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Resumen

Los objetivos de este trabajo han sido conocer la distribucion de las
frecuencias fenotipicas y frecuencias génicas de tres grupos de antigenos
eritrocitarios, ABO, Rhy MNSs, dos marcadores plasméticos, proteinas Gc y
Pi y de un marcador enzimético eritrocitario, la AcP, en la comarca natural
“Las Arribes” de la provincia de Salamanca. Se ha realizado la comparacion
los resultados obtenidos con las frecuencias génicas de estos marcadores
genético-moleculares en otras poblaciones espafiol as.

Ademés se ha comprobado la existencia de equilibrio Hardy-Weinberg y
se ha calculado €l indice de heterocigosidad para cada uno de los marcadores.

La seleccion de los individuos se realizd a partir del padron municipal de
1996 de cada municipio. La muestra fue seleccionada mediante un proceso
aleatorio simple solicitando su colaboracion a cada persona elegida. El tamafio
de la muestra fue de 404 personas y se distribuyd proporcionamente al
numero de habitantes de cada municipio.

El andlisis estadistico de la distribucion de frecuencias fenotipicas
tedricas y observadas mediante el estadistico ji-cuadrado permite establecer
gue en la poblacion de Las Arribes existe equilibrio paralos locus ABO, Rh,
Gc, Pi y AcP,, no existiendo dicho equilibrio para el locus MNSs.

Los indices de heterocigosidad calculados indican un €evado
polimorfismo genético para todos los sistemas estudiados, destacando €l
sistema Rh.

La comparacion de poblaciones permite establecer diferencias
estadisticamente significativas con algunas poblaciones espafiolas, aunque
también existen similitudes con otras, para cada marcador estudiado.



Abstract

The aim of the present work was to gain insight into the distribution of
the phenotypical frequencies and gene frequencies of three groups of
erythrocyte antigens-, ABO, Rh and MNSs-, two plasma markers -Gc and Pi
proteins and one erythrocyte enzymatic marker- AcP;- in the “Las Arribes’
disrict of the province of Salamanca (Spain). The results obtained were
compared with the gene frequencies of these genetic-molecular markers in
other Spanish populations. We also observed the existence of Hardy-Weinberg
equilibrium and calculated the heterozygosity index for each of the markers.
Selection of subjects was based on the municipal census from 1996 in each
municipality. The sample was selected by a simple randomised process,
requesting participation from each person chosen. The sample comprised 404
individuals and was distributed proportionally to the number of inhabitantsin
each municipality.

Statistical analysis of the distribution of the theoretical phenotypical
frequencies and those observed, using the c? statistic, revealed that in the Las
Arribes population there is equilibrium for the ABO, Rh, Gc, Pi and AcP,
loci, this equilibrium not existing for the MNSs locus.

The heterozygosity indices calculated indicate a high degree of genetic
polymorphism for all the systems studied, the Rh system being outstanding.
Comparison of populations allowed us to establish statistically significant
differences with other Spanish populations, athough there were also
similarities with others, for each marker studied.
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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En cumplimiento del mandato constitucional (Art. 39.2) se promulgé
Ley 11/1981, de 13 de mayo, de modificacion del Codigo Civil en materia de
filiacion, patria potestad y régimen econémico del matrimonio (B.O.E. num.
119, de 19 de mayo de 1981)*, lo cual ha supuesto un gran aumento de las

peritaciones sobre investigacion bioldgica de |a paternidad.

Entre los métodos posibles para laidentificacion genética individual y
poblacional, el estudio de los marcadores genéticos sanguineos hatenido un
gran desarrollo y su uso se ha extendido en el campo de la Medicina Legal
dada su fiabilidad y garantia, alcanzando gran importancia en su doble

vertiente de Biologia Forense y de Genética de Poblaciones Humanas.

Actualmente, en los aspectos de identificacion genética individual esta
siendo muy utilizado € estudio de los polimorfismos del ADN, pero los
marcadores genéticos sanguineos mantienen su vigencia en e estudio de la

Genética de Poblaciones Humanas.

' Codigo Civil. Art. 127: “En los juicios sobre filiacion sera admisible lainvestigacion de la
paternidad y de la maternidad mediante toda clase de pruebas, incluidas las biolgicas”.
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A través de | os estudios que se han realizado se conocen las frecuencias
relativas de varios marcadores genéticos para diferentes pobl aciones espafiol as
y mundiales. Sin embargo, son escasos |os trabaj os realizados en este campo

en |as poblaciones de la provincia de Salamanca®.

Por todo ello, en el presente trabajo se pretende conocer la distribucién
de las frecuencias fenctipicas y frecuencias génicas de una serie de
marcadores hematicos en la poblacion de la comarca natural “Las Arribes’ de

la provincia de Salamanca.

Lacomarcasalmantinade “Las Arribes’ tiene su propiaidiosincrasia. Es
una comarca con elevado grado de endogamiay, desde |la década de |os afios

60, ha sufrido un importante proceso de emigracion.

L os datos obtenidos podran ser contrastados con |os resultados obtenidos
en estudios similares, ya efectuados, en otras pobl aciones espafiolas, aportando
validez o incertidumbre, conociendo la limitada extension que abarca este

estudio, alos indices de paternidad empleados en |a actualidad.

Los marcadores genéticos estudiados corresponden a tres grupos de

antigenos eritrocitarios, grupos ABO, Rh y MNSs, a dos marcadores

2 CASTELLANO ARROYO, M., MARTINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético-moleculares en poblacion espafiola, pags. 20-26.
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plasmaticos, proteinas Gc y alfa-1-antitripsina, y a un marcador enzimatico

eritrocitario, lafosfatasa acida.

La eleccion de estos sistemas se ha realizado considerando su pertenencia
alos distintos marcadores genéticosy, dentro de éstos, a su polimorfismo y

eficacia

Se ha valorado, también, a elegirlos, € elevado nimero de estudios
genético-poblacionales ya realizados con estos marcadores, |0 que posibilitara

una amplia val oracioén comparativa.

En definitiva, esperamos que este trabajo facilite el mejor conocimiento
genético-poblacional de la provincia de Salamancay contribuya a elevar el
rendimiento de las peritaciones sobre paternidad de nuestro entorno asi como

la eficacia de los estudios de biologia médicolegal.



2. INTRODUCCION
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2.1. ASPECTOS JURIDICO-SOCIALES

La determinacién de la paternidad se inscribe dentro del capitulo de la
identificacion de las personas y constituye en la actualidad uno de los mas

importantes de la Medicina Legal.

A este interés bioldgico debe sumarse e juridico y €l socia. Las
relaciones paterno-filiales estan reguladas por el derecho de familiay éste ha
sufrido, en Espafia, una profunda revision desde la aprobacién de la vigente

Constitucionr®.

En su articulo 39 dice:

1. Los poderes publicos aseguran la proteccion social, econdmica y

juridicade lafamilia.

2. Los poderes publicos aseguran, asimismo, la proteccion integral de los
hijos, iguales éstos ante la Ley con independencia de su filiacién, y de las
madres, cualquiera que sea su estado civil. LaLey posibilitara lainvestigacion

de la paternidad.

8 Constitucién Espafiola, pag. 35.
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3. Los padres deberan prestar asistencia de todo orden alos hijos habidos
dentro o fuera del matrimonio, durante su minoria de edad y en los demas

casos en que legalmente proceda.

4. Los nifios gozaran de la proteccion prevista en los acuerdos

internacionales que velan por sus derechos.

Este primer paso de nuestra Constitucion culming con la modificacion de
los articulos comprendidos en el Titulo V del Cédigo Civil “De la paternidad
y filiacion”, siendo de nuevo cufio la totalidad del articulado de este Titulo,

sus capitulosy rdbricas en conformidad con la Ley 11/1981, de 13 de mayo”.

El articulo 108 establece que la filiacion puede tener lugar por
naturalezay por adopcion. Lafiliacion por naturaleza puede ser matrimonial
y no matrimonial. Es matrimonial cuando el padre y la madre estan casados
entre si. Lafiliaciéon matrimonial y la no matrimonial, asi como la adoptiva

plena, surten los mismos efectos, conforme alas disposiciones de este Cadigo.

El articulo 127 establece que en los juicios sobre filiacion sera admisible
lainvestigacion de la paternidad y de la maternidad mediante toda clase de

pruebas, incluidas las bioldgicas.

El juez no admitirala demanda si con €ella no se presenta un principio de

prueba de los hechos en que ésta se funde.

* Cobdigo Civil, pags. 107-114.



19

LalLey no obliga a demandado a someterse a las pruebas bioldgicas
fundandose en e articulo 18,1 de la Congtitucion, donde se garantiza €l

derecho alaintimidad personal.

La Jurisprudencia de modo constante ha establecido que, existiendo un
principio de prueba, dada la inocuidad de las pruebas bioldgicas, |a negativa a
someterse a las mismas, unido a las restantes pruebas practicadas, puede

servir parallevar al Juzgador ala conviccion de la paternidad® ¥ °.

Laimpugnacion de la filiacidn matrimonial esta presente en el 80% de
las demandas de determinacion de paternidad. De éstas el 50% son ainstancia

del padre legal del hijo impugnado y el 30% son ainstancia de la madre’.

®  Sentencias del Tribunal Supremo de 7 de febrero de 1986, 21 de abril de 1988, 5 de abril de
1990, 1 de marzo de 1994, de 29 de abril de 1994, de 18 de mayo de 1994, de 27 de mayo
de 1994. Sentencia del Tribunal Constitucional 7/1994, de 17 de enero.

® SANCHEZ-TEMBLEQUE PINEDA, A., “La investigacion de la paternidad en las
resoluciones del Tribunal Constitucional”, Actualidad Aranzadi, n® 143, pags. 1-3.

" HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., “Investigacion biolégica de la
paternidad”. En GISBERT CALABUIG, J. A., Medicina Legal y Toxicologia, pag. 1171.
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2.2. METODOS DE INVESTIGACION DE LA PATERNIDAD

Existen varios tipos de métodos para la investigacion biolégica de la
paternidad: los métodos orientativos y los métodos analiticos de los caracteres

heredables (tabla 1).

METODOS ORIENTATIVOS: Son de empleo ocasional y algunos de ellos,
como es la esterilidad comprobada, €l embarazo previo de la mujer, etc.,
tienen fuerza probatoria, pero su utilizacion en la practica es excepcional.
Tienen un caracter exclusivamente orientativo datos tales como e acto del

coito en el ciclo ovular y la correlacion entre lafecha del coito y el desarrollo

fetal®

En general, son métodos que requieren una valoracion retrospectiva,
carente con frecuencia de diagndstico fiable, y, en todo caso, solo utilizables

como procedimientos excluyentes de la paternidad.

8 CARRACEDO, A., RODRIGUEZ, M. S., “Procedimientos de investigacion de la paternidad.
Marcadores genético-moleculares. Técnicas de estudio de los diferentes marcadores
empleados’. En: HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M.,
Introduccion a la investigacion biol6gica de la paternidad, pags. 39-40.
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METODOS ANALITICOS DE LOS CARACTERES HEREDABLES. Son de
valoracion desigual. Los caracteres fisicos, funcionales, citogenéticos vy
clinicos estan sujetos a variaciones ambientalesy no son sistematizables, su

herencia es de dificil objetivacion, y son, por ello, de escasa utilidad practica.

Tabla. 1. Métodos de investigacion de la paternidad

Orientativos Andlisis de los caracteres heredables
Elementos obstétricos Fisicos
Esterilidad varonil Funcionales
Citogenéticos
Clinicos

Genético-moleculares

Polimorfismos del ADN

El estudio de los marcadores genético-moleculares y las técnicas de
secuenciacion de ADN son los Unicos métodos fiables en la determinacion de

paternidad.

Los marcadores genético-moleculares constituyen un conjunto de
caracteres genéticos monofactoriales, objeto de la antropologia molecular,

gue poseen una herencia mendeliana simple.

El descubrimiento de los primeros grupos sanguineos por Landsteiner en

1901 y la posterior comprobacion de su transmision hereditaria realizada por
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Von Dungern y Hirschfeld en 1910, constituyen los primeros pasos en la

investigacién biol bgica de la paternidad.

En principio, cualquier caracteristica hereditaria puede ser utilizada para
la investigacion bioldgica de la paternidad. Sin embargo, solamente deberan
sel eccionarse aquell os rasgos hereditarios que ofrezcan la suficiente garantia

para ser aplicados con eficaciay seguridad en este tipo de estudios.

Las condiciones que debe reunir un caracter hereditario para ser
utilizado con fines de investigacion de |a paternidad fueron sefialadas en el
XXX Congreso Internacional de Medicina Legal y Social de lengua francesa

celebrado en Coimbra en 1965°.
El caracter hereditario ha de cumplir las siguientes condiciones:

Debe ser objetivo, es decir, que no requiera la colaboracién activa de

las personas examinadas para su comprobacion.

Debe ser discontinuo, o sea, que permita distribuir alos individuos en

diferentes grupos bien diferenciados.

Lainfluencia de factores exdgenos (clima, alimentacion, etc.) sobre €l
carécter determinado genéticamente debe ser nula, de forma gque no se

generen diferencias individuales con respecto a ese rasgo.

® CONCHEIRO, L., “Introduccién”. En: HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A.,
GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacién biolégica de la paternidad, pags. 3-8.
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La penetranciay la expresividad debe ser total.

L os caracteres objeto de estudio deben estar controlados por un par de
genesy no ser rasgos poliméricos, es decir, dependientes de una serie

de genes localizados en loci diferentes.

Los genes de los caracteres que se estudien deben poseer una

frecuencia adecuada y deben estar en equilibrio en la poblacion.
Laexpresion del gen no debe tener relacion con la edad.

El estudio del caracter hereditario no debe suponer riesgo para las

personas implicadas y debe precisar una pequefia muestra de sangre.

En los estudios de paternidad, |os conceptos de dominanciay recesividad
no poseen una significacion especial. Sin embargo, cuando los genes son
codominantes resulta muy sencillo determinar e genotipo a partir del

fenotipo con toda precision.

L os marcadores genético-molecul ares (antigenos eritrocitarios, proteinas
séricas, enzimas y antigenos de histocompatibilidad) cumplen totalmente los

requisitos sefialados.

Se pueden establecer dos grupos de marcadores genético-molecul ares':

1 CARRACEDO, A., RODRIGUEZ, M. S., “Procedimientos de investigacion de la paternidad.
Marcadores genético-moleculares. Técnicas de estudio de los diferentes marcadores
empleados’. En: HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M.,
Introduccion a la investigacion biol6gica de la paternidad, pags. 40-41.
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De naturaleza no sanguinea: Su aplicaciéon es limitada. Ademés, su
numero es realmente escaso y Unicamente merecen ser considerados la
amilasa (AMY -1), esterasa, proteinas estructuralesy carécter secretor
en la saliva, e pepsindgeno (Pg) en la orina y las carboxi-metil-
queratinas (SCMK) en pelo. Su utilidad queda casi restringida a

campo de la criminalistica.

De naturaleza sanguinea: Actualmente son los empleados en la
investigacion bioldgica de la paternidad. Los principales marcadores

genético-molecul ares sanguineos pueden observarse en latabla 2.

Tabla 2. Marcador es genético-molecular es sanguineos

Plasmal/suero Eritrocitos L eucocitos
Proteinas séricas  Enzimas eritrocitarias Enzimas
|leucocitarias

Enzimas séricas  Antigenos de membrana  Antigenos HLA

Las proteinas y las enzimas séricas constituyen un grupo de marcadores
heterogéneo, en el que lamayor parte de |os sistemas se analizan por técnicas
electroforéticas (haptoglobinas, proteinas Gc, a,-antitripsina, transferrina,

etc.), pero otros se analizan por técnicas de aglutinacion.

Las enzimas eritrocitarias y leucocitarias son muy numerosas. Todas
ellas se determinan por técnicas electroforéticas. Los marcadores enzimaticos
son de gran utilidad, sobre todo por su seguridad en la exclusion. Las posibles

silencias, que pudieran ser fuentes de error en las exclusiones indirectas o de



25

segundo orden, son facilmente detectables en la mayoria de los sistemas, pues
|os heterocigotos portadores de un alelo silente poseen una menor actividad

enzimatica.

Los sistemas de antigenos de membrana son productos directos o
indirectos de genes que tienen su expresion en la membrana del hematie como
glicolipidos o glicoproteinas y que por la accion de |os anticuerpos especificos
(generalmente inmunoglobulinas 1gG) dan lugar ala aglutinacion de hematies.

Este es el procedimiento para ponerlos de manifiesto.

El sistema HLA™ esta constituido por una serie de genes situados en el
brazo corto del cromosoma 6, que codifican los antigenos HLA declasel y de
clase 1. Existen tres productos de clase | con un polimorfismo detectable
serolégicamente y son los pertenecientes alos loci A, B y C. Estos antigenos
estan presentes en la mayoria de las células del organismo, pero para analisis
serol6gicos los linfocitos son las células de eleccion. Los genes de clase |1
codifican los antigenos DR, DP y DQ que solo se expresan normalmente en
algunas células (linfocitos B y macréfagos). El sistema HLA, por su amplio
polimorfismo y su elevado rendimiento, constituye un método importante en

la determinacion de paternidad.

1 ERCILLA, G., “El sistema HLA en lainvestigacion de la paternidad”. En: HUGUET RAMIA,
E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la investigacion
bioldgica de la paternidad, pags. 66-77, CASTELLANO ARROY O, M., “Evolucion histérica
de lainvestigacion de la paternidad”. En: MARTINEZ JARRETA, M. B. (ed.), La prueba del
ADN en Medicina Forense, pags. 35-51.
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En lainvestigacion bioldgica de la paternidad se utiliza un método de
andlisis del ADN que se basa en el estudio de los fragmentos de restriccion de

longitud polimorfica (FRLP)™.

Existen dos tipos de polimorfismo: polimorfismo de las dianas de

restriccion y polimorfismo de longitud.

Polimorfismo de las dianas de restriccion: Debido a una mutacion
puntual (cambio de un nuclettido) que modifica una diana de restriccién de
una enzima determinada, éstaya no reconoce la secuencia especifica de la
diana y no puede cortar e ADN por ese lugar. Se puede obtener un
fragmento mas largo o dos fragmentos més pequefios. En ambos casos existe

un polimorfismo.

Polimorfismo de longitud: Se debe a polimorfismo cromosomico,
fundamental mente por deleccion o insercion de material genético. Este tipo de
polimorfismo es més raro y se asocia a la presencia de regiones
hipervariables (minisatélites). La region variable consiste en repeticiones en
tandem de una secuencia. El polimorfismo resulta de las diferencias alélicas

en el numero de repeticiones.

Se ha demostrado que los FRLP tienen una herencia mendeliana'y que se

transmiten de una manera estable a la descendencia, por |o que son aptos para

2 MARCH, M., ERCILLA, G. “Polimorfismo ded ADN”. En: HUGUET RAMIA, E.,
CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la investigacion biol 6gica
de la paternidad, pag. 161-163.
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ser utilizados en lainvestigacion de paternidad.

El uso del ADN en la investigacion bioldgica de |a paternidad pretende
poner de manifiesto que aquellos minisatélites que sean especificos en
localizacién y longitud para cada persona, y no procedan de la madre, deben

provenir del padre putativo.

La probabilidad de error en la confirmacion de una paternidad es de una

entre un millén utilizando una sonda multilocus con 20 bandas.

Cuando se emplea una sonda monolocus, la confirmacion de la
paternidad se hace con una probabilidad del 98%. Este porcentgje aumenta

hasta el 99,999% al utilizar tres sondas monol ocus®.

