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RESUMEN

Se tomaron 388 muestras sanguineas de hombres y mujeres de nueve
departamentos de Guatemalg, para evaluar la expresién y distribucién de los diez
fenotipos (1-, 1+1-, 1+, 2+41-, 2+1+, 2-1-, 2-14, 2-, 2+2-, 2+) de la enzima
fosfoglucomutasa (PGM), donde se utilizé la técnica de electroforesis de agarosa de
electroendosmosis cero.

Los fenotipos 141- y 2+2- presentaron respectivamente las frecuencias
mayores y menores, 31.7% vy 1.03% entre los nueve departamentos.
Estadlsticamente, la distribucién de los diez fenotipos fue la misma en cada uno de los
nueve departamentos; no habiéndose encontrado asociacién entre la expresién del
fenotipo y el origen geogréfico de la muestra. Sin embargo los resultados sugieren la
asociacién del fenotipo 1+ 1- con grupo étnico, en los departamentos con mayor
porcetaje de poblacién indigena (Totonicapan, Coban y Huehuetenango). Mientras que
en los departamentos donde predomina la poblacién ladina (Zacapa, Puerto Barrios,
Chigquimula), no existe esa asociacion.

Los fenotipos pueden agruparse en tres categorias, segun su frecuencia:
categoria uno (fenotipos 1-, 1+ 1-, 14} con las frecuencias mas altas; categoria dos
(fenotipos 2+ 1-, 24 1+, 2-1-, 2-1 +) con las irecuencias intermedias y categoria tres

{fenotipos 2-, 2+ 2-, 2+) con las frecuencias més bajas.



PREFACIO

El presente trabajo de tesis forma parte de un estudio mas amplio realizado en
el Laboratorio de Criminalistica de la Policia Nacional de Guatemala. Abarca el anélisis
de la expresién fenotipica de la fosfoglucomutasa (PGM), siendo un complemento al
desarrollo e implementacidn de técnicas electroforéticas para el estudio de seis enzimas
méas {fosfatasa 4cida del eritrocito, glyoxalasa, esterasa D, adenilato kinasa,
fosfoglucomutasa convencional y deaminasa adenosinica).

La finalidad del proyecto en su totalidad fue evaluar la expresién fenotipica de
éstas enzimas como marcadores genéticos de la poblacién de Guatemala.

Tanto la estudiante, como sus asesoras y la Universidad del Valle de Guatemala,
no se hacen responsables de los usos que el Laboratorio de Criminalistica de la Policia

Nacional pueda dar a la informacién que aqui se presenta.
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. INTRODUCCION

La fosfoglucomutasa (PGM) esla enzima responsable de la conversion reversible
de la glucosa-1-fosfato a glucosa-6-fosfato durante la primera fase de la glucolisis. Por
encontrarse presente en la mayoria de tejidos y fluidos humanos, y presentar diferentes
variaciones {fenotipos} ha sido incluida como parte de los sistemas de marcadores
genéticos en las poblaciones.

La importancia de los marcadores radica en que representan la expresion
bioguimica de ia informacién contenida en los genes. Los marcadores genéticos
permiten identificar fenotipos propios de cada isoenzima en los individuos y visualizar
la variacion genética en una poblacién.

Los resultados derivados del estudio de isoenzimas como marcadores genéticos
pueden utilizarse en las ciencias forenses para identificar la procedencia de evidencias
como las manchas de sangre en el fugar de un crimen. Un conjunto de marcadores
genéticos individualiza una muestra de sangre permitiendo la exclusidn de personas
sospechosas.

No se han caracterizado alin todos los marcadores genéticos de la poblacidn de
Guatemala. El prop6sito de este trabaio de tesis es: estudiar en una forma preliminar
la expresién fenotipica de la enzima fosfoglucomutasa (PGM), para tratar de determinar
electroforéticamente su variacion ydistribucion ennueve departamentosde Guatemala.
Los resultados de este estudio,unidos a los de otras seis enzimas (fosfatasa acida del
eritrocito, glyoxalasa, esterasa D, adenitato kinasa, fosfoglucomutasa convencional y
deaminasa adenosinica) permitirdn definir los principales marcadores genéticos parala

poblacién de Guatemala.



Il. OBJETIVOS
Determinar la expresién fenotipica de la isoenzima PGM en nueve
departamentos de Guatemala, utilizando la técnica de electroforesis de agarosa.
Analizar la distribucién de los diferentes fenotipos de la PGM entre las
poblaciones de Guatemala.
Contribuir con los resultados obtenidos para elaborar el informe final donde se
determinen los marcadores genéticos de la poblacién de Guatemala; y asi poder

desarrollar posteriormente estudios sobre éste y otros marcadores genéticos.



Ill. REVISION DE LITERATURA

Un marcador genético se define como la expresién bioquimica de la informacién
contenida en los genes. Para utilizar un marcador genético en el estudio de
poblaciones, este debe: 1) ser suficientemente polimérfico para dar un maximo de
informacién: 2) tener un patrén de transmision bien establecido y 3) permitir su andlisis
mediante técnicas simples, reproducibles y de bajo costo {Gaensslen, et. al., 1984).

El uso de marcadores genéticos en serologia forense permite establecer la
identidad de muestras que estén siendo tipificadas y comparadas {Gaensslen, et. al.,
1984).

Fosfoglucomutasa como marcador genético:

En 1936, Carl & Gerti Cori (citados en U. S. Dept. of Justice, 1983}
reconocieron un nuevo éster de glucosa fosfato en preparaciones de musculo de rana
incubado con monofosfato de adenosina y fosfato. Este nuevo éster se comprobd era
glucosa-1-fosfato. Se hizo entonces claro que el tejido de musculo y el extracto de
fevadura contenfan una actividad enzimaticaresponsable de la conversién de glucosa-1-
fosfato a glucosa-6-fosfato. La enzima fue llamada fosfoglucomutasa (PGM; E CF
2.7.5.1; a-D-glucosa-1,6-difosfato: a-D-glucosa-1-fosfato fosfotransferasa). La
enzima requiere de glucosa-1-6-difosfato y Mg* ™ para su actividad. Se inhibe por
metales pesados como Zn** y agentes quelantes la pueden inhibir en la ausencia de
un exceso de Mg** {U. S. Dept. of Justice, 1983).

El polimorfismo de la PGM empezé a ser investigado en 1964 por Spencer et.
al. quienes encontraron que la PGM del eritrocito de diferentes personas daba tres
patrones diferentes de isoenzimas luego de someterse a electroforesis en gel de
almiddén vy tincién histolégica especifica {(U. S. Dept. of Justice, 1983). Los mismos

patrones se encontraron también en leucocitos, higado, rifién, musculo uterino o



cardiaco, cerebro, piel y extractos placentarios.
Dentro de estos patrones se observaron siete bandas de actividad que fueron

designadas como banda "a

"on,

ala"g"; siendo la banda "a" la més catédica (ver Fig. 1).
Sétamente las bandas de "a" a "d" mostraron diferencias respecto de las otras bandas,
y la explicacién se basé en la presencia de dos alelos PGM' y PGM? (U. S. Dept. of
Justice, 1983).

