
C 0.020 0.015 N.S.
D7S8 A 0.570 0.605 1.02
B 0.430 0.395 N.S.
A 0.140 0.180
GC B 0.290 0.250 3.06
C 0570 0.570 N.S.

N.S. = No Significativo

Para 2 alelos X% =385 gl =1 p<0.05
Para 3 alelos Xt =599 gl =2 p<0.05

*FUENTE: Pérez, L. 2002. Genética Poblacional de 19 loci en seis ciudades del

Peri. Tesis. Escuela de Post-Grado. Facultad de Farmacia y
Bioquimica. UNMSM. Lima.
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CUADRO N° 11:

Comparacion de la frecuencia del locus HLA-DQA1 de los

pobladores del
poblaciones hispanoamericanas, 2003

distrito de Ayacucho con el de las

Marcador Alelos Ayacucho Hispano-
genético detectados Americano
1.1 0.060 0.105
12 0.090 0.130
1.3 0.010 0.053
HLA-DQA1 0.030 0.115
0.440 0.218
41 0.260 0269
42/43 0.110 0.110
X2%c=71.14 Xt =1259 gl = p<0.05

*FUENTE: PE Applied Biosystems. 1995. AmpliType PM+DQA1 PCR
Amplification and Typing Kits. Manual for Forensic or Research Use

Only not for Use in Diagnostic Procedures. Applied Biosystems

Division. New Jersey. USA
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CUADRO N° 12: Comparacion de la frecuencia de los loci PolyMarker de los
pobladores del distrito de Ayacucho con el de las otras
poblaciones hispanoamericanas, 2003

Marcadores Alelos Ayacucho Hispano- X’c
genéticos detectados Americano
LDLR A 0.630 0.485 16.84
B 0.370 0.515
GYPA A 0.670 0.615 2.56
B 0.330 0.385 N.S.
A 0.290 0.375
HBGG B 0.690 0.580 10.80
C 0.020 0.045
D7S8 A 0.570 0.622 230
B 0.430 0.378 N.S.
A 0.140 0.203
GC B 0.290 0.335 10.17
C 0.570 0.462

N.S. = No Significativo

Para 2 alelos Xt =385 gl.=1 p<0.05
Para 3 alelos Xt =599 gl=2 p<0.05

*FUENTE: PE Applied Biosystems. 1995. AmpliType PM+DQA1 PCR
Amplification and Typing Kits. Manual for Forensic or Research Use
Only not for Use in Diagnostic Procedures. Applied Biosystems
Division. New Jersey. USA
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V. DISCUSION

La extraccién y purificacion de ADN se realiz6 utilizando tarjetas de papel
FTA™ método que demuestra ser rapido, practico, no téxico y no requiere de
cuantificacion. Ademas el manejo adecuado de esta metodologia permite
asegurar un trabajo libre de contaminantes externos, ya que las tarjetas poseen
antibacterianos, antimicéticos y otras sustancias que preservan la muestra
tomada y puesto que los marcadores a usarse son secuencias humanas con
condiciones ya establecidas y fielmente seguidas, sélo reconoceran ADN
humano.

Se realizé la comparaciéon de frecuencias genéticas con las frecuencias
de la poblacién peruana y frecuencias hispanoamericanas, debido a que son
referencias evaluables por la ubicacién geografica y porque existe menor
diferencia con las estudiadas.

En el cuadro N° 01, el marcador Antigeno Leucocitario Humano DQa-
A1 (HLA-DQA1), el alelo denominado (3) fue de mayor frecuencia encontrado en
la poblacién del distrito de Ayacucho con 0.44, y el de menor frecuencia

encontrada fue el alelo denominado (1.3) con 0.01. Estos resultados coinciden
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con los obtenidos por Pérez, 2002; quien encuentra mayor frecuencia en la
poblacién peruana el alelo denominado (3) con 0.425 y el de menor frecuencia el
alelo denominado (1.3) con 0.03. Realizando comparaciones mediante la prueba
de Chi cuadrado se encontraron diferencias significativas como se observa en el
cuadro N° 09. En poblaciones hispanoamericanas la mayor frecuencia fue
encontrada en el alelo denominado (4.1) con 0269 seguido del alelo
denominado (3) con 0.218, en caso del alelo de menor frecuencia es el
denominado (1.3) con 0.053, el cual realizando comparaciones en la prueba de
Chi cuadrado con nuestra poblacién, se encuentra una diferencia significativa,
como se presenta en el cuadro N° 11.

