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PCR MULTIPLO - SSCP - HA: UNA EFICIENTE METODOLOGIA PARA LA DETECCION
DE ALTERACIONES DE SECUENCIA EN EL GEN BRCAl
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EI barr.do mutacional de genes de tamafio apreciable tiene limitaciones importances en
terminos econ6micos y de tiempo sobre todo cuando se rrara de estudiar un numero grande
de individuos. Estos problemas se acentuan cuando se considera que las tecnicas de detecci6n
de mutaciones de ejecuci6n mas simple (SSCP y HA) son sensibles solo cuando se trabaja con
pequenos fragmentos de DNA (200 pb - 400 pb). Con el objetivo de viabilizar la detecci6n de
alteraciones de secuencia en el gen BRCA1 (5592 nucle6tidos y 22 exones) en una poblaci6n
de pacientes con cancer de mama se implemenr6 inicialmenre la tecnica de PCR-multiplo
haciendo las adapraciones correspondientes de temperatura de hibridizaci6n, tiempos de
extension y concentraciones de dNTP's, Taq DNA polimerasa y DNA. A partir de los productos
de cada PCR-multiplo se adapraron las metodologias de SSCP y HA para cada conjunro de
minimo 3 amplicones. La sensibilidad de esra mecodologra se corroboro mediante la utilizaci6n
de controles positives (homocigotos para la DF508 y diferenres mutaciones en et gen BRCA1)
Ynegatives (carentes de mutacion ). Esta mecodologra ha sido aplicada a la detecci6n de alte-
raciones de secuencia en los exones 2, 5, 11d Y20 del gen BRCA1, en pacientes con cancer de
mama familiar. La importancia de este trabajo radica fundamenralmenre en la irnplernentacion
de una metodologfa eficiente para la arnplificacion sirnultanea de varios exones y su aplicaci6n
combinada con SSCP y HA para la detecci6n de rnutaciones en el gen BRCA1 en una muestra
poblacional del suroccidente colombiano.
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Se estudio la estructura genetica de los jaguares en Colombia (n=49), e igualmente, se com-
pararon los resultados moleculares obtenidos con otras 16 jaguares procedentes de Guatemala,
Peru, Bolivia y zona central de la Amazonia brasileiia. Para ello se emplearon 18 marcadores
microsatelites (STRPs) diseiiados para gato domestico. Esros marcadores fueron Fca 01, 08, 24,
43, 45, 70, 94, 96, 126, 136, 176, 200, 225, 251, 290, 294, 391 y 506, localizados en los
diferenres cromosomas felinos. Mediante tests exactos utilizando cadenas de Markov y el
mecodo de Fisher se determin6 un fuerre exceso de homocigotos en rodos los niveles jerarquicos
analizados, 10 cual pone en evidencia la posible importancia del efecto Wahlund en esta especie
y la no existencia de correspondencia con las subespecies morfol6gicamente propuestas en el
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