En 1965, Hopkinson & Harris (citados en U. S. Dept. of Justice, 1983)
encontraron una familia Atkinson en donde habia variacién en las bandas "e", "f", vy
"g" de la PGM. Estas bandas estaban bajo el control de un segundo locus de PGM.
Se designé un sub Indice para el locus y super indice para los alelos. Asiel locus PGM
responsable de las bandas "a" ala "d" es el PGM, con dos alelos comunes PGM! vy
PGM?2 que dan lugar a los tres fenotipos comunes. De la banda "e" a la banda "g"
son controladas por el locus PGM, {ver Fig. 1} {U. S. Dept. of Justice, 1983).

Hasta hace poco las isoenzimas de PGM eran separadas por electroforesis de
almidén, membranas de acetato de celulosa o agarosa y, ocasionalmente en geles de
poliacritamida (U. S. Dept. of Justice, 1983). Sin embargo, en 1976, Bark et. al.
{citados en U. S. Dept. of Justice, 1983) examinaron lisados de eritrocitos para PGM
por enfoque isoeléctrico en gel de poliacrilemida sobre un rango de pH de 5-7 y
observaron diez patrones diferentes con muestras de PGM, (Fig. 2). Las cuatro bandas
de actividad se identificaron con las expresiones alélicas 1+; 1-; 2 +; 2-. La presencia
de diez fenotipos pudo explicarse con base en la expresién de dos alelos, PGM] y PGM?
(U. S. Dept. of Justice, 1983). La combinacién de alelos para los diez fenotipos sor:
10 14+1- 14 2412414, 2-1- 2-14, 2-; 242 2+.

Los patrones fenotipicos fueron confirmados por Bark et. al. en 1976. Estudios

de pedigree en 24 familias con 52 nifios no mostraron excepciones al patrén de



pa—

Lo
(dV.1101) weibolgd asuesissy Bujuiely uopeBisanu) jeujwug jeuoneussiu] 1od opeuoiai0dold ,
.S15810401333]3 Jod sepeledas ‘yod ua | snaoj jep b, e| e ,e, sepueq sej 3p ewsnbsy ‘| einbiy
Wi {uozupyy (LS : o . e
- ot 1 i = -5 15 -5 15 SR 2 < ¢ z -7 | &

——— i — - - - —_— - —— - - —— _—— - —— - ——— -




weiboid aasueisissy Buluies) uopebisaau] [eulwpg Jeuonewldslu] Jod opeuoiolodoly,

_s930001d 3A|eAtes ud opeiedas odn-qns ‘iDd B 9p 0on310501309)2 uoaned |ap ewonbsgy z einbiyg

: L spouie] -

_ |043u00
+2  2+2 ¢ +tl? ke +ite -hktE +L cb+b - pUEGUNO)

apouy +




7
herencia, suponiendo cuatro expresiones en PGM, (U. S. Dept. of Justice, 1983).

Posteriormente, la deteccién de los cuatro alelos pudo aplicarse a manchas de
sangre; lograndose visualizar diez fenotipos con el uso de enfoque iseoeléctrico en vez
de tres,que eran los detectados en otros medios de soporte. De esta forma el (ndice
de discriminaciéon para PGM, se acrecentd. La aplicacién de los procedimientos
capaces de detectar los diez fenotipos se conocié como PGM sub-tipo (U. S. Dept.,
1983},

Para analizar la frecuencia genética de estos alelos puede utilizarse la ley de
Hardy-Weinberg para pobiéciones en equilibrio. Segun la ley de Hardy-Weinberg, la
proporcién de diferentes alelos, y por lo tanto los genotipos, perrhanecerén constantes,
generacion tras generacién, en una poblacidn que se reproduce sexualmente (Curtis,
1975). Esta poblacién debe cumplir las siguientes caracteristicas: a)muy grande; b)
los individuos se cruzan al azar; ¢} no hay seleccion natural; d} no hay mutaciones; e)
no hay migraciones hacia dentro o hacia fuera de la poblacién y f) no hay diferencias
de sexo en la proporcidn de los alelos (U. S. Dept. of Justice, 1983). En la realidad,
las poblaciones del mundo nunca llenan los requisitos de la poblacion ideal, sin
embargo un nimero de poblaciones se comporta como si estuvieran en un equilibrio
de Hardy-Weinberg para un gran nimero de caracteristicas heredadas, incluyer;do alos

marcadores genéticos sanguineos (U. S. Dept. of Justice, 1984).




IV. MATERIALES Y METODOS

A. Obtengion de la_muestra:

Se obtuvieron muestras sanguineas de hombres y mujeres en los hospitales de
las siguientes cabeceras departamentales: ciudad de Guatemala, 82; Zacapa, 44;
Chiquimula, 44; Puerto Barrios, 44; Cobédn, 44; Totonicapdn, 36; Mazatenango, 31;
Escuintla, 37 y Huehuetenango, 38.

La sangre fue vertida en cuadrados de tela de linode 5 x b cm? que fueron
identificados y almacenados en sobres de papel a -4°C. hasta su utilizacién (Figura 3).
B. Preparacién de la muestra:

Se tomaron 3-4 hilos con una longitud de 1 cm de la muestra impregnada en
la tela y se les agregd 10 a 15 ul de reactivo de Cieeland’s {0.007 7mg de dithiothreitol
DTT, diluides en 1 mi de agua). Se colocaron los hilos sobre porta objetos
manteniéndolos luego en una cdmara himeda. Los controles fueron elaborados con
muestra comercial ya preparada de sangre liofilizada que contenia los cuatro sub-tipos
de isoenzima PGM. Se impregnaron dos hilos por control con esa sangre y se procedid
igual que para las muestras.

C. Preparacién de soluciones stock:

Se prepararon soluciones de buffer fosfatado pH 5.5 para el lado catédico yuna
dilucién 1:5 de ese mismo buffer para el lado anddico de las cédmaras de electroforesis,
asi como un buffer fosfatado pH 5.5 para el medio de soporte y un buffer de cloruro
de Mg.86H,0 pH 8.0 para la reaccién (Apéndice A).

D. Electroforesis:

Se utilizaron los principios de enfoque isoeléctrico en camaras horizontales,
similares a los empleados por el Departamento de Policia del Condado de Los Angeles,

Estados Unidos (U. S. Dept. of Justice, 1983). Las muestras fueron colocadas en
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10
platos de vidric de 20 x 20 cm, que contenian isoge! de electroendosmaosis cero; en

tos que se perforaron trece pocitos de 1 cm de largo a 6 cm de! borde del gel. En los
pocitos 4 y 9 de! plato se colocaron los controles, y en el resto de pocitos las
muestras. Los platos fueron identificados con nombre, fecha y ndmero
correspondiente de muestra. E! gel se corrié anédicamente colocando el origen cerca
del cdtodo a 400 voltios por cuatro horas.