En el cuadro N° 02, el marcador Receptor de Lipoproteinas de Baja
Densidad (LDLR), el alelo de mayor frecuencia encontrado en la poblacion
ayacuchana fue el denominado (A) con 0.63 coincidiendo con los de la poblacion
peruana segun Pérez, 2002; que también encuentra mayor frecuencia en el alelo
denominado (A) con 0.585, pero no coincide con la poblacién hispanoamericana
que encuentra mayor frecuencia en el alelo denominado (B) con 0.515; el alelo
de menor frecuencia encontrada en nuestra poblacién fue el denominado (B) con
0.37, en la poblacion peruana el alelo denominado (B) esta presente con 0.415,
pero para la poblaciéon hispanoamericana se encuentra el alelo denominado (A)
con 0.485. Realizando las comparaciones mediante la prueba de Chi cuadrado,
encontramos que entre la poblacién ayacuchana y la poblacion peruana no
existe diferencia significativa, mostrado en el cuadro N° 10. Para la comparacién
de nuestra poblacion y poblaciones hispanoamericanas si se encuentra
diferencia significativa, mostrado en el cuadro N° 12.

En el marcador Glicoforina A (GYPA), el alelo de mayor frecuencia
encontrado en la poblacién ayacuchana es igual que la peruana y la poblacion

hispanoamericana, siendo este el denominado (A) con 067, 069 y 0.615
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respectivamente, asi mismo el alelo de menor frecuencia encontrado en las tres
poblaciones es el alelo denominado (B) con 0.33, 0.31 y 0.385 respectivamente.
La comparacion mediante la prueba de Chi cuadrado entre la poblacion
ayacuchana y la peruana no presenta diferencia significativa, como se muestra
en el cuadro N° 10; igualmente la comparacion con Ila poblacion
hispanoamericana y la nuestra no presentan diferencia significativa, mostrada en
el cuadro N° 12.

En el marcador Hemoglobina G Gammaglobulina (HBGG), el alelo que
se present6 con mayor frecuencia en la poblacion ayacuchana fue el
denominado (B) con 0.69, al igual que en la poblacibn peruana e
hispanoamericana, con 0.715 y 0.580, respectivamente. Y el alelo de menor
frecuencia fue el denominado (C) que en la poblacién ayacuchana se encontro
con 0.02, en la poblacién peruana 0.015 y en la hispanoamericana 0.045.
Comparadas con la prueba de Chi cuadrado para nuestra poblacién y la
poblacion peruana se muestra que no hay diferencia significativa como se
observa en el cuadro N° 10; en la comparaciéon de nuestra poblaciéon y la
hispanoamericana se observa una diferencia significativa como se muestra en el
cuadro N° 12.

En el marcador D788, el alelo de mayor frecuencia en la poblacion
ayacuchana fue el denominado (A) con 0.57, de igual manera en la poblacién
peruana e hispanoamericana, con 0.605 y 0.622, respectivamente. Y el alelo de
menor frecuencia fue el denominado (B) que para la poblacién ayacuchana fue
0.43, para la poblacién peruana 0.395 y para la hispanoamericana fue 0.378.
Comparadas con la prueba de Chi cuadrado de nuestra poblacién tanto con la
poblacion peruana como con la poblacién hispanoamericana no se encontraron
diferencias significativas, como se muestran en los cuadros N° 10 y 12,

