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PCR MULTIPLO - SSCP - HA: UNA EFICIENTE METODOLOGIA PARA LA DETECCION
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El barrido mutacional de genes de tamafio apreciable tiene limitaciones importantes en
términos econémicos y de tiempo sobre todo cuando se trata de estudiar un nimero grande
de individuos. Estos problemas se acentian cuando se considera que las técnicas de deteccion
de mutaciones de ejecucién mds simple (SSCP y HA) son sensibles solo cuando se trabaja con
pequerios fragmentos de DNA (200 pb - 400 pb). Con el objetivo de viabilizar la deteccién de
alteraciones de secuencia en el gen BRCA1 (5592 nucledtidos y 22 exones) en una poblacién
de pacientes con cancer de mama se implementd inicialmente la técnica de PCR-miltiplo
haciendo las adaptaciones correspondientes de temperatura de hibridizacién, tiempos de
extension y concentraciones de dNTP’s, Taq DNA polimerasa y DNA. A partir de los productos
de cada PCR-muiltiplo se adaptaron las metodologias de SSCP y HA para cada conjunto de
minimo 3 amplicones. La sensibilidad de esta metodologia se corroboré mediante la utilizacién
de controles positivos (homocigotos para la DF508 y diferentes mutaciones en el gen BRCA1)
y negativos (carentes de mutacién). Esta metodologia ha sido aplicada a la deteccién de alte-
raciones de secuencia en los exones 2, 5, 11d y 20 del gen BRCA1, en pacientes con cancer de
mama familiar. La importancia de este trabajo radica fundamentalmente en la implementacién
de una metodologia eficiente para la amplificacion simultdnea de varios exones y su aplicacién
combinada con SSCP y HA para la deteccién de mutaciones en el gen BRCA1 en una muestra
poblacional del suroccidente colombiano.
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Se estudio la estructura genética de los jaguares en Colombia (n=49), e igualmente, se com-
pararon los resultados moleculares obtenidos con otros 16 jaguares procedentes de Guatemala,
Peri, Bolivia y zona central de la Amazonia brasilefa. Para ello se emplearon 18 marcadores
microsatélites (STRPs) disefiados para gato doméstico. Estos 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
diferentes cromosomas felinos. Mediante tests exactos utilizando cadenas de Markov y el
método de Fisher se determind un fuerte exceso de homocigotos en todos los niveles jerarquicos
analizados, lo cual pone en evidencia la posible importancia del efecto Wahlund en esta especie
y la no existencia de correspondencia con las subespecies morfolégicamente propuestas en el
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pasado. Se calculé también el asignamiento poblacional de los jaguares analizados, a las dos
subespecies de jaguares presentes en Colombia mediante el método de verosimilitud y con el
método basado en distancias con los procedimientos “as is” y “leave one out”. Los valores de
correcta asignacion segun los métodos oscilaron entre 64 y 100%. Los estadisticos F jerarquizados
siguiendo a Michalakis & Excoffier (1996) mostraron elevados y positivos valores de FIS y FIT y
valores significativos pero relativamente pequefios de FST. Las estimas de flujo génico oscilaron
entre 3.09-12.13 para los métodos dependientes de FST y de 1.075 para el métedo de los alelos
privados, los cuales pueden considerarse como elevados. Las estimas de nimeros efectivos y
totales a partir de las heterocigocidades, que fueron muy elevadas (H=0.827-0.845), usando IAM
y SMM y a partir de simulaciones de coalescencia con el métedo de Griffiths & Tavaré (1994)
ofrecieron, respectivamente, entre 12.195 a 27.315 jaguares y entre 26.612 a 39.017 jaguares en
Colombia. No existieron evidencias de cuellos de botella, ni de expansiones poblacionales, al uti-
lizar los métodos de Cornuet & Luikart (1996) y Garza & Williamson (2001), o los métodos de
Reich & Goldstein (1998) (test de kurtosis intra locus k y test interlocus g). Mientras que los mar-
cadores moleculares empleados llegan a distinguir dos animales en un nimero potencial de 4.22
x 1014 jaguares, un estudio craneométrico paralelo con 46 variables morfométricas no consiguio
diferenciar los animales de origen P. o. centralis de los pertenecientes a P. 0. onca.
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Se analizaron 115 muestras de oso andino procedentes de Venezuela, Colombia, Ecuador y
Bolivia mediante 5 microsatélites (G1A, G1D, G10B, G10C, G10M, G10P, G10X, UarMu 50,
UarMu, 59). Se detecté: (1) No existencia de equilibrio Hardy-Weinberg en ninguna de las
poblaciones analizadas en cada uno de los paises, lo que evidencia la existencia de efecto
Wahlund. (2) Los niveles de variabilidad genética fueron bajos (H=0.40, poblacién toral).
Alarmantemente bajo fue el nivel de heterocigocidad en la poblacién de Ecuador (H=0.27). (3)
Los niveles de flujo génico resultaron bajisimos (Nm=0.2-0.3). (4) Los nimeros efectivos
calculados a partir de los métodos de maxima verosimilitud de Griffiths & Tavaré (1994), y de
las heterocigocidades con los modelos IAM y SMM oscilaron de la siguiente forma: Poblacion
Total (Ne=19.000-24.000), Venezuela (Ne=912-1129), Colombia (Ne=3.605-6.897) y Ecuador
(Ne=778-2.778). De forma paralela, se aplicé el modelo simulacional de O’Ryan et al., (1998),
lo que permitié tener estimas mds precisas que las anteriores. La aplicacién de los modelos
bayesianos de Pritchard et al., (2000) permitié distinguir cuantos acervos genéticos diferentes
se encontraron en el interior de cada uno de los paises. (5) Se analizé la posible existencia de
estructura espacial mediante el método kinship, el método de aislamiento por distancia de
Slatkin (1993) y autocorrelacion espacial uni y bidimensional. En todos los casos se observo
una fuerte disposicion al aislamiento por distancia. Se obtuvieron algunas clinas significativas
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