E. Revelado de las muestras:

1. Mezcla de Reaccion:

Se pesaron 0.0525 g de glucosa-1-fosfato y glucosa 1,6-difosfatoal 1%;0.012
g de fosfato dinucliétido deadenin nicotinamida (NADP); 0.00357 g de tetrazolium
(MTT) y se disolvieron en 15 ml de buffer de reaccién, luego se colocaron en beaker
de 15 ml. Se les agregé 45 u! de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (GG6PD) y 600 i
de azu! meldola. Esta mezcla se virtié en 15 g de agar al 2% previamente fundido y
mantenido a 60°C. Se puso la mezcla en el plato con fas muestras y se colocaron en
horno a 37°C a esperar el aparegcimiento de bandas durante 1-2 horas.

F. Mecanismo_de reaccidén de la PGM durante €l revelado de 1as muestras:

La PGM en el lisado cataliza la reaccién glucosa-1-fosfato a glucosa-6-fosfato
en la presencia de pequefas cantidades de glucosa-1,6-difosfato. Este es el
ingrediente critico, sin el ecual, las bandas que identifican los fenotipos aparecen muy
despacio y muy tenues (U. S. Dept. of Justice, 1983). La glucosa- 6-fosfate se usa
como sustrato para la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa. Esta enzima requiere fosfato
dinucliétido adenin nicotinamida (NADP) como co-enzima, la cual a su vez es reducida
a fosfato dinuclidtido adenin nicotinamida hidrogenada (NADPH), utilizando azul de
meldola como agente de transferencia. El tetrazolium (MTT) es reducido a un formazan

tenido de azul, y el NADPH se oxida de nuevo a NADP (Figura 4).
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Después de la reaccién, ias bandas de actividad que caracterizan a la PGM sub-

tipo se ven como bandas azules sobre un fondo amarillo (U. S. Dept., 1983).
G. Lectura de resultadgs:

Se identificaron bandas claras bien definidas que se encontraron a la altura de
las bandas control. Las bandas de PGM secundarias que aparecieron sobre el gel hacia

el 2+ y el 4nodo no se utilizaron para el diagnéstico del locus 1 (Figura 2).

FIGURA 4. MECANISMO DE REACCION DE LA PGM DURANTE EL
REVELADO DE LAS MUESTRAS

GLUCOSA-1-FOSFATO

fosfoglucomutasa con glucosa
1.6-difosfato

GLUCOSA-6-FOSFATO
6-FOSFOGLUCONATO
&

glucosa-6-fosfato dehidrogenasa

. %zul meldola._ .- S —
L.

NADP NADI:’H

MTT formazén «——MTT tetrazoliume—

(U. S. Dept of Justice, 1983)
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H. Andlisis estadistico de los resultados:

1. Comparacién de las frecuencias fenotipicas observadas conlas esperadas segun
ley de Hardy-Weinberg

Los resultados de la PGM se analizaron para ver si las frecuencias observadas
estaban relativamente cercanas a las que se esperaban con base en el equilibric Hardy-
Weinberg. Las frecuencias genéticas se calcularon con los resultados fenotipicos
observados y luego fueron usados para generar los valores esperados para las clases
fenotipicas.

Para obtener las frecuencias genéticas de cada alelo se recurrié a la siguiente
férmula:

Frecuencia Genética = No. total de veces que el
alelo ocurrié
No. total de veces que ¢l
alelo pudo ocurrir

Si tenemos dos alelos con frecuencias p y q. las frecuencias fenotipicas
correspondientes a cada clase en una poblacién ocurrirdn en la proporcién p%; 2pa; q?
y p? + 2pq + g% = 1.0. Donde p? es el cuadrado de la frecuencia genética calculada
de uno de los alelos; 2pq dos veces el producto de las frecuencias genéticas de los dos
alelos, y g el cuadrado de la frecuencia genética del otro alelo. Para el caso de PGM
sub-tipo con cuatro alelos tenemos que p? + g% + r? + s + 2pq + 2pr + 2ps + 2qr
+ 2qs + 2rs = 1,

Donde: PGM'* = p; PGM" = q; PGM?** = ry PGM?* = s.

Los fenotipos 1+, 1-, 2+ y 2- son los genotipos homocigotos. Los fenotipos
con dos alelos 1+1-, 2+1-, 2+1+, 2-1-, 2-1+, y 2+ 2- son los heterocigotos.

Las frecuencias fenotipicas esperadas y observadas fueron comparadas con la

prueba estadistica de chi-cuadrado (X®) (Gaensslen, 1984).
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Donde O = valores observados y E = valores esperados.
Se determinaron ocho grados de libertad para relacionar el valor de chi-cuadrado
a la tabla de valores criticos para chi cuadrado. Y se elaboraron la hipétesis nula {(Ho)
y la hipdtesis alterna {Ha) para relacionar los valores de significancia.
Ho: La poblacién de los nueve departamentos de Guatemala se comporta segin
poblacién en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Ha: La poblacidn de los nueve departamentos de Guatemala no se comporta
segun poblacién en equilibrio de Hardy-Weinberg.
2. Analisis de la distribucién de las frecuencias fenotipicas por departamentos
Para conocer el nivel de significancia de los diez fenotipos entre los nueve
departamentos de Guatemala, se elaboré una tabla de contingencia de 10 x 8.
Correspondiendo las filas a los diez fenotipos, y las columnas a los nueve
departamentos. La férmula general para obtener las frecuencias esperadas en una
tabla de contingencia es:
fi = (F)(C)
(Zar, 1984)

Donde: Fi = total de las frecuencias de la fila

Cj total de las frecuencias de la columna
N = total de todas las frecuencias en la muestra
Los grados de libertad se calcularon con la siguiente férmula:

grados de libertad = (No. de filas - 1} (No. de columnas - 1)

Las frecuencias fenotipicas esperadas y observadas fueron comparadas con chi-
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cuadrado, y se elaboraron las siguientes hipétesis:

Ho: La distribucién de los diez fenotipos es igual en los nueve
departamentos de Guatemala.

Ha: La distribucién de los diez fenotipos no es la misma para los nueve
departamentos de Guatemala.

3. Comparaci6n de la frecuencia de cada fenotipo entre la muestra de
Guatemala vs. grupo hispano del Condado de Los Angeles

Para comparar las frecuencias fenotipicas entre las muestras de los nueve
departamentos de Guatemala y la del grupo hispano de los Angeles, Estados Unidos,
se elaboraron tablas de contingencia de 2 x 2 (Zar, 1984) para cada uno de los diez
fenotipos y se utilizé el siguiente modelo:

Para el fenotipo 1+ 1-:

Casos Casos
positivos negativos
Guatemala 123 a 266 b 388a+b
Poblacion hispana 103 ¢ 301d 404 ¢ +d
226 a+c¢ 566b+d 792 n

Casos positivos = frecuencia con que el fenotipo se presenté
Casos negativos = numero total de la muestra 6 N - casos positivos

n{ | ad-bc | - % n}?
X? =

(a+b) (c+d) (a+c) (b+d)
Para tablas de contingencia de 2 x 2 se determiné un grado de libertad (Zar,
1984) y se elaboraron las mismas hipétesis para cada uno de los fenotipos.