respectivamente.
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En el marcador Componente Grupo Especifico (GC), el alelo que se
presenté con mayor frecuencia en nuestra poblacion fue el denominado (C) con
0.57 que es igual en la poblacion peruana con 057, en la pobiacion
hispanoamericana es de 0.462. El alelo de menor frecuencia fue el denominado
(A) para las tres poblaciones, siendo estas de 0.14, 0.18 y 0.203,
respectivamente. Comparadas mediante la prueba de Chi cuadrado se obtiene
que en la poblacion ayacuchana y la poblacidon peruana no presenta diferencia
significativa, como se muestra en el cuadro N° 10; mientras en la comparacion
entre la poblaciéon ayacuchana y la poblacién hispanoamericana se observa que
existe diferencia significativa, mostrada en el cuadro N° 12.

En el cuadro N° 03, se determind la frecuencia genotipica del locus HLA-
DQA1 con la predominancia del genotipo homocigoto (3,3) con un 24%, seguido
del genotipo heterocigoto (3,4.1) con un 20%, existen también pares de alelos
que no se presentan.

El genotipo en identificacion, se define como pareja de alelos existentes
en un determinado locus. Cada locus existe en los dos cromosomas (uno que
procede del padre, y otro que procede de la madre) que conforman cada una de
las parejas. Cuando se analiza un locus, se obtiene obviamente informacion
(alelos) de ambos cromosomas, expresada como numeros o letras. Cuando los
dos alelos coinciden, se dice que el genotipo es homocigoto; cuando los alelos
son diferentes, el genotipo es heterocigoto (Lorente y Lorente, 1995).

En el cuadro N° 04, se determind la frecuencia genotipica de los loci
PolyMarker para conocer las combinaciones de los pares de alelos de cada
locus en forma independiente. Estos datos presentados nos sirven para obtener
el porcentaje de genotipos homocigotos y heterocigotos, asi como para
determinar el Poder de Discriminacion (PD), Probabilidad de Coinéidencia (PC) y

Probabilidad de Exclusion (PE).
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En el cuadro N° 05 se encontr6 en la poblacion ayacuchana en la
combinaciéon de los 6 loci estudiados un Poder de Discriminacién (PD) mayor
que 0.9991934 y la Probabilidad de Coincidencia (PC) menor que 0.0008066,
mientras que para una poblacién hispanoamericana con los 6 marcadores y un
total de 200 muestras, se obtuvo un Poder de Discriminacion de 0.9998 y una
Probabilidad de Coincidencia de 0.0002.

También se presenta la Probabilidad de Exclusion (PE) obteniéndose
como resultado 0.746204, esta prueba se realiza mas para pruebas de
paternidad. Los resultados de las pruebas de paternidad en los casos en los que
estan presentes todos los implicados tienen dos alternativas: exclusion o
inclusién de la paternidad (Bravo, 1999).

En el cuadro N° 06, se presentan los datos de los genotipos homocigotos
y heterocigotos observados, teniéndose mayor homocigosis en los loci LDLR,
HBGG y D7S8, mientras que se tiene menor homocigosis en los loci HLA-DQA1
y GYPA; también se observa que existe una igualdad tanto de homocigosis y
heterocigosis en el locus GC.

La ley de la distribucién independiente enuncia que los genes que estan
en cromosomas diferentes se distribuyen en forma independiente durante la
meiosis. Mientras el principio de la segregacion se aplica al comportamiento de
un solo par de genes, la ley de la distribucion independiente describe el
comportamiento simultaneo de dos o mas pares de genes localizados en
diferentes pares de cromosomas. Los genes que estan en cromosomas
separados se distribuyen independientemente durante la meiosis y Ia
descendencia que resulta es hibrida en dos loci (De Robertis, 1997).

En el cuadro N° 07 se realiza el test del Equilibrio de Hardy — Weinberg
de los 6 loci para la poblacion ayacuchana, con los homocigotos y heterocigotos

observados y esperados, en el cual no se encontré desviacién significativa en la
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prueba de Chi cuadrado en los caiculos del equilibrio. Estos datos concuerdan
con Pérez, 2002, en la cual también no encuentra desviacion significativa en la
prueba de Chi cuadrado.