B VILLANUEVA CANADAS, E., LORENTE ACOSTA, J. A., “Aplicaciones del &cido
desoxirribonucleico (DNA) en MedicinaLegal”. En: GISBERT CALABUIG, J. A., Medicina
Legal y Toxicologia, pags. 1048-1052.
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2.3. PERITACION MEDICOLEGAL DE LA PATERNIDAD

Toda investigacion de paternidad persigue dos objetivos:

En primer lugar establecer |a no paternidad de un hombre falsamente

acusado.

En segundo lugar, de no haber sido excluido, buscar argumentos
bioestadisticos en favor de su paternidad bioldgica, es decir, probar su

paternidad.

De cualquier forma, una exclusion de paternidad lograda utilizando un
unico sistema nunca debe ser considerada sin realizar previamente un calculo
de la probabilidad de paternidad y de la proporcion de excluidos por el resto

de los sistemas.

2.3.1. EXCLUSION DE LA PATERNIDAD

Se denomina “ probabilidad de exclusién a priori” (P,) de un marcador
genético en una poblacion determinada, a porcentaje de presuntos padres
falsamente imputados cuya paternidad quedaria excluida de acuerdo a ese

marcador.

La“probabilidad de exclusion a priori” depende del nimero de aelos
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identificados y de la distribucién de sus frecuencias.

Se puede deducir una formula general para su cdculo,
independientemente del nimero de alelos, pero los caculos se simplifican

cuando se trata de sistemas codominantes con dos aelos™.

1) Sistemacon dos alelos codominantes

En este caso la probabilidad de exclusion viene dada por la férmula

siguiente:

P. = pa(1-pa)

donde: p= probabilidad de que un individuo seatransmisor del gen 1

g= probabilidad de que un individuo seatransmisor del gen 2

Esta formula se deduce dd andlisis estadistico de los sucesos de
incompatibilidad genética que pueden presentarse a peritacion. Estos sucesosy

sus probabilidades de ocurrencia se indican en latabla 3.

L as probabilidades que figuran en |a tltima columna de la tabla citada se

han obtenido de la siguiente forma:

PS)=PA, CB CC)

4 RODRIGUEZ CALVO, M. S, MUNOZ BARUS, J. Y, “Pardmetros estadisticos de eficacia a
priori”. En: CARRACEDO, A., BARROS, F., Problemas bioestadisticos en genética forense”,
pags. 55-62.



30

donde A, B y C representan, respectivamente, el fenotipo de la madre, del

hijo y del presunto padre, correspondientes a cada suceso (i=1, 2, 3, 4, 5, 6).

Tabla 3. Combinaciones que excluyen la paternidad para un sistema

codominante con dos alelos

Suceso Madre
S1 1-1
S2 2-2
S3 2-2
A 2-1
S5 1-1
S6 2-1

Hijo
2-1
2-1
2-2
2-2
1-1
1-1

Presunto Padre

1-1
2-2
1-1
1-1
2-2
2-2

P(S)
p'q
pq’
p°q’
p’q’
p’q?
p°q’

Pe =4 P(S)

Como el fenotipo del presunto padre es independiente de los fenotipos de

lamadrey el hijo, esta probabilidad puede expresarse como:

P(S)=PA, CB))" PC)=PA)" PB/A)" PC)

L a probabilidad de que el fenotipo del presunto padre sea 1-1 es p?, ya

gue es la probabilidad de que tanto su padre como su madre le transmitan €l

gen 1, y la probabilidad de que el fenotipo del presunto padre sea 2-2 es, por

un razonamiento andlogo, o.

En cuanto al fenotipo de la madre, |as probabilidades serén: p? cuando el

fenotipo es 1-1, ¢° cuando el fenotipo es 2-2 y 2pq cuando €l fenotipo es 2-1.

Esta ultima probabilidad resulta de sumar la probabilidad de que su padre la

transmitael gen 1y sumadre el gen 2 (pq) y la probabilidad de que su padre

le transmita el gen 2y sumadre el gen 1 (gp).
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La probabilidad del fenotipo del hijo condicionada a fenotipo de la

madre vendra determinada de modo diferente para cada uno de |0s sei's casos:

En el primer suceso P(B,/A,) = q, yaque si la madre le transmite el gen
1, el fenotipo del hijo solo puede ser 2-1 si el padre latransmiteel gen 2,y la

probabilidad de que ésto ocurra es por definicion g.

En & segundo suceso P(B./A,) = p, yaque si lamadre le transmite el gen
2, €l fenotipo del hijo solo puede ser 2-1 si el recibe del padreel gen 1,y la

probabilidad de que ésto ocurra es p.

En el tercer suceso P(B./A,) = g, dado que la madre le ha transmitido el
gen 2, el fenotipo del hijo solo sera 2-2 si el padre e transmite también el

mismo gen, y la probabilidad de ésto es q.

En el cuarto suceso P(B,/A,) = 1/2 q, ya que una madre de fenotipo 2-1
transmitira a su hijo el gen con una probabilidad de 1/2 (ya que se trata de
alelos codominantes), y la probabilidad de que el hijo tenga el fenotipo 2-2
seraigual ala probabilidad de que lamadre le transmita el gen 2 (1/2) por la

probabilidad de que el padre le transmita el gen 2 (Q).

En el quinto suceso P(B./A:) = p, yaque si lamadre le transmite el gen
1, laprobabilidad de que el fenotipo del hijo sea 1-1 esigual ala probabilidad

de que el padre |le transmita también el mismo gen (p).

En el sexto suceso P(B/A,) = 1/2 p, ya que la probabilidad de que la

madre de fenotipo 2-1 transmita a su hijo € gen 1 es igua a 1/2, y la
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probabilidad de que el padre |e transmita el mismo gen es p.

Laprobabilidad de exclusion es la probabilidad de que se presente a
peritacion alguno de los seis sucesos mencionados y, por lo tanto, serdla suma
de las probabilidades de cada suceso, ya que al tratarse de sucesos disjuntos la

probabilidad de su union esigual alasuma de sus probabilidades.

Operando de forma matematica, esta suma puede expresarse de laforma

siguiente:
P. = pq (1-pQ)
y teniendo en cuenta que g = 1-p, P, puede expresarse como:
P.=p-2p°+2p’- p'
Esta expresion se puede representar graficamente (fig.1).

0,2 7
0,18
0,16
0,14
P 0,12
0,1
0,08 -
0,06 -
0,04
0,02

0 | | | | | | | | |
O o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Y
Fig. 1. Probabilidad de exclusién de la paternidad en

funcion de la probabilidad génica
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Se puede observar que la grafica es simétrica en torno al valor de p =
0,5, a que le corresponde el maximo valor de P, = 0,1875. Esto significa que
con € andlisis de un sistema determinado por dos alelos codominantes la

maxima probabilidad de exclusién que puede obtenerse es 18,75%.

La probabilidad de transmitir el gen 1 (p) y la probabilidad de transmitir
el gen 2 (q) equivalen a sus frecuencias génicasy su calculo se realiza de la

forma gque anteriormente ha sido expuesta.

2) Sistemacon “n” alelos codominantes.

Podemos distinguir cuatro situaciones de exclusion:
1. Hijo homocig6tico y presunto padre carente de ese gen.
Hijoi-i, (i = 1,...n)

Presunto padre? i

Prob, = 8 PIA A= (1P 2 PR)
i=1 o1

2. Hijo heterocigoto con un gen que no recibe de la madre, homocigota,

y presunto padre carente de ese gen.
Madrei-i

Hijoi-q
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Presunto padre®

n

Prob, =4 a P’P,A, A,=(1- P - Zél P.P,)
stq

Qo
1l
iy

==
Nollad

3. Hijo heterocigoto con un gen que no recibe de la madre y presunto

padre carente de ese gen.
Madrei-j
Hijoi-q0j-q
Presunto padre distinto® g

Prob,=4 4 42PPPA, =48 4&PPP, (!0
| ] q

i=1 j=1 g=1

4. Madre e hijo son heterocigotos iguales y el presunto padre carece de

ambos genes.
Madrei-j
Hijo i-j
Presunto padre?® i, 1 j

Prob, =& & [2P.PY2P +2PP Y2P]A, (i)

=1 =1

A, =(1-P-P}- ZélPiPs- ZélPlPs)

sti stj
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La probabilidad de exclusién total, al tratarse de sucesos disjuntos sera:
P, = Prob, + Prob, + Prob, + Prob,

Mediante la utilizacion de programas informéticos este caculo se ha
visto facilitado y siendo n el nimero de alelosy p, las frecuencias génicas

respectivas, laférmula parala probabilidad de exclusion es:

n n-1 n

P.=ap(-p)’@-p +p)+a appp +p,)1- p -p)’

i=1 i=1 j=i+l

La probabilidad de exclusién “a priori” es funcion directa del
polimorfismo de un sistema. Asi, cuanto mas polimorfico seaun sistema y
cuanto mas equilibradas estén las frecuencias de sus alel os, tanto mayor sera
su probabilidad de exclusién “apriori” y, por tanto, su eficacia en la

investigacion de la paternidad.

3) Probabilidad de exclusion acumulada

Es un valor que se suele utilizar para determinar la eficacia que “a
priori” posee un laboratorio para la exclusién de la paternidad. Es la
probabilidad favorable de que con el uso de unos sistemas determinados
puedan excluirse los falsos padres. Se suele expresar en porcentage y
cuantifica los posibles errores que podria cometer € laboratorio por no

excluir personas que no son el padre.
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Esta probabilidad de exclusion “a priori” para un conjunto de sistemas

viene dada por la expresion:

P, acumulada=1-(1-P) (1-P)...(1-P)

siendo P,, P,,...P, las probabilidades de exclusién individual es de cada uno de

|os sistemas.

En nuestro pais, siguiendo las recomendaciones de la Sociedad
Internacional de Hemogenética Forense, se considera que un laboratorio esta
capacitado para realizar pruebas de paternidad cuando alcanza a menos

99,9% de probabilidad de exclusién “apriori”.

4) Exclusién de la paternidad

Laexclusion de la paternidad sigue | as reglas de la herencia mendeliana.

L as reglas fundamental es de exclusion son:

Primera regla: Puesto que se trata de caracteres mendelianos simples, es
evidente que un nifio no puede poseer un caracter que no posea su padre o su

madre.

Segundaregla: Un individuo homocigoto para un gen dado no puede
engendrar ni puede haber sido engendrado por un individuo homocigoto para

otro gen diferente del mismo locus. Esta regla tiene rarisimas excepciones.
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Terceraregla: Exige el estudio del arbol geneal 6gico de los implicados,
afin de establecer las formas en que aparecen las ligazones genéticas, por

tanto, la transmision de las mismas.

Cuando en €l laboratorio se estudian los distintos marcadores que van a
formar parte de la prueba de paternidad, puede ocurrir que se encuentre una

exclusién en uno o varios marcadores 0 que ésta no se presente.

En el primer supuesto debe indicarse que no todas las exclusiones poseen

el mismo valor. Clasicamente se han considerado dos tipos de exclusiones™:

Las de primer orden, directas, basadas en la primera regla de
Landsteiner. En esta exclusion no existe posibilidad de error debido a la
existencia de alelos silentes 0 que se comporten como tales. Entre los gjemplos
mas sencillos podemos citar el hijo que posee algun alelo nuevo no presente
en ninguno de los padres o cuando el padre es heterocigoto y el hijo no posee

ninguno de sus alelos.

Las de segundo orden, indirectas, basadas en la segunda regla de
L andsteiner, es aquella en la que existe riesgo de error por alelos silentes. El
caso mas sencillo es aquel en que el padrey el hijo son homocigotos para

aelos distintos.

® CARRACEDO, A., HUGUET, E., BARROS, F., “ Parametros estadisticos en la investigacion
biolégica de la paternidad. Exclusion y prueba positiva de paternidad”. En: HUGUET
RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la
investigacion bioldgica de la paternidad, pag. 178.
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Los aelos silentes existen en mayor o menor grado para todos los
polimorfismos genéticos dependiendo del sistema y de la poblacion que se

considere.

En agunos casos no son alelos silentes propiamente dichos los que
inducen a error en la exclusion de segundo orden, sino alelos raros no

detectados como €l caso del alelo M, en €l sistema MNSs,

Actualmente en Espaiia, |as exclusiones aisladas de segundo orden (por
un solo marcador) no se consideran como una situacion de exclusion en un
caso de investigacion biologica de la paternidad y cuando se trata de
exclusiones aisladas de primer orden o de solo dos exclusiones de segundo
orden, es obligado calcular la probabilidad de paternidad sin tener en cuenta
los marcadores que han dado lugar ala exclusion para, con todo ello, adoptar
una decision global. Cuando € nimero de exclusiones sea mayor que las

indicadas, la exclusion se debe considerar probada.

La probabilidad de exclusién de paternidad “a priori” de los distintos
tipos de marcadores genético-moleculares en poblaciones espafolas,

clasificados de laforma més racional posible, se expone en lastablas 4 a 7"

6 Op. cit., pags. 178-179.

Y HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., “Investigacion de |a paternidad”. En:
GISBERT CALABUIG, J. A., Medicina Legal y Toxicologia, pags. 1037-1038.
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Locus Alelos descritos Probabilidad de exclusion
A 23 76,09
B 47 88,54
C 8 47,88

Tota 98,62

Tabla 5. Marcador es plasmaticos proteicosy enzimaticos

Sistema Locus Probabilidad de exclusion
Inmunoglobulinas Gm 34,6
Alfa-1-antitripsina Pi 32,0

Proteinas Gc Gc 29,0
Factor X1 FXI11B 23,0
Orosomucoide ORM 18,7
Haptoglobinas Hp 18,5
Alfa-2-HS-glicoproteina AHS 18,0
Transferrina Tf 17,9
Complemento C6 17,0
Complemento C4 16,8
Inmunoglobulinas Km 14,9
Complemento C3 14,8
Plasmindgeno PLG 13,5
Properdinafactor B Bf 13,3
Colinesterasa C5 4,4
Amilasasérica AMY, 2,8
Colinesterasa E, 2,6
Total 96,2




Tabla 6. Marcadores enzimaticos eritrocitariosy leucocitarios

Sistema Locus Probabilidad de exclusiéon

Enzimas eritrocitarias

Fosfoglucomutasa PGM, 32,0
Fosfatasa &cida AcP 24,0
Transaminasa glutamico-pirivica GPT 18,8
Glioxaasa GLO 18,8
EsterasaD EsD 10,9
Delta-aminolevulinato-dehidrasa ALADH 7,0
Fosfoglicolato-fosfatasa PGP 6,9
Galactosa-1-fosfato-uridil- GALT 6,8
transferasa
Adenosin-desaminasa ADA 4,5
Uridin-monofosfoquinasa UMPK 4,2
Adenilatoquinasa AK 3,6
6-Fosfogluconato-deshidrogenasa PGD 2,1
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa Gd 1,0
Enzimas leucocitarias
Enzimamdica ME, 18,2
Fosfoglucomutasa PGM, 17,1

Total 89,6
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Tabla 7. Antigenos eritrocitarios

Sistema Probabilidad de exclusion
MNSs 32,0
Rh 27,8
ABO 20,0
Kidd 18,5
Duffy 18,4
Kell 6,2
Lutheran 38
P 2,9
Totd 77,1

La combinacion de todos | os sistemas expuestos en las tablas anteriores
proporciona una probabilidad global de exclusion “a priori” de 99,99964%.
Quiere esto decir, que de cada diez millones de individuos que son falsamente

acusados de paternidad solo 36 no serian excluidos.

Si la probabilidad de exclusién para los sistemas aplicados es elevada 'y
no se ha podido excluir a individuo estamos ante e segundo objetivo

indicado, es decir probar su paternidad.

2.3.2. PROBABILIDAD DE LA PATERNIDAD

Para la prueba positiva de paternidad se utiliza el calculo del indice de
paternidad, € indice de paternidad acumulado y la probabilidad de

paternidad, que se basan en el Teorema de Bayes. Laformade realizar estos
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calculos se detalla ampliamente en el capitulo de material y métodos.
Parala aplicacion del Teorema de Bayes es indispensable conocer:
1. Los tipos de trio madre-hijo-presunto padre.
2. Las leyes genéticas de los sistemas aplicados.

3. Las frecuencias de los distintos alel os de | os sistemas aplicados en la

poblacién de procedencia del trio objeto de estudio.

Por tanto, para poder realizar |la prueba de paternidad es necesario
disponer de un estudio poblacional previo de las frecuencias de los
marcadores estudiados, y éste ha sido precisamente el objetivo del presente

trabajo.

En la préctica pericial se utilizan los Predicados Verbales de Hummel
(tabla 8), que no son méas que la expresién gramatical resultante de los
caculos matematicos de la probabilidad de paternidad (W) y €l indice

paternidad (1P) alcanzados en la prueba®®.

¥ CARRACEDO, A. HUGUET, E., BARROS, F., “Parametros estadisticos en la investigacion
biol6gica de la paternidad. Exclusion y prueba positiva de paternidad”. En: HUGUET
RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la
investigacion bioldgica de la paternidad, pag. 184.
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Tabla 8. Predicados Verbales de Hummel

W(%) Probabilidad

3 99,73 Practicamente probada

3 99,00...< 99,73 Extremadamente probable

3 95,00...< 99,00 Muy probable

3 90,00...< 95,00 Probable

> 50,00...< 90,00 Paternidad mas probable que no paternidad
£ 50,00... No paternidad més probable que paternidad

Eficiencia bioestadistica

Es un parametro que indica la eficacia media real de un marcador en la
prueba positiva de paternidad. De forma semejante a |0 que sucede con la
probabilidad de exclusion “apriori”, la eficiencia bioestadistica de todos los
sistemas empleados valora, en este caso, la potencia en la afirmacién que

posee un laboratorio determinado.

Para calcular el valor de eficiencia bioestadistica, tanto para un sistema
como la acumulada de varios sistemas, €S preciso recurrir a programas

informaticos.

Tanto la probabilidad de exclusién “a priori” como la eficacia
bioestadistica de un sistema individual o de un conjunto de marcadores, son
valores gue dependen del polimorfismo del sistema, y son Utiles para evaluar
su validez “apriori” en lainvestigacion bioldgica de la paternidad, pero en un

caso concreto no presuponen e resultado.



3. DELIMITACION DE LA COMARCA DE LAS ARRIBES
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3.1. LA PROVINCIA DE SALAMANCA

3.1.1. ORIGEN Y GEOGRAFIA DE SALAMANCA

El nombre de Salamanca tiene un origen indoeuropeo precéltico®™. Se
encuentra citada, por primeravez, con el nombre de Elméntica, en Polibio,
libro 111%°, debiendo su origen al dios Helman, deidad que debia tutelar a sus

primeros habitantes™.

La Provincia de Salamanca esta ubicada en la Submeseta Norte, a
Suroeste de lamisma (fig. 2), forma un caprichoso rectangulo, parece un
continente en miniatura®. Es una de las nueve que integran la Comunidad
Auténoma de Castilla y Ledn, ocupa € espacio suroccidental de dicha
Comunidad, por lo que posee una amplia zona fronteriza con Portugal, siendo
también extensos los limites con Caceres, Zamora y Avila y, en menor

extension, con Valladolid.

* BARRIOS GARCIA, A., “Historial”. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 60.
% VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pég. 18.

Op. cit., pag. 17.

#? SENA, E., “Prélogo”. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 8.
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Salamanca

r>0CHAITI0O®

OFad

Fig. 2. Localizacién de la Provincia de Salamanca

Tiene una superficie de 12.336 km2, equivalente a 2,44 por 100 del

total nacional y al 13,2 por 100 de Castillay Ledn®.

Presenta una amplia variedad geografica. Hay tierras por encima de los
2000 metros, con neveros, y estédn las Unicas tierras que, en la region, se

hallan a menos de 200 metros de altitud®.