Ho: La frecuencia de presentacion del fenotipo (1-, 1+1-, 1+, 2+1+, 2+ 1,
2-1+, 2-1-, 2-, 2+ 2-, 2+) en las muestras de los nueve departamentos
de Guatemala es igual a la frecuencia de ese fenotipo en la muestra del
grupo hispano del condado de los Angeles, Estados Unidos,

Ha: La frecuencia de presentacién del fenotipo (1-, 1+1-, 1+, 2+1+, 2+1-,
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2-1+, 2-1-, 2-, 2+ 2-, 2+) en la muestra de los nueve departamentos de

Guatemala no es igual a la frecuencia de ese fenotipo en la muestra del
grupo hispano del condado de Los Angeles, Estados Unidos.
4. Anélisis discriminante y de "cluster”

Se utilizaron los andlisis de "quick cluster" y andlisis discriminante del paquete
estadistico BMDP. Con el anélisis discriminante se queria conocer si existia una
relacién entre la frecuencia fenotipica y el origen geogréfico de las muestras. El
anélisis de "cluster™ daria informacidn sobre otra posible manera de agrupacién encaso

de no existir una asociacion de las frecuencias fenotipicas con el origen geogréfico.



V. RESULTADOS

Los fenotipos de los nueve departamentos de Guatemala pueden dividirse en
tres categorias segun su frecuencia (ver Fig. 5). Los fenotipos 1-, 1+1-y 1+ sonlos
méas predominantes con frecuencias de 14.9% a 22.16%: seguidos por fos fenotipos
2+1-, 2+ 1+, 2-1- y 2-14 con frecuencias intermedias de 4.64% a 9.53%; v los
fenotipos 2-, 2+ 2- y 2+ con las frecuencias més bajas de 1.03% a 1.8%.

Al analizar las frecuencias de los fenotipos por departamento en la muestra de
Guatemala, Zacapa es el Unico que presenta a seis individuos relacionados con los
fenotipos de baja prevalencia (2-, 2+2-, 2-). Los ocho departamentos restantes
presentan de cero a tres individuos para estos mismos fenotipos (Cuadro 1).

Al relacionar la distribucién de ladinos e indigenas (Cuadro 2) con la distribucién
de los fenotipos de PGM, (Cuadro 1)} por departamento, pareciera existir una asociacion
entre grupo étnico predominante y la ocurrencia de ciertos fenotipos. Asi se nota que
en los departamentos del grupo 2 (Cuadro 1) donde predomina la poblacién indigena
hay mayor prevalencia del fenotipo 1+ 1-, mientras que en los departamentos de los
grupos 1, 3 y 4, donde la poblacién indigena es una minoria son otros fenotipos los
predominantes (ver cuadro 1). Sin embargo, estadisticamente, la distribucion de los
diez fenotipos es la misma para los nueve departamentos de Guatemala (X? =79.15;
g.l. = 72; p < 0.25). Por lo tanto no existe una asociacion entre fenotipo y regién
geografica.

Se esperaba que para un marcador genético como la PGM sub-tipo, la muestra
de la poblacién s cumpliera con la ley de Hardy-Weinberg. De acuerdo al los
resultados (Cuadro 3) si se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre
las frecuencias genéticas esperadas, segin e! equilibrio de Hardy-Weinberg, y las

observadas en la muestra (X? = 22.07;g.l. = 8; 0.005 < p < 0.010). Por lo tanto
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Cuadro 1. Prasentacién fenotipica de la PGM, en muestras de sangra de nueve departamantos de
Guatemala analizada por electroforesis de agarosa de electroendosmosis cero

FENOCTIPOS™®

GRUPO* DEPARTAMENTO 1- 1+1- 1+ 2+1- 241+ 21~ 21+ 2- 2+2- 2+

| Zacaps [ 4 Z 3 n o ¢ 1 1 4
l 1 Pusric Barrios 10 8 B 2 3 -] 4 1 2 ]
, Chiguimula 7 i3 ic 2 4 3 2 1 o ¢
Tatonicapén e 16 4 3 1 2 e Q0 Q 4

2 Cobén 13 18 3 3 2 o ¢ 1 1 1

Fuehuetenango i0 i4 & [¢] 1 4 4 1 [¢] ¢

Escuintla 7 2 iz 1 3 2 2 1 ¢ o

3 Mazatenange ki 12 3 i 1 3 1 4] [¢] 0

4 Gustemala 16 27 9 6 1 7 7 1 ¢ o

TOTAL 86 123 BB 20 37 28 18 7 4 7

*Agrupacién basads en regién geogrifica

BEn cada departamento se subrayaron las tres frecuencias mis altas

*No existe diferencia significativa en la distribucién de los diez fenotipos, entre los nueve departsmantos (X? = 79.16,
g.l. = 72 p<0.26)




Cuadro 2, Porcentaje de habitantes indigenas y ladinos por
departamento estudiado, segin censo poblacional de 1981

GRUPO" DEPARTAMENTO % POBLACION % POBLACION
INDIGENA ] LADINA
Zacapa 2.61 87.27
1 Puerto Barrios - 8.5 ' 93.30
Chiquimula 36.48 83.28
Totonicapén 87.14 2,83
2 Cobén 80.66 19.28
Huehuetenango 66.92 34.04
Egcuintia 8.80 91,02
3 Mazatenango 26.08 73.81
4 Guatemnala 12.18 87.62

"Agrupacidn b#sada an regidn geogrifics

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica




Cuadro 3. Frecuencias genéticat calculadas con base en
frecuencias fenotipicas de la PGM' en muestras de sangre de

nueve departamentos de Guatemala

FENOTIPQ FRECUENCIA FRECUENCIA FRECUENCIA
FENOTIPFICA GENETICA FENOTIPICA
OBSERVADA® ESPERADA" ESPERADAS
1- 86 .18% 76.66
1+1- 123 336 130.37
1+ &8 .44 66.87
2+ 1 20 086 33.87
2+1+ 37 074 28.71
21 28 072 27.94
2-1 + 18 062 24.06
2- 7 007 272
2+ 2- 4 0186 6.21
2+ 7 008 3.49
TOTAL (N} 388 1.00

*%? « 22.07,g.l. = B, 0.006<p<0.010 al comparar | distribucién

de frecuencies fenotipicas observadas vs. esperadas segun

equilibrioc Hardy-Weinberg

*Fracuencia genética esperada segin ley de Hardy-Weinberg (Ver apéndice

C). Frecuencia genética = No, total de veces que el
alzio ocurrid
No. tote! de veces que el
alelo pudo ocurrir

“Frecuencia fenotipica esperada = {N} (frecuencia genétice esperadal

20
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la poblacién de los nueve departamentos de Guatemala no se comporta segun una

poblacién en equilibrio de Hardy-Weinberg.

La comparacién de las frecuencias fenotipicas entre las muestras de los nueve
departamentos de Guatemala y la del grupo hispano del Condado de Los Angeles,
Estados Unidos, permitié conocer que las frecuencias de presentacién de los fenotipos
1-, 1+1-, 1+, 2+1+ y 2-1+ de los nueve departamentos de Guatemala varian
significativamente (1-: X2 = 31.85, p < 0.001; 1+1-: X? = 69.3, p <0.001; 1 +:
X? = 11.5,p < 0.001; 2+1+: X? =4, p < 0.05; 2-1+: X? = 15.37, p < 0.001)
de las frecuencias de presentacién de esos mismos fenotipos en el grupo hispano del
Condado de Los Angeles, Estados Unidos. Y que las frecuencias de presentacién de
los fenotipos 2+1-, 2-1-, 2-, 2+ 2- y 2+ no varian significativamente {2+ 1-: X* =
0.12,p < 0.75;, 2-1-: X2 = 0.77,p < 0.50; 2-: X2 = 1.04, p < 0.25; 2+2-: X* =
1.32, p < 0.25; 2+: X? = 0.005, p < 0.95) (ver figura 5).