Como las poblaciones naturales no se encuentran nunca en equilibrio, en
sentido estricto, es necesario determinar si las desviaciones son producto del
azar, o si bien ha existido algun proceso, como pueden ser el aislamiento, ia
endogamia o la existencia de alelos nulos, que pudiesen haber provocado un
exceso de homocigotos. Es conveniente sefialar que esos procesos
mencionados provocarian desviaciones del equilibrio en todos ios marcadores y
no solo en un locus concreto, por lo que se esperaria una tendencia a ia
disminucion del nimero de heterocigotos en todos los sistemas analizados
(PharmaGen S.A., 1999).

En el cuadro N° 08, en el test de correlacion de Karlin se encontraron
valores de correlacion bajos en las relaciones entre los locus LDLR/HBGG con
0.081000 y GYPA/HBGG con 0.087000; y valores de correlacion altos en las
relaciones entre los locus LDLR/D7S8 con 0.989000.

Si el coeficiente de correlacion es igual a 1 se dice que la relacion entre
las variables es directa y perfecta. Si el coeficiente de correlacion es igual a -1
entonces la correlacion entre las variables es inversa y perfecta Y si el
coeficiente de correlacion es igual a 0 entonces no existe ningin grado de
relacion entre las variables, en otras palabras las variables son totaimente

independientes (Moya, 1991).
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Vi CONCLUSIONES

1. Las frecuencias alélicas de los seis loci o marcadores moleculares, los cuales
corresponden al sistema DQA1 + PolyMarker™, y que se denominan segun
nomenclatura: HLA-DQA1, LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC; estas frecuencias
fueron halladas en 50 muestras (obtenidas de individuos voluntarios del distrito
de Ayacucho), los cuales mediante un protocolo de tratamiento y la amplificacién
por PCR e hibridacién en sondas por Dot Blot Reverso, se obtienen patrones de
color azul, y al analizar la comparacién de los resultados se observa que no se
encontré6 muchas diferencias significativas en las frecuencias alélicas
comparadas entre la poblacién ayacuchana y la poblaciéon peruana en los loci
LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC, pero si una diferencia significativa con
relacion al locus HLA-DQA1. La comparacién con poblaciones
hispanoamericanas se observa que hay diferencias significativas en los loci HLA-
DQA1, LDLR, HBGG y GC, y no hay diferencias significativas en los loci GYPA y
D7S8.

2. Se realizé algunos calculos que sirven para estimar la probabilidad de una
igualdad producida al azar, estos resultados se utilizan para realizar calculos en

grupos de individuos de una determinada poblacion, al cual pueda pertenecer
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dicha muestra. En la combinacion para los seis loci estudiados en el distrito de
Ayacucho observamos que del Poder de Discriminaciéon (PD) fue
aproximadamente 0.9991934, la Probabilidad de Coincidencia (PC) de
0.0008066 y la Probabilidad de Exclusién igual a 0.7462040 (esta ultima utilizada
mas para pruebas de paternidad).

3. Se determiné en el locus HLA-DQA1 que es un ADN codificante, es uno de los
mas polimérficos que se detecta mediante las sondas, que reconocen 7 alelos
(1.1, 1.2, 13, 2, 3, 4.1, 42/43) del sistema, observandose una mayor
predominancia del alelo denominado (3) con un 44%, y en menor predominancia
el alelo denominado (1.3) con un 1% para nuestra poblacién. La interpretacion
para los otros 5 loci (PolyMarker), es mas sencilla ya que las posibilidades
(alelos) son dos (A y B) para LDLR, GYPA y D7S8; y para HBGG y GC hay tres
alelos (A, B y C). Encontrando que uno de los locus mas comunes es el
marcador GYPA con el alelo denominado (A), asi también el marcador D7S8 con
el alelo denominado (A), en comparacién con poblaciones peruanas e

hispanoamericanas.
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Vii. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda continuar con investigaciones referentes al campo de
frecuencia genética en ADN con otros marcadores moleculares, pues asi
podremos conocer cuales de los marcadores son mas comunes y cuales son
menos frecuentes.