# GARCIA ZARZA, E., “Geografia’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 33.
# Op. cit., pag. 9.
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L os gedgrafos y 1os gedlogos han establecido cuatro zonas diferentes en
la Provincia de Salamanca (fig. 3): la llanura terciaria de La Armuia y
Pefiaranda de Bracamonte, la penillanura paleozoica o Campo Charro, la
zona de La Ribera del Duero caracterizada morfologicamente por las
<<arribes>> y La Sierra, que engloba toda la orla meridional de la

Provincia®™.

Las Ilanuras nororientales constituyen un conjunto de planicies fértiles,
eminentemente agricolas, con las comarcas de La Armufia, Las Villas, Tierra

de Cantalapiedra o Las Guarefias y las Tierras de Pefiaranda de Bracamonte.

La penillanura constituye una sucesién de campos ondulados, con una
altitud media de 700-800 metros, dedicados preferentemente a la ganaderia,
hay montes de encinas, robles y quejigos. Es la zona de las dehesas
caracteristicas de las tierras centrales que forman e Campo Charro.
Alrededor del 77 por 100 de la Provincia de Salamanca pertenece a esta
unidad morfoldgica®™. Abarca las comarcas de Tierra de Alba, Salvatierra,
Campo de Sdamanca, Tierra de Ledesma, Tierra de Vitigudino, El

Abadengo, Los Campos de Argafian y Azaba, EI Campo de Camaces y El

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 13-14.

*® GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espaiia,
tomo 8, pag. 61.
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Campo de Y eltes™.

. Planicies fértiles
Ledesma

Salamanca
-

Alba de Tormes

Fig. 3. Localizacion de Las Arribes en la Provincia de Salamanca

La zona de La Ribera que se localiza en e borde occidental de la
penillanura salmantina, constituye una unidad. Se caracteriza por ser una zona

erosionada, cortada por lared fluvial que se encaja, pero a 300-400 metros

? LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 127.
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por debajo de la penillanura, formando la comarca de Las Arribes,

La Sierra esta situada en la zona meridional de la Provincia. Abarcalas
comarcas de Sierra de Béjar, Sierra de Francia, Sierra de Gata o Campo de

Agadonesy El Rebollar®.

En lineas generales, si se prescinde dela Sierra y de Las Arribes, la
Provincia puede dividirse en dos grandes unidades geograficas, separadas mas
0 menos por el curso del Tormes. Al nortey al este planicies eminentemente
agricolas, al sury a oeste campos ondulados dedicados a |a ganaderia.
Dicha dualidad ha condicionado desde siempre la historia, la vida, la
explotacion de latierra, la economia e incluso el asentamiento en el territorio

provincial de distintos pueblos'y tribus®.

% GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia,
tomo 8, pag. 61.

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 127.

Op. cit., pag. 14.
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3.1.2. HISTORIA DE LA PROVINCIA DE SALAMANCA

L os primeros pobladores de Salamanca |legaron del Norte, quizas en €l
ano 700 a.c., durante la primera oleada migratoria de puebl os indoeuropeos

precélticos™ o cuando la postrerainmigracion céltica™.

La primera tribu que se asenté en la Provincia de Salamanca fue la
vettona, de naturaleza celta o precélticaindoeuropea. Posteriormente llegod la
tribu vaccea de naturaleza celtibérica®. L os vettones era un pueblo ganadero,
siendo el toro granitico una expresion tipica de la cultura vettona, mientras

gue los vacceos eran agricultores.

En el momento de lallegada ala Meseta de |os cartagineses, afio 221
a.c.*y delos romanos, afio 218 a.c.®®, los vacceos se hallaban en un momento
de franca expansion territorial a costa de sus vecinos, entre ellos los
vettones®. A lallegada a Salamanca de Anibal, primero, y de los romanos
después, a nortey a este del Tormes se hallaban establecidos los vacceosy al

otro lado del rio, incluyendo quizas la orilla derecha del curso ato del

% BARRIOS GARCIA, A, “Historial”. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 60.
¥ VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pag. 9.

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas historicasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 17.

¥ SALVAT, J. (ed.), Historia de Espafia, tomo 1, pag. 140.
* Op. cit., tomo 1, pag. 140.

*® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 17.
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Tormesy lastierras vecinas del Barco y de Piedrahita, vivian los vettones.

La capital, Salamanca, se halaba en la zona de contacto de ambos
pueblos, vacceos y vettones, y constituia un importante mercado,
evolucionando, através de los tiempos, hasta el actual mercado de productos

agropecuarios®.

En la épocaromana, la actual Provincia de Salamanca pertenecia a la
circunscripcion administrativa de la Vettonia que se englobaba en la
L usitania®. Estaba repartida en tres circunscripciones que se van a perpetuar
con el tiempo: la Tierra de Salamanca (Salamanca), la Tierra de Ledesma

(Bletisama) y la Tierrade Ciudad Rodrigo (Mirdbriga o Augustobriga)®.

L as diocesis salmantinas se crearon en la época del Bajo Imperio, aunque
los primeros datos fehacientes proceden de la época visigética. La didcesis de
Ciudad Rodrigo tenia unos limites muy semejantes a los actuales, mientras
gue la diécesis de Salamanca quizas, dentro de su semejanza con |os actuales,

alcanzaran hasta més alla de Medina del Campo™.

La conquista de Salamanca por |os arabes data del afio 712*.

37

Op. cit.,, pag. 17.
% GARCIA ZARZA, E., “Pueblosy Paisajes’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pég. 26.
* VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pag. 24.

“ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 18.

Op. cit., pag. 18.
“ VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pag. 44.

41
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En los reinados de los reyes leoneses, Alfonso | y Ordofio |, la ciudad de
Salamanca fue destruida. Sus tierras se convirtieron en un deserto
estratégico, en unatierrade nadie, y eran un foso insalvable que protegia

tanto a musulmanes como a cristianos®.

Su reconstruccion se debe al rey Alfonso VI, al confirmar, el dia 26 de
Diciembre del aifo 1107, los privilegios alaiglesia sailmantina por su hija

dofia Urracay su yerno don Raimundo de Borgofia®.

En el afio 1230, como resultado de la actividad repobladora, juridicay
administrativade los siglos X1 y X1l y el primer tercio del siglo Xl111, en la
que seria después Provincia de Sadamanca aparecen las siguientes
circunscripciones administrativas: concejos con sus afoces respectivos, de
Alba, Salamanca, Salvatierra, Ledesma, Ciudad Rodrigo, Monleén y Miranda
(en el Reino de Ledn), y lavillade Béjar, con su territorio y cabildo, y con

su Fuero, perteneciente al alfoz de Avila, por lo tanto, al Reino de Castilla®.

La compartimentacion administrativa de los afoces y concejos
medieval es estaban relacionadas con las caracteristicas de la repoblacion y del
reparto de las tierras de cada alfoz o de cada concgo, pero debieron

cristalizar lentamente a lo largo de los primeros siglos posteriores a la

“ MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 48.
“ VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pag. 47.

“ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 30.
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reconquistay la colonizacion®.

En el afio 1218, con la creacion del Estudio General, sera cuando se
inicie la actividad de mayor trascendencia e influencia, en la vida de

Salamanca, la universitaria®.

En el afio 1770, con la estructuracion administrativa de los Borbones, la
Provincia de Salamanca se dividia en los corregimientos de Salamanca y
Ciudad Rodrigo. El corregimiento de Salamanca comprendia los siguientes
partidos: Ledesma, Béar, Miranda del Castafiar, Montemayor, Salvatierra de
Tormes, Alba de Tormesy Salamanca. El corregimiento de Ciudad Rodrigo
constaba de los cinco Campos tradicionales y del Sexmo de la ciudad y su

Socampana (fig. 4)*.

El territorio de la actual provincia de Salamanca, como el de todas las

provincias, surgi6 de ladivision provincial realizada en el afio 1833%.

46

Op. cit., pag. 31.

“ GARCIA GARCIA, A., “Los dificilesinicios’. En: FERNANDEZ, ALVAREZ, M. (ed.), La
Universidad de Salamanca, tomo |, pag.16, GARCIA ZARZA, “Pueblosy Paisajes’. En:
AGERO, J. (ed.), Salamanca, pags. 26-30.

“ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 42-43.

“ GARCIA ZARZA, E., “Geografia’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 33.
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3.1.3. LA REPOBLACION DE LA PROVINCIA DE SALAMANCA

En la Alta Edad Media, un conjunto heterogéneo de causas (luchas
civiles, despoblaciones, hambre, etc.) provocaron la destruccion y el
abandono de muchos nucleos habitados del valle del Duero. Salamanca quedd
reducido a un estado lastimoso después de este periodo medieval, que hizo

necesaria su repoblacion®.

Durante la Reconquistay con anterioridad al afo 939, los territorios de
Salamanca eran, como ya hemos expuesto, una “tierra de nadie”, es decir, un
desierto estratégico, un foso insalvable que protegia tanto a los musulmanes
como a los cristianos. No habia pobladores estables. Sélo habia habitantes
sueltos, errabundos, aislados, quizas enemigos entre si, vidas individuales en
algunos casos, quizas familiares, pero con el rasgo comun de ser inestables.
Es decir, era un refugio para aquellos que por cualquier circunstancia
encontraban dificultades para vivir en aguna de las dos sociedades
circundantes, al sur los érabesy al norte los cristianos. La existencia de esta
“tierrade nadie” esta confirmada por Sanchez Albornoz, Hernandez Pacheco
y Menéndez Pidal. Este ultimo sita en un mapa a la actual provincia de

Salamanca como tierras desplobladas (fig. 5)°.

% GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 11.
' MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 48.
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Fig. 5. Mapa politico de Hispania en el siglo XI. Segun él de Espafia en
1065 por R. Menéndez Pidal

Durante los reinados de Alfonso I, Ordofio | y Alfonso Il hubo
incursiones en las tierras salmantinas pero nunca fueron repobladas™. Su
interés eratrasladar la poblacién cristiana hacia el norte. Alfonso | (739-757)
realizo los primeros trasvases de poblacion, encontrandose Salamanca entre
las ciudades que fueron objeto de esta politicareal. Mas tarde, Ordofio |

(850-866), continué la misma linea de accién retornando a territorio
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salmantino, donde |os arabes habian vuelto a ocupar la ciudad. El rey, en una
de sus expediciones, se apoderé de Coriay de Salamanca, en donde mat6 a

parte de sus habitantes y deporto e hizo cautivos a otros™,

Ramiro 11 (931-950) fue el primer rey cristiano de la Reconquista que
inicié una repoblacion estratégicamente pensaday distribuida en la cuenca del
rio Tormes. Su labor fue tan meritoria que Menéndez Pidal no duda en

llamarlo “ el repoblador del Tormes™.

Dos meses después de la victoria de Simancas (afio 939), Ramiro 1l
dirigi6 su atencién hacia varios lugares desiertos. Salamanca, Ledesma, Ribas,
Los Barios, Alhandigay Pefiausende. Se constituyeron nicleos de poblacién en
la orilla derecha del rio Tormes, desde Carpio hasta Ledesma®. Los
pobladores que se establecieron eran de origen leonés. Esta repoblacion debid
ser poco importante y no estaba destinada a ser definitiva. Su destruccion se
debi6 a dos causas, la decadencia del reino leonés por lalucha sucesoriay las

incursiones guerreras de Almanzor, quien conquistd Salamanca y Alba de

% LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
23.

* NOGALESDELICADO, D., Historia de Ciudad Rodrigo, pag. 40, GONZALEZ GARCIA, M.,
Salamanca: Larepoblaciony la ciudad en la baja Edad Media, pag. 11.

* GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 11.

* LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A, Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
23.
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Tormes en el afio 986%.

L os asentamientos realizados por Ramiro |1, a pesar de las destrucciones
de Almanzor, serian la base para la repoblaciéon definitiva de la region y
nicleos de cristalizacion de futuras comarcas de caracter politico-

administrativo™’.

La definitiva conquista de toda la region salmantina tuvo lugar por el rey
Fernando | en 1055, Su repoblacion se llevd acabo en el reinado de Alfonso
VI, pero se trata de una responsabilidad y direccion Ultimas, pues se
conservan documentos que testifican, sin lugar a dudas, que € autor
inmediato de la repoblacion de Salamanca fue don Raimundo de Borgofia®, y
gue lareedificacion y repoblacion de Civitas Augusta (Ciudad Rodrigo) se
llevé a cabo por el conde don Rodrigo Gonzdlez Girén de quien tomd su

nombre actual .

® GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
pags. 11y 12, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de
La Ribera, pag. 23.

¥ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 21.

% LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
24,

% GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
péag. 15.
® NOGALESDELICADO, D., Historia de Ciudad Rodrigo, pag. 41.
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En los dltimos afos del siglo X1, el rey Alfonso VI encomienda a su
yerno el conde don Raimundo de Borgofia la repoblacion de Segovia, Avilay
Salamanca y €l territorio de sus obispados respectivos. La repoblacion de
Salamanca debio de comenzar enseguida, y efectuarse muy rapidamente al
principio, pues a partir de 1102 don Raimundo de Borgoia y su mujer la
infanta dofla Urraca conceden privilegios de todo tipo y se dirigen a
Salamanca junto con unos grupos de pobladores que buscaban nuevas tierras
donde establecerse y, en 1103, ya hay alguna nueva iglesia funcionando®. El
rey Alfonso VII, hijo de don Raimundo de Borgofiay de dofia Urraca, a
confirmar a obispo de Salamanca, don Munio, los privilegios que habian sido
concedidos por sus padres, hace constar que la dotacion de la iglesia

salmantina tuvo lugar en dia 22 de junio de 1102%,

Al mismo tiempo que la repoblacion de Salamanca se intenta la
repoblacién de otros puntos fuertes situados en la linea del Tormes, de la
misma manera que habia hecho Ramiro |1, siglo y medio antes; estos puntos

eran, entre otros, Ledesma, Ribasy Alba (fig. 6)%.

Esta repoblacion, en cuanto a Salamanca y su alfoz se refiere, estad

perfectamente documentada en e Fuero de Salamanca donde estan

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 21, GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblaciény
la ciudad en |a baja Edad Media, pags. 15-16.

% GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 15.
® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.

24, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 21.
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consignadas las “naciones’ repobladoras®. Otros grupos menores son

conocidos a través de la documentacién de los archivos®,

En principio, los repobladores constituyen un elemento heterogéneo por
su origen territorial, ya que provenian de los diversos reinos cristianos
peninsulares y extrapeninsulares, y también por los motivos que los movian a
acogerse a las franquicias de la nueva ciudad: aventuras en territorio
fronterizo, huida de la justicia, etc., predominando, sin duda alguna, la

blsqueda de tierra®.

Tanto en el Fuero de Salamanca como en una escritura de 22 de mayo de
1246, siempre se citan siete naciones repobladoras™. Estas naciones o linajes,
en la repoblacion de Salamancay de su alfoz, se hallan traducidos a sexmos,
con lo cual éstos representan la naturas de los repobladores y nunca a las
divisiones territoriales, quizas como supervivencia de las costumbres
germanicas, usuales en el derecho leonés®. La division de su alfoz se hizo en
sexmos. Asi, pues, los repobladores de Salamanca fueron los francos o
franceses, los sarranos o serranos, los castellanos, los bregancianos, los
portogaleses, lostoresesy los mozarabes. Es de destacar que € Fuero de

Salamanca no nombra alos gallegos®.

Fuero de Salamanca, 120 pégs.

% GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 16.

Op. cit., pag. 16.
* VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo I, pag. 71.

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 31-32.

® VILLAR Y MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pégs. 66-68, GONZALEZ
GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en |a baja Edad Media, pag. 17.

66
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Fig. 6. Los Concejos de la Provincia de Salamanca en el siglo X1
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Con respecto a los gallegos, que probablemente fue e grupo que
intervino en mas proporcién en la repoblacion de la comarca, como se ve hoy
por la frecuencia del nombre de “galegos’ en la toponimia y en los
patronimicos, serian parte integrante de los bregancianos y portogal eses del
norte que en aquella época se empezaban a conocer como “galleci o
gallizianos’ y que en el Fuero deben separarse de los llamados “gallici” que

corresponderian alos francos™.

La repoblaciéon de Ciudad Rodrigo y su afoz se llevd a cabo
fundamentalmente, por leoneses™, pero también aparece e nombre de

“gallegos’ en latoponimiay en los patronimicos.

En el campo solo latoponimiay los patronimicos ayudan a rastrear el
origen de los repobladores y, con ello, lainformacidn es importante respecto

alapresenciade “gallegos’ y escasa respecto al resto de los repobladores’.

Con el nombre de francos se designaba en la Espaiia cristiana occidental,
durante la Alta Edad Media, a los extranjeros europeos, comprendiendo a
catalanes y guipuzcoanos. En las ciudades, con e nombre de francos, se

designaba a | os vecinos de origen francés que vivian en un barrio o en una

© L LORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre € habla de La Ribera,
pég. 24.

"™ NOGALESDELICADOQ, D., Historia de Ciudad Rodrigo, pag. 49.

? GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: la repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 16, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La
Ribera, pag. 26.
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calle. Estos serian protegidos por los dos persongjes més relevantes de la

repoblacién salmantina del siglo XII: el conde don Raimundo de Borgofiay

don Jerénimo, ambos ultrapirenaicos”™. A partir del siglo X11 el grupo franco

salmantino se fue diluyendo entre el resto de la poblacion™.

Con el nombre de serranos se designaba a | os repobladores |legados de

las montafias de Asturias y de Ledn™ o a los repobladores llegados de la

Comarca de las Cinco Villas, que pueden ser, con mas probabilidad, alguna de

las dos comarcas de Navarra gque llevan dicho nombre “Cinco Villas del

Bidasoa’ y “Cinco Villas del Valle de Gofi” sin llegar a descartar la comarca

de las “Cinco Villas de Aragon” ®. En principio, no deben considerarse como

indigenas de las Sierras de Franciay Béjar. El territorio de los serranos no

necesitd repoblacion posterior alguna’.

Con el nombre de castellanos se designaba a | os repobladores del antiguo

condado de Castilla®. La llegada de castellanos debié ser anterior a la

separacion de Castillay Ledn en el afio 1157. Cuando ambos reinos vuelvan a
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LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
24, GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: la repoblacion y la ciudad en la baja Edad
Media, pag. 21.

GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: |la repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
péag. 22.

VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pags. 66-68, GONZALEZ GARCIA,
M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media, pag. 17.

GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
pags. 19-20.

Op. cit., pag. 20.

VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pags. 66-68, GONZALEZ GARCIA,
M., Salamanca: La repablacién y la ciudad en la baja Edad Media, pag. 17.
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unirse en la persona de Fernando 11, ya habratenido lugar en Salamanca la
repoblacion llevada a cabo por Alfonso 1X, y ademas la atencién de Castilla
estard concentrada en Andalucia. Estas circunstancias hacen improbable la
llegada de apreciables contingentes de pobladores castellanos a la ciudad
después de 1157. Su territorio, en tiempos de Alfonso | X, fue entregado ala

clerecia salmantinay ala Orden de Alcantara para su repoblacion”.

Con e nombre de bregancianos se designaba a los repobladores

procedentes de Braganza®.

Con & nombre de portogaleses se designaba a los repobladores
procedentes de Portugal que eran distinguidos entre si a causa de la mayor o
menor proximidad geografica a la ciudad salmantina. La corriente
inmigratoria de los portogaleses qued6 cortada casi totalmente desde el

momento en que Portugal fue independiente™.

Con el nombre de toreses se designaba a |os repobladores toresanos del
antiguo sefiorio de la infanta dofia Elvira®. Es probable que con dicho
nombre no solo se englobara a las personas procedentes de la ciudad de Toro

sino también algunas otras originarias de las tierras leonesas y zamoranas.

® GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
pég 20.

Op. cit., pag. 22.
Op. cit., pags. 22y 23.

% VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pags. 66-68, GONZALEZ GARCIA,
M., Salamanca: La repablacién y la ciudad en |a baja Edad Media, pag. 17.

81
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Parte del territorio de |os toreses precisd una nueva repoblacion®,

Con el nombre de mozéarabes se designaba a |os pobladores ya existentes
en Salamanca®. De todos los linajes que intervinieron en la repoblacion, es el
de origen mas impreciso, por no saberse si eran los mozarabes salmantinos
gue encontré Fernando | a reconquistar la ciudad, o si procedian de los
mozarabes andaluces, de los que en tan gran nimero se sirvieron los Reyes
leoneses para la repoblacion de Tierra de Campos y orillas del Duero®.
Fueron incorporados, como grupo social, alaciudad y al reino en virtud de
unaconquista y no por decision propia, conservando sus propiedades, sus

viviendas, etc. Su evolucion fue la emigracion hacia zonas més seguras™.

Hubo otros repobladores, los judios y los @rabes. Los judios no pueden
considerarse repobladores pero s puede considerarse como moradores de
Salamanca, coexistirian ya con los mozérabes. EI Fuero manda gue tengan
por sefior al Rey y que el concejo de Salamanca |os ampare con derecho®.

Mantuvieron su extranjerismo racial permaneciendo inasimilables. Vivian en

¥ GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacién y la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 21.

¥ VILLARY MACIAS, M. Historia de Salamanca, tomo |, pégs. 66-68.

® LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pag.
25.

% GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblacion y la ciudad en la baja Edad Media,
pags. 23-25.

¥ VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pags. 72-73.
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lajuderia®.

Los arabes tuvieron una situaciéon diversa segun se tratase de moros

libres o de moros sujetos a servidumbre®,

La Tierra de Alba fue repoblada, predominantemente, por gentes

procedentes de Navarra, Aragon y La Rioja. Su alfoz se dividié en cuartos®.

LaTierrade Béjar fue repoblada por castellanos procedentes del concejo
de Avila, debido ala separacion de los Reinos de Castillay Ledn después de
Alfonso V1. Esta es |a causa de |a diferente repoblacién efectuada entre la

Sierrade Béjar y la Sierra de Francia™.

LaTierra de Ciudad Rodrigo fue repoblada en el afio 1161 con gentes
procedentes de Zamora, Ledn y Salamanca. Los limites de su alfoz y didcesis
debieron establecerse coincidiendo exactamente con los limites del antiguo

municipio de Mirébriga o Augustdbriga. El alfoz se dividié en campos™.

La Tierrade Ledesma fue repoblada en el afio 1161 con gente procedente de
Zamora y Benavente, seguramente en su mayoria oriundos de la vecina

comarca de Sayago. La villa de Ledesma en ese momento estaba

¥ GONZALEZ GARCIA, M., Salamanca: La repoblaciony la ciudad en la baja Edad Media,
pag. 27.

Op. cit., pag. 30.

* LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas historicas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 23.

Op. cit., pag. 23.
% Op. cit., pags. 24-25.
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completamente deshabitada™. El alfoz se dividi6 en rodas. Iniciamente
comprendia las rodas: del Campo, de Garci-Rey, de Villarino, de Miezay de
Cipérez®. El préximo parentesco geogréfico y geoecondémico de la Tierra de
L edesma histérica por una parte y Sayago, por otra, encontraria un refuerzo
en la afinidad étnica de sus habitantes. Es decir, los modos de vida, las
costumbres agricolas y ganaderas, |0s tipos de “habitat” rastico, etc., de la
Tierra de Ledesma Histérica y Sayago presentaria afinidad no s6lo como
consecuencia de unos mismos 0 muy semegantes  condicionamientos
geogréficos sino también como resultado de la misma ascendencia étnica, de
cuyo legado etnogréfico y folklérico parece comprobarse la existencia de

unos e ementos |l eoneses occidental es™.

Laactual Tierra de Ledesma es bastante mas reducida que la Tierra de
Ledesma histérica. Por una parte se ha desggjado de ella todo € rincén
occidental que paso aformar parte del partido de Vitigudino, que incluye la

comarcade Las Arribes.

* MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 177, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA,
A., Las comarcas histéricas y actuales de la Provincia de Salamanca, pégs. 23-26.

* LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, p&g. 43.

* Op. cit., pags. 26-27.
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3.1.4. LASCOMARCASDE LA PROVINCIA DE SALAMANCA

Una comarca es un espacio geografico de poca extension, cuya unidad

fisica, histérica o cultural, la distinguen dentro de una regién o de un pais.

Las comarcas de la provincia de Salamanca pueden delimitarse, segun

L lorente Maldonado™, desde la tradicion o seguin los gedgrafos.

Pueden clasificarse en dos grandes grupos: comarcas charrasy comarcas
no charras; las comarcas charras forman parte de la Charreria; las comarcas
no charras, a su vez, pertenecen atres distintas unidades: La Sierra, LaTierra
de Peflaranday las Guarefias, y La Ribera o Las Arribes. Dichas unidades son

perfectamente caracterizables desde |os puntos de vista geol 6gico y geogréfico

(figs. 7y 8).
Estas cuatro grandes unidades provinciales se articulan en:

La Charreriaincluye El Campo Charro, La Armuiiay Las Villas. A su
vez, El Campo Charro abarcalas comarcas de La Tierrade Alba, Salvatierra,
El Campo de Salamanca, La Tierrade Ledesma, La Tierrade Vitigudino, El
Abadengo, Los Campos de Argaiian y Azaba, EI Campo de Camaces y el
Campo de Yeltes. La Armuia, asu vez, se divide en Armuia Altay Armuia

Baa.

* Op. cit., pags. 49-84.
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La Sierraincluye La Sierrade Béjar, La Serrania de Francia, La Sierra

de Gata o Campo de Agadonesy El Rebollar.

Laplanicie nororiental se divide en La Tierrade Peflaranday La Tierra

de Cantalapiedra o Las Guarefias.

La Ribera o Arribes no presenta divisiones internas, constituyendo una

sola comarca”.

" Op. cit., pags. 127-128.
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3.1.5. LA POBLACION DE LA PROVINCIA DE SALAMANCA

La provincia de Saamanca en e Antiguo Régimen englobaba 1.100

nucleos de poblacion %,

En la actualidad la provincia de Salamancatiene 382 municipios y 19

entidades de ambito territorial inferior al municipio®.

En la provincia de Salamanca tuvo lugar un proceso de despoblamiento
que seinicio afinalesdel siglo XIV y principios del siglo XV'®, La causa fue
la forma de repoblacion llevada a cabo durante la Reconquista que se
desarroll6 seglin el modelo que dominaba en Galicia™. Hasta el siglo XVIII
desaparecieron 500 pequefias entidades de poblacion, no quedando restos ni

recuerdo alguno de muchas de |as mismas'®.

A partir del afio 1769 se inicié una repoblacion creandose para dirigirlas
Juntas de Repoblacién. Las personas que solicitaron habitar |os “ despoblados’,
en su mayoria, fueron habitantes de zonas vecinas. Dichas repoblaciones

tuvieron escasos éxitos y seinterrumpio afinales del siglo XVI11'%,

% RODRIGUEZ SANCHEZ, A., “Historiall”. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 80.
* Boletin Oficial dela Provincia de Salamanca, 3 de Abril de 1991, pags. 1-4.
Y GARCIA ZARZA, E., Origen histérico del latifundismo salmantino, pags. 34-37.

" GARCIA MARTIN, B., El proceso histérico de despoblamiento en la provincia de
Salamanca, pag. 14.

2 Op. cit., pag. 17.
% GARCIA ZARZA, E., Origen histérico del latifundismo salmantino, pags. 100-121.
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La provincia de Salamanca tenia una participacion en la poblacion

nacional de 1,72% en 1900, 1,46% en 1950 y 0,94% en 1986.

En el afio 1900 vivia en la capital, solamente, el 8,1% de la poblacién
provincial. En 1950 pasot al 19,5% (80.239 habitantes en la capital y 331.724
en el resto de la provincia). En 1986 paso al 45,5% (166.615 habitantes en la
capital y 200.053 en la provincia)™. En el Censo de 1 de marzo de 1991 la
provincia tenia 357.801 habitantes, distribuidos 162.888 en la capital y

194.913 en €l resto de la provincia'®.

™ GARCIA ZARZA, E., “Geografia’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 47.

'® Poblaciones de Derecho y Hecho de los Municipios Esparioles. Censo de Poblacion de 1991,
pags. 189-196.
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3.2. EL PARTIDO JUDICIAL DE VITIGUDINO: SU EVOLUCION

HISTORICA

La creacion en 1833 del partido judicial de Vitigudino di6 lugar a que
Vitigudino, ubicada en la roda ledesmina de Cipérez, se convirtiera en la
capital econdmicay administrativa de una comarca que habiendo pertenecido
al alfoz ledesmino, después al Ducado de Alburguerque, y también al partido
de Ledesma (durante el siglo XV1I1), se hallaba en una posicién excéntrica,
arrinconada contra Portugal y bastante algjada de la capital de la antigua

Tierra, es decir, de Ledesma.

Vitigudino después de la Guerra de la Independencia tenia 305 habitantes,
siendo su importancia demogréfica relativa. Aun hallandose en la roda de
Cipérez eraunavilla de realengo eximida, es decir, se gobernaba sin sujecion

alarodaala que pertenecia™®.

El actual partido judicial de Vitigudino abarcala Tierrade Vitigudino, €l
Abadengo, la parte septentrional del antiguo Campo de Camaces y Las

Arribes.

“ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 133-135.
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La Tierra de Vitigudino comprende tierras de las antiguas rodas
ledesminas de Cipérez y de Mieza; la de Mieza contenia parte de Las Arribes
y casi todala comarca que después se conoceria con el nombre de Ramagjeria;
pues bien, tanto la zona de Cipérez como |a parte no riberana de la roda de
Mieza van a constituir la actual Tierra de Vitigudino, comarca con vitalidad

en laconcienciadel pueblo™.

El Abadengo histéricamente pertenecio al Concejo de Ciudad Rodrigo y,
desde € punto de vista religioso, pertenecid y pertenece, a la didcesis de

Ciudad Rodrigo™.

Se sitla en la zona comprendida entre los cursos inferiores de los rios
Agueday Yeltesy el rio Duero. El limite meridional, que va desde el Agueda
al Yeltes, coincide exactamente con € limite entre los partidos de Ciudad

Rodrigo y Vitigudino™.

Esta comarca se puede dividir en dos partes, el alto Abadengo y el bajo
Abadengo. En este ultimo se hallan los términos de San Felices de los
Gallegos, Ahigal de los Aceiteros, Sobradillo, Hinojosa de Duero, La

Fregeneday Bermellar™®.

" Op. cit., pag. 64.

® MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 178, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA,
A., Las comarcas histéricas y actuales de la Provincia de Salamanca, pag. 61.

'“ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 61, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio
sobre el habla de La Ribera, pag. 23.

Y MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 239.
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Las Arribes, comarca autbnoma objeto de esta Tesis, corresponde a
noroeste de este partido judicial y es descrita ampliamente en & siguiente

apartado.

El territorio del partido judicia de Vitigudino, donde asientan estas
comarcas, estuvo habitado desde tiempos muy remotos. estuvieron hombres
prehistoricos, celtas, romanos y visigodos. Con lainvasion arabe y las guerras
de la Reconquista quedaron deshabitadas y convertidas en lo que se ha
llamado “tierra de nadie’. Los musulmanes en la Sierra de Gata y los
cristianos en la derecha del rio Duero y luego en el rio Tormes, hicieron
imposible, con sus algaradas y sus correrias, cualquier tipo de vida laboriosa

111
a .

y pacific

La historia actual comienza con la repoblacion iniciada por € rey
Fernando Il de Ledn (1157 a 1188). Al abrigo de la Sierra de Gata, ya
leonesa, y de lafortaleza de Ciudad Rodrigo, que defendia de los arabes 'y de
los portugueses, las tierras del alfoz de Ledesmayy las tierras del Abadengo

fueron repobladas en su totalidad™™.

L os repobladores, de todas estas comarcas, fueron asturianos, gallegos,
bregancianos y framontanos. Se ha considerado, en el &mbito de la provincia,

como unarepoblacion leonesa. Laregion del actual Portugal situada entre los

" Op. cit., pag. 23.
"2 Op. cit., pags. 18-23.



7’

rios Mifio y Duero correspondia al reino leonés, y erala parte de Galicia que

después paso ala monarquia lusitana™.

Los patronimicos recuerdan estos origenes, pues hay apellidos como
Alonso, caracteristico de las tierras del norte de Ledn, o Ferreiras, Pereiras,

Guveias, etc., de origen portugues.

En la toponimia de todas estas tierras aparecen sefias de las tierras
gallegas, cantdbricasy precantdbricas, nombres como Gallegos de Argaiian,
San Felices de los Gallegos, Zarza de Pumareda, Cabeza de Framontanos,

etc™,

También se ha comprobado, en estas comarcas, la existencia de un legado

etnogréfico y folkldrico rico en elementos |eoneses occidental es'™.

" VILLARY MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo |, pag. 71. MORENO BLANCO, M.,
La Gudina, pag. 21.

4 MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 33.

“> LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 26-27.
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3.3. LA COMARCA DE LASARRIBES

3.3.1. LASARRIBES: DENOMINACIONES

El nombre de Las Arribes es |la denominacion empleada preferentemente
por los geégrafos para nombrar ala comarca salmantina situadaal N.O. de la

provincia®.

Con ese nombre los naturales [laman a los profundos valles fluviales que

se hallan en la comarca™’.

Se ha suscitado una polémica sobre el género gramatical del apelativoy
toponimo Arribes. En concreto, de si 1o recomendabley |o correcto es decir
Los Arribes o decir Las Arribes. El profesor Antonio Llorente Maldonado ha
concluido que tanto Los Arribes como Las Arribes son construcciones licitas,

porque arribe, arribes, es un sustantivo ambiguo, pero los naturales de las

“* LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 60.

" GARCIA ZARZA, A., “La penillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Esparia,
tomo 8, pag. 73.
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comarcas donde hay arribes, hayan o no hayan estudiado, emplean siempre

118

arribe, arribes como femenino Indistintamente se la conoce como La

Ribera por su proximidad al rio o también como Las Arribes™™.

8 | LORENTE MALDONADO, A., “Tanto Los Arribes como Las Arribes son construcciones
licitas, pero...”, La Gaceta, pag. 4, Martes, 30 de Enero de 1996.

" LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 60, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios
sobre el habla de La Ribera, pag. 22.
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3.3.2. GEOGRAFIA DE LA COMARCA DE LAS ARRIBES

La comarca salmantina de Las Arribes se sitia en el N.O. provincial. En
ese punto, la penillanura salmantina se interrumpe violentamente al encajarse
en €ela los rios, con profundos tajos, con paredes verticales de hasta 400
metros y adquiere, desde €l punto de vista geografico, una morfologia
compleja en contraste con las comarcas vecinas'®. Es una franja estrechay
alargada que coincide con €l recorrido del rio Duero, el cual desciende desde
la llanura 418 metros'*. Los afluentes salmantinos experimentan algo similar.
El Tormes, después de formar varias huertas, se encajaen el zécalo a partir
de Ledesma con un desnivel del 7,3 por 100. A los rios Uces, Camaces,
Huebra y Agueda les ocurre otro tanto. Surgen valles encgjados en la

penillanura que mantiene sus rasgos en |los interfluvios de la comarca'®.

En la provincia de Salamanca constituye la orillaizquierda del Duero,
desde que éste abandona la provincia de Zamora, hasta su entrada en Portugal
por e término de La Fregeneda, formando, en toda la extensién de su

recorrido por la provincia, frontera natural y politica con e vecino

' GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia,
tomo 8, pag. 73.

' GARCIA ZARZA, E., “Geografia’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 42.

2 GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Esparia,
tomo 8, pag. 73.
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pais. Desde Villarino a La Fregeneda, los dos extremos de Las Arribes
samantinas, hay una distancia, en linea recta, de 50 kilémetros, que se

convierten en 65 kilémetros siguiendo |as sinuosidades del rio™.

Lazona S.0. de la provincia de Zamora se considera, por 1os gedgrafos,
gue forma parte de Las Arribes. El rio Duero tiene, en esa zona de la
provincia de Zamora, un recorrido de aproximadamente 44 kilémetros y

también constituye frontera natural y politica con Portugal.

La anchura de la comarca de Las Arribes se cifra en unos 6 a 8

Kildmetros,

En la provincia de Salamanca, Las Arribes, a diferencia de las restantes
unidades geograficas, no presenta divisiones internas, constituyendo una sola

comarca*®.

Para algunos autores, aungque Las Arribes, en el rigor de la palabra,
|lega hasta donde el Duero se interna en Portugal, los limites geogréficos van

desde la confluencia del rio Duero con el rio Tormes hasta la confluencia del

2 LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pags.
21-22.

¥ Op. cit., pag. 22.

' LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 127.
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rio Duero con el rio Y eltes (o Huebra), entre Saucelle e Hinojosa™®.

Las Arribes tienen un clima privilegiado consecuencia de la poca altitud
del terreno. La existencia de humedad y temperaturas templadas han dado
lugar a cultivos de naranjos, almendros, cerezos, olivos, limoneros, etc., es

decir cultivos mediterraneos que marcan diferencia con € resto de la

provincia®’.

% Op. cit., pag. 60.

“” LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
21. LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricasy actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 13.



83

3.3.3. HISTORIA DE LAS ARRIBES

La comarca de Las Arribes después de la invasion arabe se convirtio en
una “tierrade nadie”, formaba parte de |as zonas despobladas de |a submeseta
norte™®, Otras opiniones estiman que en Las Arribes, antes de la repoblacion
del conde don Raimundo de Borgofia, existian nicleos de poblacién cristianos
o musulmanes, que amparandose en |0 apartado y escabroso del terreno, se
mantuvieron solitarios en medio de la “tierra de nadie’, y a los que
posteriormente se agregaron repobladores procedentes de los condados de
Galicia y Portugal, formando asi una poblacion primitiva, a la que
encontrarian los asentados en las comarcas de Salamanca y Ledesma que, una
vez firmemente establecidos en e Tormes, avanzaban hacia el oeste para
apropiarse y repoblar los territorios dependientes de su obispado, 1o que dié
origen posteriormente a roces y conflictos con Portugal en € sur de la
provincia, donde lafrontera es una “raya seca’. Estos conflictos no se podian
dar en Las Arribes, donde el Duero ha marcado siempre una frontera natural

acatada por |os dos paises'®.

Cuando se repoblaron las tierras del alfoz de Ledesmay lastierras del

Abadengo con €llas se repobl 6 la actual comarca de Las Arribes.

¥ MORENO BLANCO, M., La Gudina, pég. 226.

' LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
25.
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3.3.4. EVOLUCION DE LA POBLACION EN LAS ARRIBES

Las Arribes, tal como se ha expuesto, tuvieron un poblamiento antiguo
gue esta confirmado por |la existencia de restos prehistoricos y restos de la

dominacion romana-.

Después de la invasiéon arabe y durante los primeros tiempos de la
Reconquista, a igual que las comarcas circundantes, fue una “tierra de nadie’,
siendo tierras deshabitadas y despobladas™', aunque, debieron haber niicleos
de poblacion cristianos y musulmanes gque, ampardndose en lo apartado y

escabroso del terreno, se mantuvieron solitarios™.

L os repobladores de Las Arribes son poco conocidos'™. En general, se

ha considerado que |os repobladores fueron |eoneses occidentales™.