En el anélisis discriminante de las frecuencias fenotipicas de los nueve
departamentos de Guatemala; tomando las frecuencias de los alelos 1+, 1-, 2-y 2+
como las variables independientes, y buscando una relacidn entre la frecuencia de los
diez fenotipos vy el origen geogréfico de la muestra {departamentos), los resultados
mostraron un 18.96% de casos correctamente clasificados, contra 81.96% de casos
mal clasificados. El mismo andlisis mostré 22.88% de casos correctamente
clasificados, contra 77.12% de casos mal clasificados, al excluir del analisis al
departamento de Guatemala.

Los porcentajes de casos correctamente clasificados fueron muy bajos si se
comparan con el 100%, que serfa el valor més alto asignado a este tipo de andlisis.
Sin embargo se observé una tendencia a que e! nimero de casos correspondientes a

las frecuencias fenotipicas, quedaran mejor clasificadas al ingresar los resultados ya
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agrupados por regiones geogréficas determinadas por predominancia de grupos

étnicos. En este case el ndmero de casos correctamente clasificados subié 23 37.11%
con los nueve departamentos y a 47.71% al excluir al departamento de Guatemala.

Los resultados del andlisis con diez "cluster” (Cuadro 4) muestran a las
frecuencias mayores en los "cluster” 9, 1 y 8 respectivamente, correspondientes a l0s
fenotipos 1+1-, 1-, y 1+. Las frecuencias intermedias en los "cluster” €, 5, 7y 4
respectivamente, correspondientes a los fenotipos 2+1-, 2-1-, 2+ 1-, 2-1+. ¥ las
frecuencias menores en los "cluster” 2, 10 y 3 respectivamente, correspondientes &
los fenotipos 2-, 2+2-, 2+.

El anédlisis con tres "cluster” agrupd a la mayoria de casos de la categoria de
frecuencias mayores (fenotipos 1+, 1+ 1-, 1-) dentro del "cluster” 1, como a algunos
casos de la categoria de frecuencias intermedias (fenotipos 2+ 1-, 2+ 1+, 2-1+, 2-1-).
El "cluster 2" agrupé a la mayoria de casos de la categoria de frecuencias intermedias,
como a algunos casos de la categoria de frecuencias mayares. El "cluster™ 3 agrupd
s6lamente a los casos de la categoria de las frecuencias bajas (fenotipos 2+, 2+ 2-,
2-) (Cuadro B). Ademés,ios centros finales del "cluster™ (Cuadro 5.A.) sugieren que
estadisticamente hay dominancia de alelos en los grupos independientemente de la
regién geografica. El "cluster™ 1 tiene predominancia del alelo 1-; el "cluster" 2, que
presenta a los cuatro alelos, tiene predominancia del alelo 1+; y el "cluster 3 tiene
presencia sélamente de alelos 2+ y 2- y no hay predominancia.

Estos resultados apoyan la tendencia observada en el cuadro 1, en cuanto ala
divisién de los diez fenotipos en tres categorias, segun la frecuencia con que se

presentan.



Cuadro 4. Andlisis estadistico con diez "cluster” de las frecuencias fenotipicas
de la PGM1 de nueve departamentos de Guatemala”

23

CLUSTER
Grupe® Departament e 1 2 3 4 5 ) 7 8 9 10 Total
Zncaps ) 1 1 0 0 1" 3 7 4 4 37
16.2% 2.7% 27% 0.0% 0.0% 29.7% B.1% 16.9% 10.6% 10.8% 9.5%
7.0% 25.0% 14.3% 0.0% 0.0% 29.7% 15.0% 12.1% 3.3% 57.1%
1 Puerte Bariros 10 z 1 4 S 3 2 5 2] 0 4
24.4% 4.9% 2.4% 98% 12,2% 7.3% 4.9% 12.2% 22.0% 0.0% 10.6%
11.6% 50.0% 14.3% 22.2% 17.9% B.1% 10,0% B.6% 7.3% 0.0%
Chiquimida 7 0 1 z 5 4 2 10 13 0 44
16.9% 0.0% 2.3% 4.5% 11.4% 9.1% 4.5% 22.7% 29.5% 0.0% 11.3%
B6.1% 0.0% 14.3% 1A% 17.9% 10.6%: 10.0% 17.2% 10.6% 0.0%
Tatenicapsn B [} 0 0 2 t 3 4 16 2 36
22.2% 0.0% 0.0% 0.0% 5.8% 2.8% 8.3% 1% 444 % 5.6% 9.3%
9.3% 0.0% 0.0% 0.0% T1% 2.7% 15.0% 69% 13.0% 26.6%
2 Coban 13 1 ¥ 4] 4] 2 3 3 19 1 43
30.2% 2.3% 23% 0% 0.0% 4.7% 7.0% T.0% 44.2% 2.3% 11.1%
15.1% 25.0% 14.3% 0.0% 0.0% 5.4% 15.0% 5.2% 15.4% 14.3%
Hushustenange 10 0 1 2 4 1 v} 5 14 o 37
27.0% 0.0% 2.7% 5.4% 10.8% 2.7% 0.0% 135% I78% 0.0% 9.6%
11.8% CO0% 14.3% 11.% 14.3% 2.7% 0.0% 8.8% 11.4% 0.0%
3 Escuintls 7 o i 2 2 3 1 12 9 [} a7
18.9% Q0% 2. 7% 5.4% 5.4% B.1% 2.7% 32.4% 24.3% 0.0% 9.5%
B.1% Q0% 15.3% 19.5% 7.1% B.1% 5.0% 20.7% 7.3% 0.0%
Mazatenango 10 0 4] 1 3 1 1 3 12 4] I
32.3% 0.0% 0.0% 3.2% 9.7% 3.2% 3.2% 9.7% 3B.7% 0% B.O%
11.6% 0.0% 0.0% 5 Ay, 1C.7% 2.7% 50% 5.2% 9.8% + 0.0%
4 Gustamale 15 0 1 7 7 n 5 a 27 0 82
1B.3% 0.0% 1.2% B.5% B.5% 134% 6.1% 11.0% 32.9% 0.0% 21.9%
17.4% 0.0% 14.3% 368.9% 25.0% 29.7% 25.0% 15.5% 22.0% 0.0%
Tats! a8 4 7 18 286 a7 20 5B 123 7 388
22.2% 1.0% 1.6% 4.6% 7.2% 8.5% 52% 14.9% 3T 1.6%

"Sa utilizo sf paquets estedistico BMDP
PAgrupaciin bseads sn regién geogr 4fica

“TChaater™ 1, agrupd fenctipo

1.