2. Afianzar las asignaturas de la Biologia y Genética Molecular impartidos a Ia
UNSCH, siendo ésta un campo muy interesante, ahora que se ha descifrado la
secuencia de ADN, con el fin de llegar a conocer la organizacién completa de
todo el material genético, asi como otros estudios referidos a la salud,

criminalistica, recursos naturales, entre otros.
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ANEXO N° 01

FICHA DE DATOS GENERALES PARA ESTUDIO DE FRECUENCIA

GENETICA
CODIGO: ...
1. DATOS PERSONALES:

Apellidos y Nombres et re e et eea e e e e es e e e bareeeaaanabensnreaeaenans
Documento de Identidad : ...... e eeetteetteateteeeaattanetaaaanntatearaannnaereas JUST
Lugar de Nacimiento e Fecha: .........c.....c....
Departamento © reenreeraieeara e e e e anaanae Provincia : .....................
Direccién RSOOSR P PO
Distrito USSP UPPUPPUUPPPPP
Tiempo de Residencia en:

Dpto e et a e e e e e aaa e aeea e naaen

Distrito et e e e e

Ocupacion © ........cccoeeeviieeeiie e,

Sexo: O O

2. ANTECEDENTES FAMILIARES:
Nombre del Padre L et e et eeteeearetereeteseetareasaiatabteaeeaentnteetanaaanetbsnraeaanans
Lugar de Nacimienfo & ...
Nombre defa Madre @ ... e
Lugar de Nacimiento ...
Numero de Hermanos :Varones.................... Mujeres...................

......................................................................................................................
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3. CARTA DE COMPROMISO:

Por fa presente autorizo voluntariamente la extraccion de sangre de mi

persona con fines de lievar a cabo los estudios de Frecuencia Genética.

INDICE DERECHO

Ayacucho,...... de ....cooeeeenn. del 2003
4. MUESTRA:
Sangre capilar ( )
O (oSS PSP UO USSR ORI
5. RESULTADOS:
FECHA MARCADORES RESULTADOS | OBSERVACIONES
HLA
LDLR
GYPA
HBGG
D7S8
GC
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ANEXO N° 02

Localizacién Cromosomica de los Loci de PolyMarker y DQA1

HLA-DQA1 | LDLR GYPA HBGG D7S8 GC
Localizacién 19p13.1- 7q22-
Cromosomal | 6p21.3 13.3  [4g28-31 |11p15.5 311 4q11-13
Productos
del PCR (pb) | 239/242 214 190 172 151 138
Numero de
alelos ™ 2 2" 3 2 3
distinguidos

* Para el HLA-DQAT1 los alelos 4.2 y 4.3 son detectados, pero no distinguidos

uno del ofro utilizando sondas de ADN del AmpiiType HLA DQA1.

* Para GYPA el alelo A y A’ son detectados, pero no distinguidos uno del
otro utilizando sondas de ADN del AmpliType PM.

Fuente: AmpliType PM + DQA1 PCR Ampiification and Typing Kits, Manual
for Forensic or Research Use Only not for Use in Diagnostic

Procedures, Perkin Eimer (40).
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ANEXO N° 03

a. Tarjetas FTA™ usadas en la toma de muestra de sangre

| 3
4 r ‘ |
i
: A A .
\ 7\
% # b 4 . 5 .

muestra N° 2%

FTA GeneCard ™ ure{®rectnoiocss

[ PLACE BAR CODE HERE

b. Extraccion con la solucién de purificacion de FTA
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¢. Preparacion del Mix de Amplificaciéon con las muestras de ADN




e. Proceso del PCR para la amplificacién del ADN

f. Proceso de hibridacién con las sondas utilizando bandejas de tipificacion

en bafio mar's
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