L a persistencia de poblacién anterior al momento de |la Reconquista es
posible, pues de hecho se la hallan en nombres de origen ibero, como Pefia

Batueca, en el municipio de Vilvestre'™,

% GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia,
tomo 8, pag. 73.

¥ MORENO BLANCO, M., La Gudina, pag. 226.

2 LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
25.

' Op. cit., pag. 23.

¥ VILLAR Y MACIAS, M., Historia de Salamanca, tomo I, pag. 71, MORENO BLANCO, M.,
La Gudina, pag. 33.

* LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudios sobre el habla de La Ribera, pag.
26.
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La persistencia de arabes también es posible, pues existen actualmente
nombres de origen arabe como los nombres de “almofea’ en el municipio de

Perefiay en el regato denominado “mariguada’'®.

La influencia de la repoblacion gallega se encuentra reflgjada en
patronimicos como € apellido gallego, muy frecuente en la comarca, y

toponimicos como Arrogallego (Arroyo Gallego) y Monte Gudin®®'.

La influencia de la repoblacion vasca se encuentra reflgjada en
patronimicos como Mieza y en toponimicos como Mieza, Pefia Aldana y

L agucea™®.

Lainfluencia portuguesa se encuentra reflejada por la presencia en el
habla de rasgos afines, rasgos que no pueden considerarse como
portuguesismos de importacion. Se deben a que hubo una época en que las
hablas de las dos orillas del Duero se asemejaban bastante, ya por ser la
primitiva poblacion o repoblacion de estos territorios muy anterior al
nacimiento de Portugal, y, por lo tanto, de una época en la que el gallego-
portugeés no se habia destacado con personalidad del romance hablado en todo
el occidente de la Peninsula, ya por provenir lamayoria de los repobladores

de los Condados de Galiciay Portugal **°.

¥ Op. cit., pag. 26.
¥ Op. cit., pag. 26.
* Op. cit., pags. 26 y 27.
0 Op. cit., pag. 25.



86

Una vez repobladas definitivamente Las Arribes, siguieron, dentro de la
Corona de Leodn, una vida pacifica, sin intervenir en los conflictos con
Castilla, a causa de su excentricidad, y sin ser molestada tampoco por los
portugueses, defendidas como estan por el formidable obstaculo natural del

rio Duero™®,

Las Arribesyaen el siglo XVI tenian una densidad de poblacion més alta
gue la penillanura, diferencia que se mantuvo en los siglos siguientes. En
1587 tenian unos 17.200 habitantes y s6lo unos 300 habitantes mas dos siglos
después. Seinicia entonces un periodo en € que se pueden sefidlar cuatro
etapas: |la primera hasta 1887 con aumento de habitantes, a causa del auge del
vifiedo. La decadencia de éste provocara una fuerte emigracion a Cuba y
Argentina hasta 1930; se pierde en este periodo un 21% de la poblacién
respecto a 1887. La tercera etapa, hasta 1960, se caracteriza por una
emigracion escasa. De 1960 a 1970 la emigracion se acelera de nuevo,
perdiendo aproximadamente otro 27% de la poblacion. A partir de 1970 las
causas de esta emigracion se han intensificado por |a abundancia de pequefios
propietarios, jornaleros y explotaciones parceladas y aterrazadas de dificil

modernizacion**.

“ Op. cit., pag. 27.

“' GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Esparia,
tomo 8, pags. 73-74.
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Hay diferencias entre las poblaciones de Las Arribes y las comarcas
vecinas, tanto en su emplazamiento, como en el aspecto de sus calles y
también en el tipo de construccién. Su causa debe buscarse en el modo de vida
de los riberanos respecto a resto de las comarcas circundantes y a la

diferencia de recursos econémicos'®.

L os nucleos de poblacion se emplazan en la zona de transicion, en el
borde de la penillanura hacia las zonas con més pendiente, donde se benefician

de las dos zonas morfocliméticas y econémicas de la comarca'®.

Las construcciones presentan rasgos peculiares. Se trata de una casa
blogue en altura con escalera exterior y un balcén sobre la puerta de entrada.
En el campo Ilaman la atencion unas casetas sencillas, de forma circular, con
falsa boveday hechas con lgjas de granito y que sirven como refugio paralos
agricultores y ganaderos. Tienen gran semeanza con las construcciones

prehistoricas gallegas, y podria ser éste su origen*.

“2 Op. cit., pag. 74.

* GARCIA ZARZA, E., “Pueblos y Paisajes’. En: AGERO, J. (ed.), Salamanca, pag. 20,
GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura saimantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia,
tomo 8, pag. 74.

“ GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia,
tomo 8, pag. 74, GARCIA ZARZA, E., “Pueblos y Paisgjes’. En: AGERO, J. (ed),
Salamanca, pag. 20.
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3.3.5. ECONOMIA DE LAS ARRIBES

La economia de Las Arribes se sustenta en la agricultura, la ganaderia,

el comercioy laindustria.

La agricultura ocupa el 56% de la superficie de Las Arribes a pesar de
las adversas condiciones fisicas y de la reduccion del terreno cultivable
disponible por la construccion de embalses. Posee rasgos derivados de la
dualidad morfoclimética. Hay cultivos cerealisticos pobres, como en la
penillanura, pero ademas cuenta con importantes cultivos de vifiedo, olivo,
almendro, toda clase de frutas (naranjas, limones, etc.) y hortalizas. Todo lo
anterior dio mayor variedad y riqueza ala comarcay permitié sostener una
densidad de poblacion mayor que la de las comarcas vecinas. Actualmente, los
cambios en los mercados, la competenciay |la mecanizacion escasay dificil ha
dado lugar a abandono de muchos cultivos por su escasa rentabilidad

facilitando la emigracion*®.

En cuanto a ganaderia, es muy abundante el ganado cabrio y el lanar,
gue aprovechan magnificamente el dificil terreno, viviendo en el invierno en

los célidos arribes, y en el verano en el Ilano oriental. El ganado caballar, asi

“* MORENO BLANCO, M., La Gudina, pdg. 222, GARCIA ZARZA, E., “La penillanura
salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Espafia, tomo 8, pag. 74, LLORENTE
MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pag. 21.
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como €l vacuno, es casi desconocido, abundando en cambio mucho |os mulos

y asnos.

El comercio en esta region siempre fue muy activo, por ser algunos de
sus productos agricolas y ganaderos muy apreciados en e resto de la

provinciay ain en las de Zamoray Valladolid".

Laindustria que habia, en la década de los afios 50, era la necesaria para
aprovechar y transportar las materias que se producian: molienda de cereal es,
de aceituna, fabricacion de vino y de aguardiente, y todo ello, en general, de

una manera rudimentaria'®®.

Las condiciones de lared fluvial a su paso por Las Arribes ha permitido
construir varios embal ses, solo productores de energia, que han constituido €l
primer complejo hidroel éctrico de Espafia. La instalacion de estos complejos
hidroel éctricos ha repercutido en la mejora de carreteras y aporte economico

a los riberanos que trabajaron directa o indirectamente en su construccion.

Hoy dia, constituye una importante fuente de ingreso los canones
energeéticos que las compariias pagan a los municipios donde se enclavan las

centrales hidroel éctricas™®.

“* _LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pag.
28.

“ Op. cit., pag. 29.
“® Op. cit., pag. 28.

“* GARCIA ZARZA, E., “Lapenillanura salmantina’. En: SALVAT, J. (ed.), Conocer Esparia,
tomo 8, pags. 74-75.
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3.3.6. CARACTERISTICAS DE LOS RIBERANOS

En Las Arribes, adiferenciadel resto de la provincia, no hay dehesas, ni
alquerias ni caserios aislados, concentrandose toda la vida en 1os pueblos. Por
la noche el campo queda desierto, pues todo el ganado regresa al recinto del
pueblo, mientras que durante el dia, hombresy animales, se desparraman por

los llanos y las arribes™.

El clima, las condiciones de vida, los alimentos, dan a lalarga caracter a
los habitantes de una regién; para Llorente Maldonado los riberanos se
parecen mucho mas a los alegres riberefios navarros y riojanos que a sus
paisanos salmantinos, son alegres, decididos, pendencieros, cantarines,

gastadores, etc.™.

En el estudio de Garcia Boiza sobre los trgjes provinciales tipicos, la
provincia de Salamanca fue dividida en seis zonas, una de estas zonas es La

Ribera cuyo traje se diferencia bastante del traje charro propiamente dicho™>.

El habla de La Ribera, para Llorente Maldonado, se presenta como una
modalidad del leonés occidental, pero modificada por otras causas que le dan

caracter especifico dentro del comun denominador diaectal: hay rasgos de

| LORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pags.
36-37.

"t Op. cit., pag. 30.

> LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 60.
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castellano antiguo, de leonés oriental, de las hablas meridional es de Espaia,
de portuguesismos, rasgos andlogos al mirandés, y, por ultimo, gran cantidad
de salmantinismos, sobre todo en cuanto a entonacion y 1éxico, que hacen que
se considere al riberano como perteneciente al leonés propio de la region
samantina. Leonés muy influenciado por € castellano y ademas con
fendmenos peculiares, que son los que le dan personaidad dentro de las

habl as occidental es™.

Las manifestaciones folkldricas son particulares, en Aldeadavila habia
“partidas’, en Villarino se divertian con la “bodina’, en Saucelle con el
opiparo “alboroque”, en Vilvestre comiendo latipica “choriza’ y en Mieza

con aparatosas “furrionas’ .

Esta forma de vida se ha modificado en los Ultimos afios, pues la pérdida
de su aislamiento, la escuela, el servicio militar, lallegada del personal de las
centrales hidroel éctricas, han dado lugar a una uniformizacion del lenguaje 'y

de las costumbres.

** LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pag.
201.

™ LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 60, LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio
sobre el habla de La Ribera, pag. 31.
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3.3.7. LOS PUEBLOS DE LAS ARRIBES

Las Arribes constituye una comarca con plena conciencia en la mente de
todos sus habitantes e incluso en la mayoria de |os habitantes de la Provincia.
Se halla citada, de forma continua, por diversos autores, como Vazquez de
Parga y Mansilla, Maluquer, Cabo, Zarza y en las encuestas enviadas y

posteriormente remitidas por los Ayuntamientos a L lorente Mal donado™.

L os pueblos que forman parte, de forma estricta, de Las Arribes, en la
Provincia de Salamanca, son: Perefia de la Ribera, Villarino, Masueco,
Aldeadavila de la Ribera, Corporario (actualmente anejo de Aldeadavilade la

Ribera), Mieza, Vilvestre y Saucelle™®.

Hay otros pueblos que se consideran riberanos y no lo son. Esto sucede
con aguellos puebl os que pertenecieron ala antigua comarca de la Ramajeria
y que han perdido conciencia de pertenecer aellay que, por encontrarse en el
extremo occidental de lamisma, en contacto directo con las Arribes, de tanta
personalidad, se consideran riberanos. Estos pueblos son Trabanca, Cerezal
de Pefiahorcada, Zarza de Pumareda, Barruecopardo, Cabeza de

Framontanos, Cabeza del Caballo y Ahigal de Villarino™’.

** LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pags. 60-87.

% Op. cit., pag. 60.

" LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Las comarcas histéricas y actuales de la
Provincia de Salamanca, pag. 93.
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Los estudios de la Consgjeria de Medio Ambiente y Ordenaciéon del
Territorio de la Junta de Cadtillay Lebn para la creaciéon de un Parque
Natural de Arribes del Duero en las provincias de Salamanca 'y Zamora,
incluye, dentro de la provincia de Salamanca, los términos municipales de
Villarino de los Aires, Perefia, Masueco, Mieza, Vilvestre, Puerto Seguro,
San Felices de los Gallegos, Ahigal de los Aceiteros, Sobradillo, La
Fregeneda, Hinojosa del Duero, Saucelle, Aldeadavila de la Ribera, La Bouza,

Cerralbo, Bermellar, Saldeana y Barruecopardo.

Como zona periférica de proteccion del parque natural incluyen los
términos municipales de ElI Milano, Villasbuenas, Encinasola de los
Comendadores, Trabanca, Lumbrales, Olmedo de Camaces, Fuenteliante,
Bogajo, La Redonda, Valderrodrigo, Cerezal de Pefiahorcada, La Zarza de

Pumareday La Pefia™®,

Este proyecto de Parque Natural de Arribes del Duero abarca, en la
Provincia de Salamanca, ademas, alas comarcas del Abadengo y la Ramajeria
(Tierrade Vitigudino), siendo, pues, una concepcion extensiva que sobrepasa

los limites de |o que histéricamente ha sido la comarca de Las Arribes.

Se ha discutido s Hinojosa de Duero y La Fregeneda, pueblos del

Abadengo, forman parte de la comarca de Las Arribes;, hoy dia, hay

% El Parque Natural de Arribes del Duero, pag. 54.



94

tendencia a considerar a Las Arribes en sentido amplio, y, por lo tanto,

deberian ser incluidos.

En e “Estudio sobre €l habla de La Ribera’ realizado por Llorente
Maldonado, en 1947, incluyé Hinojosa de Duero, matizando que por “tener
caracteristicas del habla de la Ribera, y ademas marcar la transicién hacia el
lenguaje del resto de la provincia, sobre todo € charrisimo lenguaje del
Abadengo”, y no incluyd la Fregeneda, en la que, por “su importancia como
estacion fronteriza con aduana de bastante movimiento, el crecido numero de
funcionarios y € constante intercambio con Portugal sin tener ya e
impedimento del rio, se hablaba una mezcla de dialecto y de castellano

correcto impregnado de portuguesismos’**°,

Por la naturaleza del trabajo propuesto, estimamos que deben ser
estudiados, los pueblos de la comarca tradicional de Las Arribes de la
Provincia de Salamanca, es decir, aguell os pueblos que Llorente Maldonado
considera que forman parte estricta de la comarca: Aldeadavila de la Ribera,
Corporario, Masueco, Mieza, Perefia, Saucelle, Vilvestrey Villarino de los
Aires, afadiendo Hinojosa de Duero y La Fregeneda, 1o que permitira

observar si hay diferencias genéticas entre estas poblaciones.

** LLORENTE MALDONADO DE GUEVARA, A., Estudio sobre el habla de La Ribera, pag.
23.
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En latabla 9 se observa la evolucion de la poblacién de estos municipios
durante el siglo XX. El nimero de habitantes de estos pueblos ha sufrido un
paulatino descenso alo largo de este siglo, fundamentalmente debido a las
emigraciones que han tenido lugar. Hubo un crecimiento de la poblacion en
|os afos sesenta, de tipo temporal, coincidiendo con las obras de las presas
hidroel éctricas que precisaron gran cantidad de mano de obra. Con motivo de
estas instalaciones han surgido algunos nucleos de poblacién como son los

poblados del Salto de Aldeadavilay del Salto de Saucelle.

Por otra parte estimamos interesante, que en un futuro, se realizara el
estudio de aquell os pueblos de la comarca del Abadengo que estan situados en
zonas de arribes de los rios Duero, Huebra y Agueda, que aln no
perteneciendo a la comarca estricta de Las Arribes, quedaran englobados por
razones geograficas en el Parque Natural de Las Arribes del Duero: Ahigal
de los Aceiteros, Barruecopardo, Bermellar, Cerralbo, La Bouza, Puerto
Seguro, Saldeana, San Felices de los Gallegos y Sobradillo. Podremos asi
comparar posteriormente las frecuencias de apariciéon de los marcadores

estudiados en ambos conjuntos.
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En la tabla 10 se observa la evolucion de la poblacion de estos

municipios durante el siglo XX.

Tabla 9. Evolucioén
siglo XX

de la poblacién en los pueblos de Las Arribes durante el

Nombre 19002 19302 19602 19702 1981P 1991¢ Var.C Muj.€ Ent. Menores?

Aldeadavila 1923 1881 3388 1965 1913 1761 906 855 Corporario,
Salto de
Aldedavila.

Corporario 302 263 322 257

Hinojosadel 2059 1745 1800 1279 1014 962 463 499

Duero

La 1499 1532 1294 947 787 689 332 357

Fregeneda

Masueco 1090 995 1091 811 638 514 256 258

Mieza 1181 990 1151 667 539 431 219 212

Perefia 1656 1191 1128 1000 571 555 290 265

Saucelle 1151 921 1630 815 680 575 287 288 Sdtode
Saucelle

Vilvestre 1672 1449 1394 906 750 711 354 357

Villarino 2125 1770 1501 2113 1755 1306 645 661 Cabezade
Framontanos

aCenso 1900, 1930, 1960, 1970,

b Censo 1981,

C Censo 1991 y relacion de varones y mujeres,

% Nomenclator de los Municipios de Espafia, pags. 8, 62, 108, 111, 136, 176, 210, 220.

' Nomenclator Comercial Pueblos de Espafia, pags. 292-298.

' Poblaciones de Derecho y Hecho de los Municipios Espaiioles. Censo de Poblacion de 1991,

pags. 189-196.
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Tabla 10. Evolucién de la poblaciéon en pueblos situados en arribes
durante el siglo XX

Nombre 19002 19302 19602 19702 1981b 1991¢ Var.t Muj.c
Ahigal delos 651 655 605 277 287 245 122 123
Aceiteros
Barruecopardo 944 927 1595 1113 829 681 341 340
Bermdllar 616 502 607 436 284 263 131 132
Cerralbo 883 683 688 487 392 303 162 141
LaBouza 265 258 202 113 68 79 42 37
Puerto Seguro 770 585 485 318 163 127 o4 63
Sadeana 461 322 412 304 255 227 118 109
San Felicesde 1754 1477 1501 1109 846 733 375 358
los Gallegos
Sobradillo 1487 1254 1043 692 499 464 221 243
a Censos 1900, 1930, 1960, 1970,
b Censo 1981,

C Censo 1991 y relacion de varones y mujeres®.

Puede observarse una pérdida de poblacion gradual, con dos
excepciones, € aumento de la poblacion de Barruecopardo en los afios
sesenta, que tiene su explicacion en laindustria extractiva de sus minas de
wolframio, y el aumento de |a poblacion de Hinojosa de Duero, en los mismos

anos, que coincide con las obras de |la presa hidroel éctrica de Saucelle.

Por ultimo, también consideramos interesante, un estudio posterior de
aguellos pueblos que se consideran riberanos 'y no lo son: Ahigal de Villarino,

Barruecopardo, Cabeza del Caballo, Cabeza de Framontanos, Cerezal de

' Nomenclator de los Municipios de Espafia, pags. 3, 27, 32,.35, 56, 76, 88, 146, 159, 163, 180.
* Nomenclator Comercial Pueblos de Espafia, pags. 292-298.

' Poblaciones de Derecho y Hecho de los Municipios Esparioles. Censo de Poblacion de 1991,
pags. 189-196.
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Pefiahorcada, Trabanca y Zarza de Pumareda. Barruecopardo ha sido
incluido entre los pueblos que formaran parte del futuro Parque Natural de
Las Arribes del Duero por tener su término municipal en las arribes del rio

Huebra.

En latabla 11 puede observarse la evolucion en la poblacion de estos
municipios durante el siglo XX. Se objetiva una pérdida de poblacién gradual,
con dos excepciones, €l aumento de la poblacion de Barruecopardo, que ya se
ha expuesto, y e aumento de la poblacién de Cabeza de Caballo, en los
mismos afos, que coincide con las obras de la presa hidroeléctrica de

Aldeadavila

Nuestro estudio, junto a los probables trabaos futuros, permitira
comparar las frecuencias de |os marcadores genéticos ahora estudiados con la

de los otros dos conjuntos.

L os municipios que componen la comarca objeto de nuestro estudio, su
extension® y el nimero de habitantes, de cada uno de ellos, en el momento

de su realizacion, seindican en latabla 12.