*Cluater™ 8, agrupd fenotipo 1+
“Cluater™ 9, agrupd fenotipo 1+ 1-



Cuadro 5. Andlisis estadistico con tres "cluster™ de las frecuencias fenotipicas

de la PGM1 de ocho departamentos excluyendo a Guatemala®

CLUSTER
Grupo® Dspartamenta Total
Zacapa 13 18 8 37
36.1% 48.8% 16.2% 121%
6.4% 20.9% 36.3%
1 Pusrtc Barrios 26 12 3 41
63.4% 20.3% 7.3% 13.4%
12275 14.0% 17.6%
Chiguimula 27 16 1 44
61.4% 36.4% 2.3% 4.4%
13.3% 18.6% 6.8%
Totonicapén 29 ] 2 36
8G.6% 13.8% 6.6% 11.8%
14.3% B.6% 11.8%
2 Cobdn 36 B 3 43
81.4% 11.6% 70% 14.1%
17.2% 6.8% 17.6%
Huehuetenango 28 L 1 a7
76.7% 21.6% 2.7% 12.1%
13.8% 8.3% 6.9%
3 E=cuintla 18 17 1 37
B1.4% 46.8% 2.7% 12.1%
84% 18.8% 6.8%
Mazatanenge 26 [ Q an
83.8% 18.1% G.0% 10.1%
12.8% 6.B% 0.0%
Total 203 858 17 306
£6.3% 29.1% 65.6%
*Se utilizd af paquete estadistico BMOP
"Agrupacidn bsssda en regién gaogréfica
““Clustar™ 1, maycris de cesos de los fanotipos 14, 1+ 1+, 1+, y slgunos casos de los fenotipos 2+ 1-, 24 1-, 2-1+, 2-1-

“Cluster” 2, mayorla de casos de ios fenotipos 24 14, 24 1=, 2-1 +, 2-1- y slgunos casos de los fenotipos T4, 1+13-, 1-

“Cluster* 3, fenctipos 2-, 2+2-, 2+



Cuadro 5.A. Centros finales del andlisis estadistico con tres "cluster”™
de las frecuencias fenotipicas de la PGM, de ocho departamentos
exciuyendo a Guatemala®

ALELOS
CLUSTER 1+ 1- 2+ 2-
1 4729 1.0000 .0739 .1034
2 1.0000 .0000 .3023 .1279
3 .0000 .0000 .6471 .56882

2 ge utiliz6 el paguete estadistico BMDP.
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Vi. DISCUSION

Respecto a la PGM sub-tipo como marcador genético, se esperaba que la
muestra de los nueve departamentos sf cumpliera con la ley de Hardy-Weinberg. Las
posibles causas por las que no se cumplid puaden ser: a) una muestra que por su
tamafio no es representativa de la poblacidon, y b) un muestreo incorrecto que toma
como universe una mezcla de dos poblaciones diferentes {ladina-indigena).

Del andlisis de la distribucién de las frecuencias fenotipicas por departamentos
se observa la existencia de un patrdon de divisién de frecuencias'en tres categorias:
categoria uno {fenctipos 1-, 1+ 1-, 1 +), categoria deos {fenotipos 2+ 1-, 2+ 1+, 2-1-,
2-1+) y categoria tres {fenotipos 2-, 24+ 2-, 2+4), respectivamente asociadas con
frecuencias altas, intermedias y bajas; por tanto en estudios posteriores sobre PGMen
Guatemala se esperaria encontrar el mismo patrén. El fenotipo 1+ 1- parece estar
asociado al grupo étnico indigena, por lo que se esperaria también encontrar una alta
frecuencia de los alelos 1+ y 1- y sucombinacién en aquellas zonas geogréficas donde
la poblacién indigena sea predominante.

Los resultados de la comparacién entre la muestra de Guatemala vs. el grupo
hispano de Los Angeles, Estados Unidos mostraron las siguientes similitudes‘: 1) la
predominancia de fa frecuencia del fenotipo 1+ 1-. 2) la misma frecuencia para los
fenotipos 2+ 1-, 2-1-, 2+ 2-y 2+. Estas caracteristicas en la expresién fenotipica de
fa PGM sub-tipo, pudieran deberse a la existencia de genes de ancestros comunes a
los latinoamericanos, como lo son la raza indigena vy la espafiola. Las diferencias
significativas enlos fenotipos 1+, 1+ 1-,1-, 24+ 1+ v 2-1 + entre las dos poblaciones,
pudieran deberse a que en la poblacidén hispana de Estados Unidos existe més mezcla

de individuos de diferentes origenes étnicos; mientras que en Guatemala podrian
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identificarse sélo dos grupos, el indigena y el ladino. Sin embargo, para poder discutir

mas sobre ese tema se haria necesario conocer especificamente las frecuencias
fenotipicas de la PGM sub-tipo caracteristicas de la poblacién indigena y ladina de
Guatemala.

Sobre el anélisis discriminante, se observa que €l aumento en &l porcent.aje de
casos agrupados clasificados correctamente de 18.04% a 47.71%, que se logré
después de agrupar a los departamentos por grupo étnico predominante {ladino-
indfgena), ayudé para hacer la recomendacién de que los estudios posteriores socbre
marcadores genéticos en Guatemala deben llevarse a cabo considerando ala poblacién
por grupos étnicos, incluyendo a ia poblacion de raza negra que se encuentra en el
departamento de lzabal. En este estudio por el tipo de muestreo que se lievo a cabo,
esa raza no fue incluida. Esimportante notar que a pesar de que hay cierta asociacion
entre tipo de fenotipo y grupo étnico, no se pueden diferenciar étnias con base en un
sélo marcador genético.

El analisis de cluster apoya la posibilidad que exista e! patrén de divisién de las
frecuencias fenotipicas en tres categorias asociadas a la frecuencia de aparicién de los
fenotipos, ya que estadisticamente la distribucién de los diez fenotipos es la misma
para los nueve departamentos, y no existe asociacién entre fenotipo y regién
geogréfica.

Con los resultados de este estudio preliminar no se puede concluir si los grupos
étnicos se comportan como poblaciones biolégicamente diferentes. Pero si se pudo
cumplir con los objetivos del estudio al determinarse la expresion fenotipica de la
isoenzima PGM sub-tipo y su distribucién para los nueve departamentos de Guatemala
(Cuadro 1).

Estos resultados constituyen un aporte al Laboratorio de Criminalistica de la
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Policia Nacional, al comprobar que la metodologia utilizada en el desarrollo del estudio

de determinacién de la PGM como marcador genético para Guatemala, es adecuada y
que se puede utilizar en estudios posteriores. Ademds,la técnica de electroforesis de

agarosa de alectroendosmosis cero probé ser Gtil para diferenciar individuos.



VH. RECOMENDACIONES

Debido a que la designacién de lcs grupos ladino (como equivalente a no
indigena) e indigena no ha sido aun debidamente estudiada y delimitada (Direccién
General de Estadistica, 1950) hasta la fecha, se recomienda que el disefio experimental
de los estudios posteriores sobre marcadores genéticos incluya las caracteristicas
principales que el investigador tomard en cuenta para distinguir al grupo ladino del
indigena. Ya que la literatura, dentro del campo de la estadistica, no evidencia un
concepto unico sobre las caracteristicas que distinguen a estos grupos (Direccién
General de Estadistica, 1950).

Para que el estudio de las isoenzimas como marcadores gengticos de la
poblacién tenga validez, sea mas completo y esté apoyado sobre bases genéticas, el
muestreo debe hacerse con base en el disefio experimental que tome en cuenta a todos
los grupos étnicos del pafs, utilizando un ndmero representativo de individuos para la
muestra.

Si la toma de muestras de sangre se hiciera dificil por razones culturales dentro
de las étnias, se podria recurrir a otro tejido o fluido corporal, pero ello implicaria la
implementacién de otra técnica a utilizarse al especiticarse el cambio en la muestra a
analizar.

La técnica de electroforesis utilizando agarosa de electroendosmosis cero es
muy recomendable para el estudio de la isoenzima PGM sub-tipo como marcador
genético y para diferenciar individuos.

Esta técnica también es Util para estudios de pedigree en familias de diferentes
etnias. Y puede usarse ademds en estudios de paternidad.

También se recornienda al personal del Laboratorio de Criminalistica de la Policia
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Nacional elaborar un plan de reglas de seguridad para manejar y deshechar materiales

téxicos dentro del laboratorio.



VIii CONCLUSIONES

Para este trabajo y segln los resultados obtenidos, se llegd a las siguientes
conclusiones: El fenotipo 1+ 1- de la PGM sub-tipo es el que presenté la frecuencia
total mayor de los nueve departamentos de Guatemala.

El fenotipo 2+ 2- de la PGM sub-tipo es el que presenté la frecuencia tota!
menor de los nueve departamentos.

Estadisticamente, la distribucién de los diez fenotipos es !a misma en fos nueve
departamentos de Guatemala; por lo tanto no se comprobd una asociacién entre la
expresion del fenctipo vy el origen geogréafico de la muestra.

Los resultados sugieren que la ocurrencia del fenotipo 1+ 1- pudiera estar
asociada al grupo étnico indigena, ya que predomina en los departamentos donde la

poblacidn indigena es una mayoria.



IX LITERATURA CITADA

Allen, R. C. 1984. Isoelectric focussing. United States Dept. of Justice. Federal Bureau of
Investigation. En Proceedings of the International Symposium on the Forensic
Applications of Electrophoresis. FBlI Academy, Quantico. Virginia. p. 91-95.

Arnaud, P., y R. C. Allen. 1984. Why polymorphisms occur? United States Dept. of Justice.
Federal Bureau of Investigation. En Proceedings of the International Symposium on the
Forensic Applications of Electrophoresis. FBI Academy, Quantico, Virginia. p. 15-27.

Barman, T. E. 1969, Enzyme handbook. Vol. |, Vol. Il. Springer-Verlag. N. Y.

Bashinski, J., y P. Kalish. 1980. Effectiveness of long term freezer storage of bloodstains.
Presented to CAC seminar, Santa Barbara.

Bergmeyer, H. 0. 1974. Methods of Enzymatic Analysis. Vol. |. Academic Press Inc. London.

Brown, B. L., y S. Baechtel. 1984. Application of immunologic methods to forensic science.
Crime Laboratory Digest 11(5).

Budowle, B. 1984. Principles of isoelectric focussing. United States Dept. of Justice. En
Proceedings of the International Symposium on the Forensic Aplications of
Electrophoresis. FBl Academy, Quantico, Virginia. p. 121-126.

Cavalli-Sforza, L. L. y W. F. Bodmer. 1971. The Genetics of Human Populations. W. H.
Freeman & Co. San Francisco. p. 45-56.

Colowick, S. P., y W. O. Kaplan. 1979. Methods in Enzymology. Vol. LVIil. Cell Culture.
Academic Press Inc. N. Y. ’

Colowick, S. P., y W. 0. Kaplan, 1970. Methods in Enzymology. Vol. XiX. Proteolytic
Enzymes. Academic Press. N. Y.

Crown, J. F., y M. Kimura. 1970. An Introduction to Population Genetics Theory. Harper &
Row. Pub. N. Y. p. 32-40 p. 433-436.

Curtis, H. 1975. Biology. 2nd. ed. Worth Pub. Inc. N. Y. p. 867.

Direccién General de Estadistica. 1950. Sexto Censo de Poblacién. Direccién General de
Estadistica. Guatemala

Dixon, M., y E. C. Webb. 1979. Enzymes. Academic Press. N. Y.

Eggerer H., y R. Huber. 1981. Structural and Functional Aspects of Enzyme Catalyst.



33

Springer-Verlag. N. Y.

Falconer, D. S. 1960. Introduction to Quantitative Genetics. The Ronald Press Co. N. Y. p.
9-22.

Fawcett, J. S. 1984. Electrophoretic theory and practice: options in electrophoretic analysis.
United States Dept. of Justice. En Proceedings of the International Symposium on the
Forensic Applications of Electrophoresis. FBl Academy, Quantico, Virginia. p. 85-89

Gaensslen, R. E., et. al. 1983. Background material in biochemistry genetics and inmunology.
Sourcebook in Forensic Serology, Inmunology and biochemestry. National Insitute of
Justice. N. Y.

Gaensslen, R. E., S. Echart., M. Abbot., y H. Hammond. 1984. Use and interpretation of
phenotypic frecuencies for genetic markers in populations in forensic serology. United
States Dept. of Justice Forensic Science Research and Training Center, FBI Academy,
Quantico Virginia. p. 29-41.

Hartl, D. L. 1980. Principles of population genetics. Sinauer Associates, Inc. Pub. Sunderland,
MA. p. 72-81 p.88-104.

Horowitz, F. 1950. Chemistry and Biology of Proteins. Academic Press inc. N. Y.

Hunt, R. H. 1986. Chromosomal and isozymes electrophoretic identification. Journal of
Medical Entomology. 23:655-660.

Instituto Nacional de Estadistica. 1981. Censos nacionales de 1881 IX censo de poblacion.
Republica: poblacién total, poblacién indigena, poblacién en hogares, poblacién en
locales colectivos, poblacion sin local de habitacién. Tomo 1. Cifras significativas.
Instituto Nacional de Estadistica. Guatemala. C. A.

Lehninger, A. L. 1982. Principles of Biochemistry. Worth Pub. Int. N. Y.

Marija J. Norusis/SPSS Inc. 1990. SPSS/PC + Advanced Statistics 40 for the IBM PC/XT/AT
and PS/2. B-1-B30 pp.

Marija, J. Norusis/SPSS INC. 1990. SPSS/PC + Statistics 4.0 for the IBM PC/XT/AT and
PS/2. B. 175-B-184 pp.

Merrill, C. R. 1984. Genetics, forensics and electrophoresis. United States Dept. of Justice.
Forensic Science Research and Training Center, FB! Academy, Quantico, Virginia. p.
3-13.

Spiess, E. B. 1977. Genes in Populations. John Wiley & Sons. N. Y. p. 66-70.

Summer, J. B., K. Myrback. 1952. The Enzymes. Academic Press Inc. N. Y.