' Nomenclator Comercial Pueblos de Esparia, pags. 292 a 298.
1" Censos recogidos en |0s respectivos municipios en 1996.
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Tabla 11. Evolucién de la poblacién en pueblos que se consideran de Las
Arribes durante el siglo XX

Nombre 19002 19302 19602 19702 1981P 1991¢ Var.t Muj.C Ent Menoef
Ahigal de 270 236 204 144 95 61 30 31
Villarino

Barruecopardo 944 927 1595 1113 829 681 341 340
Cabezade 725 718 629 351

Framontanos

Cabezade 931 886 1110 813 632 576 295 281 Fuentesde
Cabdllo Masueco
Cerezal de 538 463 460 334 211 163 84 79
Pefiahorcada

Trabanca 502 460 466 404 306 264 139 125

Zarzade 550 534 689 384 300 239 130 109
Pumareda

aCenso 1900, 1930, 1960, 1970,

b Censo 1981,

C Censo 1991 y relacion de varones y mujeres™.

Tabla 12. Poblacion de la comarca de las Arribes (1996)

Municipios Habitantes  Extension km? Entidades Menores

Aldeadavila 2159 37,4 Corporario, Salto de
Aldeadavila.

Hinojosa de Duero 901 92,6

LaFregeneda 650 44,6

Masueco 490 20

Mieza 437 34

Perefia 549 48,5

Saucelle 533 46,5 Salto de Saucelle

Vilvestre 682 46,3

Villarino 1261 41,3 Cabeza de Framontanos

' Nomenclator de los Municipios de Espafia, pags. 3, 27, 39, 56, 195, 227.
' Nomenclator Comercial Pueblos de Espafia, pags. 292-298.

" Poblaciones de Derecho y Hecho de los Municipios Espaiioles. Censo de Poblacion de 1991,
pags. 189-196.



4. GENERALIDADES SOBRE LOS SISTEMAS ESTUDIADOS
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4.1. SISTEMA ABO

Bajo € nombre de grupos sanguineos se entiende la presencia de
determinados antigenos en los hematies, leucocitos, plaguetas e incluso en el
suero. Por tanto, se habla de grupos eritrocitarios, leucocitarios, plaguetarios
y séricos, si bien, en la préctica, con el término de grupos sanguineos nos
referimos a los eritrocitarios, por ser |0s mas importantes y conocidos desde

mas antiguo.

En la actualidad se conocen cerca de 400 marcadores antigénicos de los

hematies.

L os grupos sanguineos se heredan segun las leyes de Mendel y existen
siempre en el individuo, no modificandose por laedad o las circunstancias
ambientales (aunque si por algunas enfermedades). Teniendo en cuenta que
actualmente se conocen ya humerosos sistemas de grupos sanguineos, cada
uno dotado de varios antigenos, resulta que las posibilidades de combinacién
en un individuo se multiplican cas hasta € infinito. Por tanto, € tipo

sanguineo  constituye una caracteristica muy peculiar de cada
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persona, hecho bien aprovechado por las ciencias antropolégicas y, sobre

todo, por laMedicina Legal'".

Landois, en 1875, durante una transfusion sanguinea observd que se
habia producido una aglutinacién de los eritrocitos del donante al entrar en
contacto con el suero del receptor. A partir de ese momento este fendmeno de
aglutinacion fue descrito repetidamente, aceptdndose como explicacion del

mismo la existencia en el individuo de ciertas enfermedades'”.

Landsteiner, en 1901, sefialé que también en las personas sanas, en
ciertas circunstancias, €l suero sanguineo podia aglutinar los eritrocitos de
otros individuos. Como resultado de sus estudios, clasifico alas personas en
tres grupos que denomind A, B y C. Sus discipulos Decastello y Sturli
hallaron un cuarto grupo de individuos cuyos eritrocitos eran aglutinados por
el suero de los restantes grupos, pero cuyo suero no aglutinaba los eritrocitos

de los otros grupos'”.

Posteriormente, Jansky y Moss realizaron la clasificacion fisiol 6gica de

|as personas en cuatro grupos denominados: I, 11, 111y IV,

" ROZMAN, C., “Enfermedades de la sangre y de los oérganos hematopoyéticos.
Hematologia’. En: ROZMAN, C. (ed.), Medicina Interna, tomo I, pags. 369-370.

2 SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “ Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 1.

* PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pag. 9.

' SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 1.
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L a existencia de estas dos nomenclaturas daba lugar a frecuentes errores

por lo que en 1928 se adoptd la nomenclatura propuesta por Hirszfeld y Von

Dungern en lacual €l sistema ABO, basado en la reacciéon entre antigeno

(eritrocitos) y anticuerpos (suero), se establecié segln seindicaen latabla 13.

Tabla 13. Deter minacion de los grupos sanguineos

GRUPOS SANGUINEOS

Antigenos
Anticuerpos B AB O
anti A+B + -
anti B + + -
anti A - + -

De acuerdo con esta tabla, la determinacion de los antigenos

eritrocitarios y de los anticuerpos séricos permite el diagnostico de los grupos

sanguineos.

Especial caracteristica de este sistema es la presencia constante en el

suero de anticuerpos o aglutininas frente al antigeno ausente. Esta relacion

reciproca se denominaley de Landsteiner.

Respetando la compatibilidad ABO se hizo posible la transfusion

sanguinea.
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4.1.1. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA ABO

L os antigenos que estan presentes en los eritrocitos y que determinan las
especificidades A y B son glicolipidos solubles en alcohol. Su especificidad
depende del ordenamiento estructural de ciertos azicares en los componentes

hidrocarbonados de las macromol écul as'”.

Existe una sustancia precursora basica formada por cuatro moléculas de
tres azUcares diferentes: N-acetil-galactosamina (Gal Nac), D-galactosa (Gal)

y N-acetil-glucosamina (Glc Nac).

La union de otra fucosa al terminal D-galactosa (Gal), por la accién del

gen H, confiere ala molécula resultante la especificidad H.

En presencia del gen A el azicar N-acetil-galactosamina (Gal Nac) se

une alasustanciaH y esta se transforma en sustancia A.

En caso de estar presente el gen B es la galactosa la que se une a la

sustancia H paraformar la sustancia B.

La especificidad A, B y H est4 pues determinada por unos azlcares

especificos que se unen a la estructura del precusor. Estos enlaces tienen

' LACADENA, J. R., Genética, pag. 429.
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lugar por la accion de las enzimas glucosiltransferasas que son productos de

losgenes A y B,

Las etapas de la formacion de los antigeno A y B en la membrana

eritrocitaria se resumen en lafigura 9*.

PRECURSOR
+fu<|:osa — |GENH
\J
—— SUSTANCIA H —
GEN A |— +N-acetilgalactosamina galactosa+— | GEN B
\ J \J
Sustancia A Sustancia B

Figura 9. Fases de la sintesis de antigeno A y B en la membrana eritrocitaria

Lagénesis de los antigenos A y B parece tener lugar mucho antes del
nacimiento. Después del nacimiento aumenta el contenido antigénico de los
hematies hasta que ala edad de tres afios adquieren la maxima intensidad, que
en la edad adulta empieza a decrecer. Asimismo, el antigeno H se halla ya

desarrollado en & nacimiento.

® SEGALES, J. M., SAEZ, M., FRANCO, E., GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia Clinica, pags. 94 y 95.

7 RAPAPORT, S. I, Introduccién a la Hematologia, pag. 110.
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Lapresenciadel antigeno ABH no se limita alos hematies humanos, sino
gue esta presente en casi todos los tejidos, por gjemplo en la cornea, en la
mucosa gastrointestinal y en cultivos celulares de higado, rifidén, pulmén,
corazén y epidermis. También ha sido comprobado en tejidos de |a poblacion
prehistorica de los guanches canarios asi como en |os huesos. Finalmente, |os
antigenos ABH existen en otros componentes celulares de la sangre, ademéas
de los hematies. Se ha demostrado la existencia del antigeno ABH en los
normoblastos, en los trombocitos y en los leucocitos. Ademas, se han
encontrado también en los espermatozoides, en las células epidérmicas y

epiteliales.

L os isoanticuerpos anti-A y anti-B por lo general se forman entre los
tres y seis meses después del nacimiento; en la veez se observa una

disminucién del titulo de anticuerpos.

No se conocen hechos evidentes en la génesis de los anticuerpos. El
concepto de gque los anticuerpos constituyen caracteres condicionados por 10s
genes se enfrenta con la hipoétesis relativa de gue los anticuerpos aparecen en

los primeros meses de la vida a consecuencia de la inmunizacion.

A favor de unaregulacion genética de los anticuerpos existe el hecho de
gue a menudo |os gemel os univitelinos exhiben igual titulo de anticuerpos que
los bivitelinos, observandose una tendencia a heredar el nivel de latitulacion,

asi como la aparicién intrafamiliar de otros anticuerpos.
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Respecto al problema de lainmunizacion, la génesis de un anticuerpo
especifico puede estar determinada por un antigeno exodgeno. Se desarrollan
en lainfancia por contacto con sustancias similares alos antigenos A y B, que
se encuentran extensamente distribuidas en la naturaleza (plantas, animalesy

bacterias).

Las investigaciones sobre e tamafio molecular de los isoanticuerpos
pertenecientes a las gammagl obulinas han puesto de manifiesto que los pesos
moleculares de anti-B estan vinculados al genotipo. Para una persona del tipo
A,O, & peso molecular es de 500.000, en los individuos del tipo A A,

alrededor de 300.000 y en un sujeto del genotipo OO solo 170.000.

Hasta el momento presente, no se ha descubierto ningn anticuerpo anti-
O genuino con el que pueda demostrarse el producto génico r, en el sentido

de Bernstein (véase: Genéticadel Sistema ABO).
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4.1.2. FUNCION DEL SISTEMA ABO

Lafuncién biologica de los antigenos eritrocitarios se desconoce. Sin
embargo la destacada importancia clinica que revisten los antigenos
sanguineos se debe a sus propiedades sensibilizantes y a la capacidad de
reaccionar con sus correspondientes anticuerpos. Los anticuerpos del grupo

ABO son isoanticuerpos, naturales, regulares, de clase Ilg M y aglutinantes'”.

L os grupos sanguineos tienen gran interés en Medicina Clinica debido a

sus propiedades inmunol dgicas.

La transfusion sanguinea no fue un arma terapéutica eficaz hasta €l
descubrimiento del sistema ABO y se hizo mas segura con el descubrimiento,
en 1940, del sistemaRh, y el conocimiento de |os efectos del anticuerpo Rh,
(anti D), causa de enfermedad hemolitica en el feto y reaccion transfusional

en lamadre™.

L a préactica de transfusiones seguras prohibe la transfusién de sangre A,
B y AB a pacientes cuyos hematies carezcan de los correspondientes

antigenos, ya que el plasma del receptor contiene anticuerpos incompatibles.

" SEGALES, J. M., SAEZ, M., FRANCO, E., GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia Clinica, pag. 92.

' MORALEDA, J M., CORRAL, M., “Grupos sanguineos. Anemias hemoliticas por
aloanticuerpos. Enfermedad hemolitica del recien nacido”. En: MORALEDA JIMENEZ, J.
M. (ed.), Hematologia, pag. 132.
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4.1.3. GENETICA DEL SISTEMA ABO

La demostracién de |a heredibilidad de los grupos ABO y formulacion
de una hipdtesis sobre su transmision hereditaria se debe a Von Dungern'y
Hirschfeld, que sostuvieron la existencia de dos pares de genes independientes
entre si, genes A y B, que se comportaban de modo dominante frente a los
genesa (“no-A”) y b (“no-B”). Segun su hipétesis un progenitor con dotacion
AaBb (fenotipo AB) puede tener hijos con el genotipo aa bb, es decir del
fenotipo O. Los casos insolitos observados por esos autores de nifios O
descendientes de un progenitor AB actualmente se consideran determinaciones

erréneas o signos de il egitimidad™®.

Bernstein, en el afo 1924, logro aclarar totalmente la herencia de los
grupos ABO. Sefiaé que, segun la hipotesis de dos pares de genes, las
diferencias entre los valores observados y los valores esperados, en una
comunidad, eran tan elevadas que no podian explicarse por desviaciones
debidas al azar. En cambio se observé que estas desviaciones eran bien
explicadas por |a hipotesis de Bernstein. Para este autor existen tres genes,
gue denominap (parael A), q (parael B) y r (parael O), quedirigen la

herencia de los grupos sanguineos segun un modelo de alelos multiples (tabla

% SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 2.
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14)*, Ladiferencia entre lateoria de los dos pares de genesy la de los alelos
multiples de Bernstein estriba en que seguin esta uUltima, admitida en la

actualidad, un progenitor AB no puede tener hijos O'%,

Tabla 14. Expresion fenotipica de los genotipos del

sistema ABO
Fenotipos Genotipos

@) 0O (rr)

A AA (pp)
AO (pr)

B BB (qa)
BO (qr)

AB AB (pq)

Hirschfeld y Von Dungern, en 1911, informaron que después de la
absorcion de un suero anti-A por los eritrocitos A de determinadas sangres,
todavia quedaba un resto de anticuerpos que podia aglutinar los eritrocitos A
de otro grupo de personas, pero no absorbian los eritrocitos A ya utilizados.
Esto condujo a pensar en la posible existencia de un segundo tipo de
anticuerpos. Esta hipotesis también fue mantenida por Landsteiner y Witt en
1926. Otros investigadores observaron una mayor capacidad de fijacion y

menor aglutinacion, diferenciandose un grupo A “grande o fuerte” de un

1 PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pags. 12-13.

% SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “ Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética H umana, tomo 4, pag. 2.
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grupo A “pequefio o débil”. Estos grupos fueron denominados A, y A, por
L andsteiner y Witt'®. Pero el estado conceptual actual de los subgrupos A ha
podido ir aclarandose por numerosos y diferentes caminos, sabiéndose hoy
gue ladiferenciaentre el grupo A, y el A, no se debe sblo a una cuestion de

cantidad de A, sino también de calidad™®.

Los mecanismos de la herencia de los subgrupos A; y A, fueron
establecidos mediante las investigaciones de Thomse, Friedenreich y Worsaae
en 1930, siendo admitidos dos genes alelomorfos, uno para el desarrollo de
A,y otro para el desarrollo de A,. El gen A, dominaria sobre A,y A, sobre
O, pudiendo combinarse A, y B, asi como A, y B*. Seglin esto, el sistema
genético estaria formado por cuatro alelos mdiltiples. A,, A,, B y O,
resultando |as siguientes correspondencias genotipo-fenotipo expresadas en la

tabla 15,

Ademés de las variantes mencionadas del grupo A, se han descrito otras

variantes menos frecuentes A, A,, A, A, Aoy Aa A AL AL ALY

% Op. cit., pags. 2-3.

% PROKOP, O, Los grupos sanguineos humanos, pag. 15.
¥ Op. cit., pags. 15-16

8 | ACADENA, J. R., Genética, pag. 430.

¥ SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 3-5.
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También para € antigeno B se han encontrado distintos grados de
expresividad. Moskow, en 1935, los subdividié en los grupos B, y B..

Posteriormente se han descrito las variantes B,, B, B,,, B ...."*.

Todas estas variantes se pueden diferenciar serol6gicamente.

Tabla 15. Correspondencias genotipo-fenotipo en los grupos

ABO

Fenotipo Genotipo
A, AA, AA, AO
A, AA,, A0
B BB, BO
AB AB
AB AB
O 0.0

Sistema Hh. Fenotipo Bombay (Oh)

Para que puedan expresarse los genes A y B debe existir otro gen
llamado H. Esta situado en un locus aparte de los anteriores y define €

sistema de grupo sanguineo Hh.

¥ Op. cit., pags. 7-8.
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Se admite la existencia de una sustancia precursora sobre la que actuaria

el gen H para convertirla en sustancia H.

Esta sustancia H en presencia de los genes A y/o B, se transforma en
sustancia A y/o B. El gen O no transforma la sustancia H y por tanto en los

hematies del grupo O esta sustancia esta ampliamente representada (fig. 9).

GenesAA 0 AO AntigenosA y H

/ Genes BB 0 BO AntigenosB y H
.~ GenesHH o Hh .
Sustancia SustanciaH Genes AB ]
AntigenosA, By H

precursora __
\ Genes OO Antigeno H

hh  Sustancia GenesAA, AO, BB, BO, AB, OO No antigenos
precursora

Fig. 9. Desarrollo de la expresion de los genes ABH

La cantidad de sustancia H presente en |os hematies depende del grupo

sanguineo a que pertenezcan y varia segun el siguiente orden:
O>A,>AB>B>A,>AB

Cuando los hematies tienen poca sustancia H como en los grupos A y AB,
se puede detectar en el suero la presencia de anticuerpos anti-H. Esta situacion
se produce de forma natural sin que exista estimulacion antigénica conocida.

Estos anticuerpos actlan a baja temperatura'y no suelen tener significacion

clinica
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El gen H puede encontrarse en forma homocigota (HH) o heterozigota

(Hh). Como el gen H es amorfo, la situacién Hh no puede identificarse.

El fenotipo h (hh) se denomina Bombay y es extremadamente raro. Fue
descrito por primeravez por Bhende en 1952. Los individuos que poseen este
fenotipo carecen del gen H y por lo tanto no pueden producir sustancias A o

B aunque hayan heredado dichos genes.

Al investigar el grupo en individuos Bombay, se muestran como O y en
Su suero se detectan anti-A, anti B y anti H, mientras que en un grupo O

normal solo se detecta anti-A y anti B.

Estos anticuerpos anti-H tienen significacion clinica y por €lo los
individuos Bombay sblo deben ser transfundidos con sangre procedente de

otro individuo Bombay'®°.

El gen secretor

El 80% de los individuos de la raza blanca heredan un gen Se que
controla la presencia en plasma, salivay otras secreciones, de los antigenos A,
B y H. Se trata de glucoproteinas con propiedades antigénicas ABO. Estos

antigenos son hidrosolubles. Los individuos gque los contienen se les llama

¥ SEGALES, J. M., SAEZ, M., FRANCO, E., GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia Clinica, pag. 94.
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secretores (genotipo SeSe 0 Sese). ElI 20% restante no heredan el gen Se

(genotipo sese) y son No secretores.

En los individuos secretores del grupo O se comprobd que sus
secreciones contenian una sustancia neutralizadora de dichos anticuerpos.
Ademas, los individuos de los grupos sanguineos A, B o AB gue son
secretores poseen asimismo esta sustancia en sus Secreciones, aunque en
cantidades menores. Como quiera que un individuo con sangre de tipo AB no
puede poseer un gen O, es evidente que esta sustancia neutralizadora no
requiere el producto de un gen O para su formacion. Por consiguiente, no se

la denomind sustancia O, sino sustancia H.

El locus génico secretor es independiente de loslocus ABOy Hhy esta

situado en el mismo cromosoma gue contiene lo genes del sistema L utheran.

Para determinar si un individuo es o no secretor se procede a buscar |os
antigenos A, B, y H en su sdiva Estas técnicas pueden resultar
imprescindibles cuando la determinacion del grupo ABO en sangre no es

concluyente (variantes débiles, etc.)'.

¥ Op. cit., pag. 95.
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Por tanto puede afirmarse lo siguiente:

- La produccién de sustancia H exige un gen denominado gen H (el alelo

inactivo es el gen h).

- La secrecion de sustancia H hacia los liguidos organicos requiere el gen

Se (el aeloinactivo esel gen se).

-La conversiéon de la sustancia H en los antigenos A 0 B necesita la

presenciade un gen A o0 B (el alelo inactivo es el gen O).

Los genes de los alelos del sistema ABO se localizan en el brazo largo
del cromosoma 9. Los loci del gen H y de los genes ABO no estan

genéticamente enlazados, pero son sistemas genéticos relacionados™".