34

United States Dept. of Justice, Federal Bureau of Investigation. 1983. Sourcebook in forensic
serology, immunology and chemistry. Forensic Science Research and Training Center,
FBI Academy, Quantico, Virginia. p. 425-429.

United States Dept. of Justice, Federal Bureau of Investigation. 1984. En Proceedings of the
International Symposium on the Forensic Applications of Electrophoresis. FBI Academy,
Quantico, Virginia.

Walker, R. 1983. The Molecular Biology of Enzyme Synthesis. John Wiley & Sons. N. Y.
Wolson, T. L., M. Chin-See, D. Rhodes, et. al. 1990. Determination of PGM subtypes, EAP,

and EsD phenotypes by isoelectric focusing on servalypt precotes (Serva biochemicals)
Ultrathin polyacrylamide gels. Metro-Dade Folice Dept. Crime Lab. Bureau, Miami, Fl.




35

APENDICE A
Preparacién de Soluciones Stock
A. Buffer de la Cdmara:
1. lado catdédico:

82.4 g de Na,HPO, (fosfato dibasico de sodio) 42.0 g de &cido acético
monohidro

Disolver en 1500 ml de agus destilada, y llevar a 2000 ml, ajustar pH a 5.5 con
HClI 1 N o NaOH 1 N. '

2. lado anddico:

dilucién 1:5 de buffer catédico. 400 mi de buffer catédico diluido a 2000 ml de
agua destilada.

B. Buffer del Gel:

0.405g Na,H,PO, anhidro
0.263g de &cido citrico monohidro

disolver en 300 ml de agua destilada y llevar a 500
ml ajustar pH a 5.5 con 1N de HCl o TN NaOH

C. Buffer de Reaccién:

2.4g base trizma
0.8g cloruro de magnesio MgClL.6H O
0.146g EDTA

Disolver en 1560 ml de agua destilada y llevar a 200
ml con agua destilada. Ajustar pH a 8.0 con 6N HCL
si fuera necesario.

D. Gel:

0.9g de !sogel EEQ-O disolver en 90 ml de buffer del
gel calentar hasta que la solucién esté clara,
ajustar el volumen a 90 ml con agua destilada si
fuera necesario. vertir la mezcla en un plato de
vidrio de 20 x 20.
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APENDICE B
Glosario

Alefo: Uno de un par o serie de genes alternativos que aparecen en un locus
determinado en un cromosoma (Gardner, 1980).

Cromosoma: Cuerpo nucleoproteico que contiene a los genes gue se encuentran
dispuestos en una forma lineal (Gardner, 1980).

Electroforesis: Movimiento de particulas cargadas en solucién bajo fa influencia de un
campo eléctrico (U.S. Dept. of Justice, 1983}

Enzimas: Proteinas especializadas en catalizar una reaccién metabdlica especifica
(Lehninger, 1982).

Fenotipo: Caracteristica de un individuo observada o discernible por otros medios (por
ejemplo: tipo sanguineo en el hombre) (Gardner, 1980).

Frecuencia Genética: Representacién de la proporcién de un alelo en una poblacién
reproductivamente activa (Gardner, 1980).

Gene: Particula determinante en la herencia, unidad de DNA situada en un lugar fijo
en el cromosoma.

Genética de Poblaciones: Estudio de los genes en las poblaciones. Rama de la
genética que describe en términos matemdéticos las consecuencias de la herencia a
nive! poblacional.

Genoma: Serie completa de cromosomas (por lo tanto de genes} transmitidos
unitariamente por un progenitor (Gardner, 19280},

Genotipo: Constitucién genética manifiesta y latente de un organismo (Gardner,
1980).

Glucdlisis: Forma de fermentacién en la cual la glucosa se separa en dos moléculas de
piruvato (Lehninger, 1982).

Herencia: Transmisién de caracteres por los progenitores a sus descendientes
(Gardner, 1980).

Locus: Posicién fija ocupada en un cromosoma por un determinado gene o por uno de
sus alelos (Gardner, 1980).

Marcador Genético: Expresion bioquimica de la informacién contenida en los genes (U.
S. Dept. of Justice, 1983).
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APENDICE C

Célculo de las Frecuencias Genéticas

Al calcular las frecuencias genéticas de los alelos se considera la frecuencia de
todos los fenotipos donde estos alelos se expresaron. En el caso de los homocigotos
se asume que un mismo alelo esta presente dos veces.

Las frecuencias se calcularon a partir de los resultados en el Cuadro 1.

Frecuencia Genética = No. total de veces que el
atelo ocurrid
No. total de veces que el
alelo pudo ocurrir

Alelo PGM,*:

58(2) + 123 + 37 + 18
- = .379
776

Alelo PGM]"

86(2) + 123 + 20 + 28

= .442

776
Alelo PGM;*

14 + 4 + 37 4 20

= .097
776

Alelo PGM} :

14 + 4 + 18 + 28

776 e
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Célculo de Frecuencia Genética Esperada Segn Ley de Hardy-Weinberg:

p’ = (.379)2 = .144
g’ = (.442)2 = .195
r? = {.097)? = .009
52 = (.082)) = .007
2pq = (.168)2 = .336
2pr = {.037)2 = .074
2ps = {.031)2 = .062
2qr = (.043}2 = .086
2gs = (.036)2 = .072
2rs = (.008)2 = .016
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APENDICE D

Célculos Para Obtener Chi-Cuadrado
Para los resultados de Guatemala:
Ho: La poblacién se comporta segin poblacién en equilibrio de Hardy Weinberg.
Ha: La poblacién no se comporta segun poblacién en equilibrio de Hardy Weinberg.

X? =¥ (observada - esperada)?

esperada
Segun resultados de cuadro 2:

(86 - 75.66) + (123 - 130.37) + (58 - 55.87) + (20-33.87)

75.66 130.37 55.87 33.87
+ (37-28.71) + (28 - 27.94) + (18 - 24.06) + (14 -6.21)
28.71% 27.94 24.06 6.21
= 22.07

grados de libertad: n-1 = 8 {{0056<p<0.010)

Se rechaza Ho debido a que la poblacién no se comporta como poblacién en equilibrio

de Hardy-Weinberg.



10.

11.

12.

13.
14,

15.

APENDICE E
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Lista de reactivos, y equipo, fuentes y No. de catélogo

Na,H,PO, monohidratade (uso forense)
Seri = serological research institute

dcido citrico monohidratado

TRIZMA

MgCl,.6H,0

Agar de Isogel EE0=0.0
Dithiothreitol (Cleeland’s reagent)

Glucosa-1-fosfato w/1% glucosa-1,6-di-
fosfato

NADP

MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-(-2,5
dipheryltetrazolium bromide)

EDTA (ethylene diamine tetracetic acid)
Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa
Meldola blue {8-dimethylamiro-2,3 ben-
zophe noxazine)

Cémaras para electroforesis
Cortadores de pozos

Cajas de luz para ver resultados

Seri C-606
1185-5

Sigma C7129

Lot. 30H0628
SigmaT-1503

Sigma M-0250
Seri R523-2

Sigma D-0632

Sigma 01259

Seri RBE6

Sigma M2128
Sigma ED55
Seri R582-2
No. 1006
Sigma D-8142
Seri EOOB
Seri EO19

Seri EO19
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