" RAPAPORT, S. I., Introduccion a la hematologia, pag. 109.
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41.4.EL SISTEMA ABO EN LA INVESTIGACION DE LA

PATERNIDAD

La determinacion de la paternidad constituye una de | as aplicaciones méas

conocidas y difundidas de la genética de los grupos ABO.

El sistema ABO, tal como se ha expuesto anteriormente, esta dividido en
subgrupos. Los mas importantes son 10s que se han establecido en el grupo A
y que comprende los subgrupos A, y A, con la correspondiente separacion de
ABenAB vy A,B. Cercadel 85% de |las sangres del grupo A son A,. Las

otras variantes tanto del grupo A como del grupo B son raras™.

En la determinacion de paternidad el sistema ABO se considera como un

sistemade cuatro alelos A , A, B'y O que determinan seis fenotipos A, A,
[ "2 22!

B,AB,ABYyO,y diezgenotiposAA , A O,AA A A A O,BB,BO, AB,

A By OO.

A pesar de que el numero de alelos y genotipos es importante, el hecho
de que €l alelo O se comporte como recesivo delante de los otros tresy que €l

alelo A enmascare al A, nos deja con solo seis fenotipos que en tres casos

coinciden con e genotipo: OO, AB y AB. Ademads, los AB vy

%2 THOMPSON, J. S.,, THOMPSON, M. W., Genética Médica, pag. 215.
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A.,B son poco frecuentes. Estos hechos hacen que el sistema sea poco
informativo y tenga una probabilidad de exclusion mucho menor a la que

cabria esperar si los cuatro alelos fueran codominantes.

Esta probabilidad de exclusion varia segun las frecuencias poblacionales
de los alelos, oscilando entre el 8y el 15%. El alelo mas frecuente es el O

seguido del A . Menos frecuentesson el Ay el B. En latabla 16 se muestra

la frecuencia de estos cuatro alel os para distintas pobl aciones espariol as'®.

Por larecisividad del alelo O los fenotipos A y O estan muy igualados 'y
en algunas poblaciones e fenotipo A supera a O. En Barcelona e valor

Essen-Moller aproximado del sistema ABO es de 9,82.

En general, es un sistema seguro, de buena expresion y con una
determinacion facil y répida. Las silencias descritas, de existir, son detectables

por estudios familiares™,

% CASTELLANO ARROYO, M., MARTINEZ JARRETA, M. B., Distribucion de frecuencias de
mar cador es genético-moleculares en poblacion espafiola, pag. 23.

“ HUGUET RAMIA, E., GENE BADIA, M., “Marcadores genéticos eritrocitarios’. En:
HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la
investigacion bioldgica de la paternidad, pag. 82-83.
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Tabla 16. Frecuencia de los alelos del sistema ABO en poblacién espafiola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA
A, A, B o) (n)

Andalucia

Andaluces 0,2020 00572  0,0715  0,6693 400

Aragon

Aragoneses 0,2262 00265 0,0608  0,6865 400

Cantabria

Residentes 0,2381 0,0399 0,0522 0,6696 77

Autéctona 02326 00530 00441 06701 395

Cadtilla

Ledn 0,3773 0,0165 0,0677 0,5386 200

Astorga (Maragatos) 0,3983 0,0253 0,0252 0,5512 300

Catalufia

Barcelona 0,2549 0,0471 0,0569 0,6431 404

Galicia

Gallegos (a) 0.2514 00618 0,0598 0,6241 439

Gallegos (b) 0,2542 0,0654 0,0477 0,6327 97

Gallegos (c) 0,2765 00212 00384  0,6638 400

Gallegos (d) 02719 00554  0,0620  0,6107 400

(@), (b), () y (d) son distintas poblaciones gallegas
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4.2. SISTEMA Rh

Landsteiner y Wiener, en 1940, culminan el descubrimiento del sistema
Rh, en el que también colaboraron los trabajos de Levine y Stetson en 1939.
El descubrimiento consistié en inmunizar conejos y cobayas con hematies de
monos Macacus Rhesus, observando que los anticuerpos resultantes no solo
aglutinaban los eritrocitos de los monos sino también el 85 % de los hematies
de humanos de raza blanca. De ahi el nombre del sistema (Rh) y que el 85 %
delosindividuos fueran denominados Rhesus positivos (Rh +) y & 15 %

restante Rhesus negativos (Rh -).

L os estudios posteriores pusieron de manifiesto que el sistema era mucho
mas complejo, ya que en 1941 y en 1946 Fisher propuso la actual
nomenclatura de tres pares de aeos C/c, D/d, Ele, definible por los
correspondientes antisueros. El descubierto por Landsteiner y Wiener era el

anti-D, que es el principal.

Mourant, en 1945, habia descubierto el suero anti-e, que es el ultimo que
validaba la hipétesis ya que el suero anti-d no ha podido ser descrito y

lamentablemente no se puede evidenciar un individuo de genotipo Dd,
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persistiendo la clasificacion inicial de positivosy negativos respecto al alelo

D: positivos los genotipos DD - Dd y negativo el genotipo dd.

4.2.1. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA Rh

Los determinantes antigénicos Rh dependen de interacciones poco
conocidas entre una proteina hidréfoba de 30 a 32 kDa de la membrana de los
hematies y la adicion postraduccion de moléculas de fosfolipidos™. En la

actualidad se han descrito alrededor de 48 antigenos diferentes.

Su presencia o ausencia en el hematie esta determinada por genes.

4.2.2. FUNCION DEL SISTEMA Rh

Uno de los aspectos més interesantes de este sistema ha sido el
descubrimiento de fenotipos con delecciones (deprimidos o silenciosos). Han
contribuido a demostrar que el antigeno Rh es necesario para mantener la

integridad de la membrana celular*®®. La ausencia de antigenos del sistema

¥ KLEIN, H. G., “Grupos sanguineos y transfusion de sangre”. En: HARRISON, Principios de
Medicina Interna, pag. 2060.

* SEGALES, J. M., SAEZ, M., FRANCO, E., GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia Clinica, pag. 98.
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Rh ocasiona la enfermedad del Rh nulo, que cursa ademas con anemia

hemolitica estomatocitica.

L os anticuerpos del sistema Rhy, sobre todo, los anti-D, tienen gran
importancia transfusional. En general son inmunesy de clase 1gG. Se calcula
gue el 50 % de los individuos dd pueden desarrollar un anti-D a partir de la
primera transfusion con sangre Rh (D)-positiva. También es el antigeno que
ha causado mayor numero de incompatibilidades en la enfermedad hemolitica
del recién nacido (EHRN), hasta la aparicién de lainmunoglobulina especifica
gue permite prevenir la formacion de estos anticuerpos. Los otros antigenos
del sistema Rh son menos inmunogénicosy carecen de interés transfusional,
excepto cuando esta presente el anticuerpo. Los anticuerpos del sistema Rh
tienen relacion con la anemia hemolitica autoinmune (AHA), ya que en los de

tipo 1gG la especificidad de |os autoanti cuerpos suele ser anti-Rh™’.

¥ MARTIN VEGA, C. “Grupos sanguineos. |Inmunohematologia’. En: FARRERAS-
ROZMAN, Medicina Interna, vol. 11, pag. 1807.
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4.2.3. GENETICA DEL SISTEMA Rh
L os genes del sistema Rh se hallan en el brazo corto del cromosoma 1'%,

Para describir el sistema Rh se emplean tres nomenclaturas, basadas en
diferentes concepciones genéticas, sin que exista un acuerdo internacional

claramente definido afavor de una de €llas.

Fisher y Race denominaron a los seis antigenos principales. D (Rh
original), C, E, ¢, e, d. Su forma de concebir |os fenotipos Rhesus se basa en
la nocion de haplotipos representados por tres letras (DCe, dce, DcE,
dCE,......) que definen la presencia de los antigenos correspondientes a nivel

de la membrana eritrocitaria.

En e modelo de Wiener existe un unico gen con multiples formas

4 ”

aélicas, pero las seis més frecuentes son: RY, R, R° r, r", r". La letra
mayuscula R define la positividad Rh y la negatividad se expresa con r

minascula (fig. 10).

* RUDDLE, F. RICCIUTI, F., MCMORRIS, F. A., TISCHFIELD, J, CREAGAN, R,
DARLINGTON G, CHEN T., “Somatic ceII genetlc assignment of peptldase C and the Rh
linkage group to chromosome A-1 in man” , Science, vol. 176, pags. 1429-1431, MARSH,
W. L., CHAGANTI, R. S. K., GARDNER, F. H., MAYER, K., NOWELL., P. C., GERMAN, J,,
“Mapping Human autosomes: evidence supporting assignment of Rhesus to the short arm of
chromosome No. 1", Science, vol. 183, pags. 966-968.
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Wiener Fisher-Race

Fig. 10. Teoria de los alelos multiples de Wiener y teoria de los genes ligados
de Fisher-Race

Rosenfield los expresa con un nimero determinado RH 1, 2, 3, 4,..... Su

ausencia se expresa por una cifraidéntica, precedida del signo (-).

En latabla 17 aparece un resumen comparativo de las denominaciones

Fisher-Race y Wiener para el sistemaRh.

Lateoria de Fischer parece la méas improbable porque sugiere un sistema
genético muy complejo, pero es muy didéctica y de facil comprension,

utilizandose habitualmente en la escritura ordinaria.

L os postulados de Wiener cuentan con mas adictos y estudios familiares

parecen confirmarlos, pero la nomenclatura utilizada es muy complicada.



Tabla 17. Comparacion de
Wiener para el sistema Rh
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las denominaciones Fisher-Race vy

Denominaciones Fisher-Race

Denominaciones Wiener

Complgo Antigenos Genes Aglutinogenos  Factores
Genético

Dce D,ce R° Rh, Rh,, hr’, hr”
DCE D,C,e R! Rh, Rh,, rh’, hr”
DcE D,c E R? Rh, Rh,, hr’, rh”
DCE D,C E R Rh, Rh,, rh, rh”
dce ce r rh hr’, hr”

dCe Ce r rh’ rh’, hr”

dcE c, E r’ rh” hr’, rh”
dCE CE rY rh rh’, rh”

y

424 EL SISTEMA Rh EN LA

PATERNIDAD

INVESTIGACION DE LA

El sistema Rh es el primero en eficiencia bioestadistica ya que su valor

Essen-Moller es el mas bajo de todos (9,72).

Considerando tres locus genéticos y un par de alelos en cada locus resulta

gue pueden formarse ocho tripletas distintas que daran lugar a 36 genotipos

distintos. La no determinacion de los heterocigotos Dd reduce |os fenotipos a

18 (tabla 18).
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Laexistenciade alelos Duy Cw, poco frecuentes, pero que deben tenerse

en cuenta, hace que en caso de exclusion en los loci C o D, deban descartarse

|as posibilidades de que se trate de uno de estos alelos™.

Tabla 18. Expresion de tripletas, fenotiposy genotipos del sistema Rh

Tripletas Fenotipos Genotipos

CDE CCDEE CDE/CDE CdE/cDe
CDe CCDEe CDE/CDe CdE/cdE
CdE CCDee CDE/CdE CdE/cde
Cde CcDEE CDE/Cde Cde/Cde
cDE CcDEe CDE/cDE Cde/cDE
cDe CcDee CDE/cDe Cde/cDe
cdE ccDEE CDE/cdE Cde/cdE
cde ccDEe CDE/cde Cde/cde
ccDee CDe/CDe cDE/cDE

CCdEE CDe/CdE cDE/cDe

CCdEe CDe/Cde cDE/cdE

CCdee CDelcDE cDE/cde

CcdEE CDelcDe cDelcDe

CcdEe CDe/cdE cDelcdE

Ccdee CDe/cde cDelcde

ccdEE CdE/CdE cdE/cdE

ccdEe CdE/Cde cdE/cde

ccdee CdE/cDE cde/cde

 HUGUET RAMIA, E., GENE BADIA, M., “Marcadores genéticos eritrocitarios’. En:
HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la
investigacion bioldgica de |la paternidad, pags. 84-85.



127

En latabla 19 se recogen las frecuencias génicas en poblacién espafiola
para este sistema Rh?®.

Tabla 19. Frecuencia de los alelos del sistema Rh en poblacion espariola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA

CDE CDe Cde Cde <cDE cDe cdE cde (n)

Andalucia

Andaluces  0,0133 0,4242 0,0000 0,0253 0,1171 0,0380 0,0000 0,3821 400
Céadiz 0,0163 0,3911 0,0004 0,0601 0,1200 0,0606 0,0102 0,3413 542
Aragén

Aragoneses(a) 0,0122 0,4407 0,0000 0,0336 0,1048 0,0318 0,0058 0,3711 400
Aragoneses(b) 0,0000 0,4260 0,0000 0,0000 0,0825 0,0110 0,0000 0,4802 8706
Zaragoza 0,0000 0,4188 0,0000 0,0000 0,1147 0,0161 0,0000 0,4502 2949
Cantabria

Residentes  0,0033 0,3869 0,0000 0,0056 0,1038 0,0179 0,0033 0,4724 715
Autoctona  0,0063 0,3841 0,0000 0,0049 0,1068 0,0179 0,0019 0,4863 371
Catalufia

Bacdona(@® 0,0047 0,4339 0,0035 0,0000 0,1365 0,0484 0,0038 0,3759 406
Bacdoma(p) 0,0037 0,4898 0,0000 0,0000 0,1178 0,0064 0,0048 0,3775 223
Catalanes 0,0137 0,3845 0,0000 0,0208 0,1430 0,0509 0,0032 0,3839 400
Galicia

Gallegos (a) 0,0052 0,4625 0,0122 0,0000 0,1240 0,0392 0,0023 0,3545 604
Gallegos (b) 0,0059 0,4322 0,0000 0,0059 0,1272 0,0397 0,0640 0,3827 400

(@ y (b) son distintas pobl aciones estudiadas en |la misma zona geogréfica

%0 CASTELLANO ARROYO, M., MARTINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético-moleculares en poblacion espafiola, pag. 24.
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4.3. SISTEMA MNSs

En un principio se definié como un sistema dialélico formado por M y
N, cuyos genes se heredan de forma codominante y dan lugar a tres posibles
genotipos MM, MN y NN. Estudios genéticos posteriores afiadieron a este
sistema otro locus y dos alelos nuevos Sy s, intimamente relacionados con los

anteriores.

Landsteiner y Levine, en 1927, trabgando con sueros antihumanos,
observaron que algunos de estos sueros, después de ser absorbidos con sangre
de un dador determinado contenian aun un anticuerpo, € cual, siendo
independiente y distinto de los del grupo ABO, aglutinaba determinadas
muestras de sangre humana. Asi, fue identificada una nueva cualidad de los
hematies humanos, ala que denominaron M. Algunos antisueros, después de
la absorcion con hematies M, aln revelaron una cualidad inédita de los

eritrocitos, ala que llamaron N,

“ PROKOP, O, Los grupos sanguineos humanos, pag. 38. SCHWARZFISCHER, F.,
HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética morfologica’. En:
BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 29.
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Walsh y Montgomery, en 1947, descubrieron un anticuerpo que tenia
caracteristicas suficientes para causar la subdivision de 1os grupos humanos
MN. Con este anticuerpo denominado anti-S se pudo identificar el antigeno S,

quedando ampliado asi € sistema MN?*,

Las relaciones de anti-S con & sistema MN fueron confirmadas
matematicamente. El caracter S, por otra parte, no tenia relacién alguna con
los demas grupos sanguineos. Las correlaciones existentes se explicaron
admitiendo cuatro alelos en el locus MN: M, MS, N y NS, de los que S seria
el resultado de una mutacion en el locus MN. Mediante numerosos estudios
familiares fue determinada la herencia de S. Posteriormente Levine, en 1951,

descubrié el anticuerpo anti-no S (anti-s)**.

4.3.1. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA MNSs

Los antigenos M, N, Sy s se encuentran ya diferenciados en el

organismo fetal. En cuanto ala presencia de los antigenos M y N fuera de

*? SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 32.

%% PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pag. 45.
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los hematies, algunos autores han hallado estos mismos factores en el higado,

rifiones, bazo y otros tejidos™.

L os antigenos MN se hallan en una sialoglucoproteina, laglicoforina A,
y los determinantes Ssy U en la glicoforina B de la membrana del hematie.

Estos antigenos son desnaturalizados por tratamiento enzimético.

L os precursores bioguimicos de los antigenos M y N son |os antigenos
Tny T. En una primera etapa se forma la estructura Tn, gque pasa a ser
sustrato sobre el que actialaenzimaT y lo transforma en estructura T. La
ausencia o inoperancia de esta enzima da lugar ala poliaglutinabilidad Tn,
pues el sustrato queda al descubierto. Las Ultimas etapas que partiendo de T
conducen a la formacion de N y posteriormente M no estan todavia

esclarecidas™.

L os anticuerpos de este sistema se obtienen a partir de la inmunizacion
de conejos, y también se han descrito anti-M, anti-N y anti-S en humanos,

apareciendo de modo espontaneo o después de inmunizaciones™.

** SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfolégica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 38-39.

*® SEGALES, JM., SAEZ, M., FRANCO, E. GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia clinica, pags. 90-112.

?* SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 39-41.
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El anti-N es un anticuerpo ain mas raro que el anti-M y se encuentra

cas exclusivamente en individuos S-s- que sean U-.

El anti-S esdetipo 1gG o IgM, en cambio €l anti-sy anti-U normalmente

son de tipo 1gG™".

4.3.2. FUNCION DEL SISTEMA MNSs

Los anticuerpos del sistema MNSs presentan fuerte efecto de dosis,
aungue anti-M y anti-N no son importantes desde e punto de vista

transfusional por su bajo poder inmunogeno.

El anti-M natural (IgM) no presenta interés transfusional, en cambio el
inmune (1gG) lo posee debido a las caracteristicas propias de este tipo de

anticuerpos.

Estos anticuerpos pueden estar implicados en reacciones transfusionales y

en la enfermedad hemolitica del recién nacido.

" SEGALES, JM., SAEZ, M., FRANCO, E. GRIFOLS, J, “Grupos sanguineos.
Inmunohematologia’. En: SANS SABRAFEN, J. (ed.), Hematologia clinica, pags. 90-112.
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4.3.3. GENETICA DEL SISTEMA MNSs

Landsteiner y Levine interpretaron el comportamiento hereditario de los
factores M y N, realizando un estudio en familias, y consideraron la
existencia de dos genes alelos codominantes entre si, de modo que al fenotipo
M corresponderia el genotipo MM, al fenotipo N corresponderia el genotipo

NN y a fenotipo heterozigético MN corresponderia el genotipo MN?%,
Estudios posteriores confirmaron la hipdtesis hereditaria establ ecida’®.

Respecto ala interdependencia de los factores MN con los factores Sy s,
se presentaron varias hipotesis genéticas. Una primera hipétesis sostenia la
existencia de dos pares de genes autosomicos, el M, Ny el S, s ocupantes de
lugares vecinos en el mismo cromosoma. En cada uno de estos pares de alelos
la pareja de un par cromosdmico homdlogo se manifiesta con funcién
combinante. Al realizar las pruebas con los sueros anti-M, anti-N, anti-S y

anti-s pueden ocurrir |os casos expuestos en la tabla 20.

*® PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pag. 39.

?® SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pag. 29.
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Una segunda hipotesis defendia el concepto de alelia miltiple aceptando

cuatro alelos multiples (L%, L, I°y |); cada alelo dirigiria la sintesis de un

aglutinégeno (MS, Ms, NSy Ns) y cada aglutindgeno se compondria de dos

factores®,

Tabla 20. Expresion de los fenotipos y genotipos MNSs

anti-M anti-N anti-S Genotipo Fenotipo
+ - + MSMS MS
+ - + MSMs MS
+ - - MsMs Ms
+ + + MS/INS MNS
+ + + MS/Nso Ms/NS MNSs
+ + - Ms/Ns MNs
- + + NS/NS NS
- + + NS/Ns NSs
- + - Ns/Ns Ns

Ambas hipotesis se distinguen entre si por la posibilidad o imposibilidad

de un intercambio de factores.

2% PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pags. 46-48. SCHWARZFISCHER, F.,
HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética morfologica’. En:
BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 32-33.
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Wiener y cols, en 1953, encontraron un nuevo anticuerpo anti-U.
Estudios posteriores demostraron que perteneciaal sistema Ssy que se trataba
no de una combinacidn de anti-S'y anti-s, sino de un anticuerpo Unico con
especificidad anti-Ss. Se aceptd que en €l locus S existe otro alelo denominado

S' que aparece solo en laraza negrat™.

Otros antigenos

Pertenecientes al sistema MNSs existen otros caracteres raciales. Se trata
de los caracteres Henshaw y Hunter. El antigeno Hu (Hunter) fue descubierto
en 1934 por Landsteiner y cols. Estos autores al inmunizar un congjo con
sangre de una persona de raza negra, obtuvieron un antisuero que parecia
presentar las caracteristicas de anti-N, por dar reacciones positivas con los
eritrocitos de los tipos N y MN, pero solo en individuos de raza negra.
Comprobaciones posteriores demostraron gque este factor se halla asociado

casi slempre aNsy raramente a NS.

?* SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfoldgica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 33-34.
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Ikin 'y Mourant, en 1951, inmunizaron congos con sangre de una
persona de raza negray obtuvieron un antisuero que no podia corresponder a
anti-Hu. El carécter que se ponia de manifiesto con dicho antisuero fue

denominado He (Henshaw). Este factor vaunido casi siempre aNS™2,

Se han descrito otros antigenos asociados al sistema MNSs: Mg, Su, Mi?,

Vw, Mu, Vr, St?, Ri?, CI?, Ny?, Sul, Ve, MY, etc™,

Dado que existe una transmision genética muy estrecha entre los
antigenos MN y Ss, se los considera como un solo sistema con dos loci
genéticos el MN y el Sscon un par de alelos cada uno. Deben estar muy
proximos ya que la probabilidad de recombinacién es practicamente nula. Los
dos alelos de cada locus hacen que cada individuo tenga cuatro alelos, lo que
da un total de nueve fenotiposy diez genotipos. Estos loci se localizan en €l

cromosomad4.

2 PROKOP, O., Los grupos sanguineos humanos, pag. 48.

?® SCHWARZFISCHER, F., HELMBOLD, W., “Grupos sanguineos. Bases generales y genética
morfologica’. En: BECKER P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 4, pags. 34-37. PROKOP,
0., Los grupos sanguineos humanos, pag. 49.
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43.4.EL SISTEMA MNSs EN LA [INVESTIGACION DE LA

PATERNIDAD

Es sin discusion el mejor sistema de marcadores eritrocitarios ya que es
el de mas probabilidad de exclusion “a priori”, por ser un sistema muy

informativo al ser sus alelos codominantes.

El sistema MNS proporciona un importante servicio en la investigacion
de la exclusién de paternidad, a condicién de explorar seriamente toda
probabilidad de interferencia de un antigeno raro, en el caso donde la

exclusion se derive de la aplicacion de laregla de los homozigotos .

Su probabilidad de exclusion supera el 30% y su valor Essen-Moller es

de 9,76%".

En latabla 21 se recogen las frecuencias génicas en poblacién espafiola

para este sistema MNSs*.

24 SALMON, CH., SALMON, D., MULLER, J. Y., SEGER, J., “Groupes sanguins, groupes de
protéines et groupes tissulaires dans le recherche de paternité’. En: DEROBERT, L.,
Medecine Legale, pags. 760-761.

** HUGUET RAMIA, E., GENE BADIA, M., “Marcadores genéticos eritrocitarios’. En:
HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la
investigacion biolégica de la paternidad, péag. 83.

?® CASTELLANO ARROYO, M., MARTINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético-moleculares en poblacion espafiola, pag. 28.
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Tabla 21. Frecuencia de los alelos del sistema MNSs en poblacion

espafnola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA
MS Ms NS Ns (n)

Cantabria

Residentes 0,2479 0,2752 0,0893 0,3857 500

Autoctona 0,2546 0,2729 0,0899 0,3776 252

Cataluiia

Barcelona (a) 0,2766 0,3033 0,0893 0,3308 388

Barcelona (b) 0,2491 0,2801 0,0900 0,3808 907

Galicia

Gallegos 0,2459 0,2647 0,0699 0,4195 455

Lugo 0,2427 0,3107 0,0575 0,3891 76

(@ y (b) son distintas poblaciones estudiadas en Barcelona
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4.4. SISTEMA Gc

La proteina Gc, también [lamada componente especifico de grupo, fue
descubierta en €l afo 1959 por Hirschfeld. Puso de manifiesto, en e suero de
individuos sanos tratados mediante técnicas inmunoel ectroforéticas en gel de

agar, diferencias cudlitativas en laregion de las a,-globulinas,

Los patrones electroforéticos obtenidos fueron clasificados, inicialmente,
en tres grupos llamados “1”, “2" y “3". Los tres arcos de precipitacion (fig. 11)

estan caracterizados del modo siguiente:
Grupo 1: emigrarapidamente hacialaregion a..
Grupo 2: muestra dos arcos de precipitacion, casi siempre confluentes.

Grupo 3: emigralentamente hacialaregion a..

Por otra parte €l tipo “2” resultaba e ectroforeticamente indistinguible de

un suero fabricado con unamezclade tipo“1” y “3”.

Estudios familiares posteriores demostraron que el sistema podia ser

explicado por un par de alelos codominantes cuyo locus genético se denominé
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“group specific component” (componente especifico de grupo o grupos Ge).

2,-gluco-
Alblimina proteina Gcl aoht Ge2

b R

O Ge 1-1

+

-« Comienzo

‘ Transferrina ~

Ge 2-2

Fig. 11. Esqguema delostres fenotipos Gc mas frecuentes

Dichos alelos, Ge''y Gc?, describirian tres posibles fenotipos: Gel-1, Ge2-
1y Gc2-2. Posteriormente, en 1977, se demostro gque e sistema Gc estaba, en
realidad, compuesto por tres alelos codominantes: Gc'F, Ge!'S y Ge? que a su

vez daban lugar a seis fenotipos distintos #®

27 HIRSCHFELD, J., “The Gc system. Immunoel ectrophoretic studies of normal human sera with

specia reference to a new genetically determined serum system (Gc)”, Progr. Allergy, vol. 6,
pags. 155-186.

218 CONSTANS, J, VIAU, M., CLEVE, M., JAEGER, G., QUILICI, J. C., PALLISSON, M. J,
“Analysis of the Gc polimorphism in human populations by isoelectrofocusing on polyacrylamide

gels. Demonstration of subtypes of the Gcl allele and of additional Ge variants’, Hum. Genet.,
vol. 41, pags. 53-60.
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4.4.1. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA Gc

Los grupos Gc se engloban dentro de las a -globulinas. La constante de
sedimentacion de Gcl y de Gec2 es S,, = 4,13. Se ha caculado un peso
molecular aproximado de 50.800, que corresponderia a 450 residuos
aminaécidos #°.

Bowman y Bearn llegaron a la conclusién de la existencia de dos
subunidades en las proteinas Gc, cada una de las cuales tendria un peso
molecular aproximado de 25.000, unidas ambas por puentes disulfuro®®. El
andlisis bioguimico de estas proteinas revel 6 la siguiente composicion: hexosas
(2%), hexosamina (2%), fucosamina (0,2%) y una fraccién proteica del 96%. A
diferencia de las restantes a_-globulinas la proteina Gc no contiene acido

neuraminico %*.

29 JORGENSEN, G., RITTER, H., VOGEL, F., “Polimorfismo Gc (<<componente especifico de
grupo>>)". En: BECKER, P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 3, pag. 116, BOWMAN, B. H.,
BEARN, A. G., “The presence of subunits in the inherited group-specific proteins onf human
serum”, Proc. Nat. Acad. Sci. Usa, vol. 53, pags. 722-729.

0 BOWMAN, B. H., BEARN, A.G., “The presence of subunits in the inherited group-specific
proteins onf human serum”, Proc. Nat. Acad. Sci. Usa, vol. 53, pags. 722-729, JORGENSEN, G.,
RITTER, H., VOGEL, F., “Polimorfismo Gc (<<componente especifico de grupo>>)". En:
BECKER, P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 3, pag. 118.

#1 CLEVE, H., BEARN, A. G., “The group specific component of serum: genetic and chemical
considerations’, Progr. Med. Genet., vol. 2, pags. 64-82.
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La concentracion de esta proteina en plasma de sujeto sano es 30-55

mg/100 ml. El punto isoeléctrico estd comprendido entre 4,95 y 5,107,

4.4.2. FUNCION DEL SISTEMA Gc

Lafuncidn de la proteina Ge eslafijacion y el transporte de la vitamina D

y sus metabolitos™=,

Cada molécula de Gc sblo contiene un sitio de union a la vitamina D%,
Sin embargo, esta proteina es tan abundante en € suero que Unicamente son
utilizadas € 1-2% de los lugares de unién de Gc para € amacenamiento y

transporte de los metabolitos de vitamina D%,

Recientemente se han realizado estudios que muestran una correlacion

entre el fenotipo IF-IF y una mayor susceptibilidad a la infeccion por € virus

2 GENE, M., HUGUET, E., “Proteinas plasméticas’. En: HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO
ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacion biolégica de la paternidad,
pag. 102.

3 DAIGER, S. P., SCHANFIELD, M. S., CAVALLI-SFORZA, L. L., “Group-specific component

(Gc) proteins bind vitamin D and 25-hydroxyvitamin D”, Proc. Nat. Acad. Sc. Usa, vol. 72, pags.
2076-2080.

24 HADDAD, J. G., WALGATE, J,, “25-hydroxy vitamin D transport in human plasma. Isolation
and partial characterization of calcifodiolbinding protein”, J. Biol. Chem., vol. 251, pags. 4803-
4800.

2> HADDAD, J. G., HILLMAN, L., ROJANASATHIS, S., “Human serum binding capacity and
affinity for 25-hydroxy-cholecalciferol”, J. Clin. Endocrinol. Metab., vol. 43, pags. 86-91.
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del HIV (virus de la inmunodeficiencia humana), mientras que los individuos

Gc2-2 serian relativamente resistentes alainfeccion inicial®.

4.4.3. GENETICA DEL SISTEMA Gc

El gen que codificala proteina Ge se ha localizado, por hibridacion celular

somética, en € cromosoma4, en lazona4qlly 4q13 %',

El modelo genético propuesto para el sistema Gce ha variado alo largo del

tiempo seguin se han ido aplicando nuevas técnicas para su estudio.

Mediante inmunoelectroforesis en gel de agarosa pueden observarse tres
patrones comunes de emigracion Gel-1, Ge2-2 y Ge2-1, codificados por dos

alelos codominantes denominados Gc* y Ge? 28,

Utilizando técnicas de isoelectroenfoque se ha evidenciado la
heterogeneidad del alelo Ge'. El alelo Ge! se puede subtipar en dos variantes
segln su movilidad electroforética: IF (fast) y IS (slow)®®. Por tanto, existen
saspoghbilidadesfenatipicas: IF-IF, SIS, IFIS, 2-IF, 2-I1Sy 2-2.

6 EALES, L. S, “Association of different allelic forms group specific component with
susceptibility to and clinical manifestation of human immunodeficiency virus infection”, Lancet,
vol. 1, pags. 999-1002.

27 COOKE, N. E., WILLARD, H. F., DAVID, E. V., GEORGE, D. L., “Direct regional assigment
of the gene for vitamin D bindind protein (Gc-globulin) to human chormosome 4q11-g13 and
identification of aassociated DNA polymorphism”, Human. Genet., vol. 73, pags. 225-229.

8 HIRSCHFELD, J., “The Gc system. Immunoelectrophoretic studies of normal human sera with
specia reference toa a new genetically determined serum system (Gc)”, Progr. Allegy., vol. 6,
pags. 155-186.

9 CONSTANS, J, VIAU, M., CLEVE, M., JAEGER, G., QUILICI, J. C., PALLISSON, M. J,
“Analysis of the Gc polymorphism in human populations by isoelectric focusing on
polyacrylamide gels. demonstration of subtypes og Gcl alleles and of additional Gc variants”’,
Hum. Genet., vol. 41, pags. 53-60.
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En esta proteina se han descubierto un gran nimero de variantes, la

mayoria de las cuales pueden ser detectadas Unicamente mediante la técnica de

isoelectroenfoque™ . En laliteratura cientifica son muy numerosos los estudios

familiares y poblacionaes relacionados con las proteinas Ge, asi como la

descripcién de nuevas variantes alélicas

232

Siguiendo las recomendaciones de Constans y cols. en 1978 %, en 1979

se adoptd una nueva nomeclatura para las variantes genéticas de la proteinas

230

231

232

233

KAMBOH, M. |., FERRELL, R. E., “Ethnic variation in vitamin D- binding protein (Gc): a
review of isoelectric focusing studies in human populations’, Hum. Genet., vol. 72, pags. 281-
293.

DYKES, D., COPOULS, B., POLESKY, H., “Description of six new Gc variants’, Hum. Genet.,
vol. 63, pags. 35-37, FLORIS-MASALA, R., GRUPPIONI, G., LUNESU, M., MAMELI, G. E,,
PORCELLA, P., RISTALDI, M. S, SUCCA, V., VONA, G., “Gc and C3 polimorphisms in
South Sardinid’, Hum. Hered.,, vol. 37, pags. 127-128, FERTAKIS, A., MIHAS, B,
ANGELOPOULOS, B., “Distribution of the groups-specific componennt in Greece”, Am. Soc.
Hum. Genet, vol. 8, pag. 589, GARBER, R. A., DELAPOINTE, L., MORRIS, J. W., “PGM1 and
Gc subtype gene frequencies in a California hispanic population”, Hum. Hered., vol. 35, pags.
773-776, GENE, M., HUGUET, E., CARRACEDO, G., CORBELLA, J., “Frecuency and
distribution of Pi, Gc, Tf ando PLG subtypes by Isoelectric Focusing in Barcelona’. En:
BRINKMANN, B., HENNINGSEN, K., Advances in Forensic Haemogenetics 1, pags. 235-239,
THYMANN, M., “Gc subtypes determined by agarose Isoelectric Focunsing. Distribution in
Denmark and application to paternity cases’, Hum. Hered, vol. 31, pags. 214-221, PAPIHA, S. S,,
WHITE, Y., SINGH, B. N., AGARWAL, S. S., SHAN, K. C., “Croups-specific Component (Gc)
subtypes in the Indian subcontinent”, Hum. Hered., vol. 37, pags. 250-254, NEVO, S, “Gc
subtypes in some population groups from Isragl”, Hum. Hered., vol. 37, pags. 161-169, OLSON,
J, LAAS, T., “Isoelectric Focusing in agarose under denaturing conditions’, J. Chromatogr., vol.
215, pags. 373-378, LEFRANC, M. P., CHIBANI, J,, HELAL, A. N., BOUKEF, K., SEGER, M.
J., LEFRANC, G., “Human transferrin (Tf) and Group-specific Component (Gc) subtypes in
Tunisid’, Hum. Genet., vol. 59, pags. 60-63, KOUVATSI, A., TRIANTAPHYLLIDIS, C.D.,“Gc
and Tf subtypes in Greece”, Hum. Hered., vol. 37, pags. 62-64, KUEPPERS, F., HARPER, B.,
“Groups-specific Component (Gc) “subtypes’ of Gc by Isoelectric Focusing in US blacks and
whites’, Hum. Hered., vol. 29, pags. 242-249.

THYMANN, M., HIALMARSSON, K., SYENSSON, M., “Five new Gc variants detected by
Isoelectric Focusing in agarose gdl”, Hum. Genet., vol. 60, pags. 340-343, DYKES, D.,
POLESKY, H. F.,, “Gc 1C12; A new variant”, Hum. Hered., vol. 32, pags. 136-138.

CONSTANS, J, VIAU, M., CLEVE, M., JAEGER, G., QUILICI, J. C., PALISSON, M. J,
“Analysis of the Gc polymorphism in human populations by isoelectric focusing o
polyacrylamide gels. demonstration of subtypes of Gcl aleles and of additional variants’, Hum.
Genet., vol. 41, pags. 53-60.
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Gc %, Reciben la denominacion de variantes “A” (anodica) o “C” (catodica),

segln lamovilidad relativa sobre €l gel.

Las variantes més anddicas que la banda GclF se denominan variantes
GclA (GclA1l, GelA2, GelAs3, ete.). Las variantes mas catddicas que la banda
Gc1S reciben € nombre de variantes Ge1C (GclCl, GelC2, GelC3, etc.). De
igual manera para el aelo Ge2 las variantes mas anddicas se denominan Gc2A

y las mas catddicas serén las Ge2C.

Una caracteristica importante del sistema Gc es la escasa frecuencia de

alelos silentes, que le convierte en un sistema de elevada eficacia.

%4 CONSTANS, J., “Group specific component report on the first International Workshop”, Hum.
Genet., vol. 48, pags. 143-149.
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444, EL SISTEMA Gc EN LA INVESTIGACION DE LA

PATERNIDAD

Son varias las razones por las que se incluye el estudio de la proteina Gc

dentro de lainvestigacion de paternidad %

1° El fenotipo observado reflgja directamente €l genotipo, ya que se trata

de alelos codominantes.

2° Esta proteina se encuentra presente en un tgjido de interés alo largo de
toda la vida del individuo y es facilmente accesible. Los caracteres Gc

aparecen en € feto ya en la décima semana de gestacion.

3° Los caracteres Gc muestran una gran estabilidad frente a factores

externos, tales como calor, putrefaccién, congelacion, etc.

4° Su estudio consume una cantidad muy pequefia de muestra.

5° El polimorfismo de esta proteina tiene una distribucion equilibrada en

la poblacién general.

* RUIZ DE LA CUESTA, J M., BARASONA, P, GREMO, A., BANDRES, F., PEREZ
CONESA, A. F., “Importancia del estudio de la proteina Gc en la investigacién de paternidad”,
Revista Espariola de Medicina Legal, nim. 46-47, pag. 25.
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El rendimiento del sistema Gc en la investigacion de paternidad ha sido

objeto de numerosos estudios %,

La maxima probabilidad de exclusion que se puede alcanzar para un
sistema con tres alelos codominantes, como es € caso de la proteina Gc, es de
0,37. El rendimiento del sistema se calcula comparando este valor tedrico con
el valor hallado de la probabilidad de exclusion “a priori” en una poblacion

determinada?®’.

Asi pues, en cada poblaciéon puede variar € rendimiento del sistema en
funcion de las frecuencias fenotipicas encontradas. En lo que se refiere a la
poblacion espafiola en la tabla 22, se expresan las frecuencias génicas

obtenidas en distintas poblaciones®®,

#6 RITTNER, C., “Serum groups in patern ity testing: the contribution of the systems detected by
PAGIF and of complement polymorphims’, Forensic ci. Int., vol. 18, pag. 290, POLESKY, H.,
DYKES, D., “Use of Isoelectric Focusing in parentage testing”, Forensic <ci. Int., vol. 18, pag
276.

#1 SELVIN, S, “Statistical analysis of blood genetic evidence”. En: GRUMBAUM, B. W.,
Handbook for forensic individualization of human blood and blodstains, pags. 177-211.

%8 CASTELLANO ARROYO, M., MATINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético moleculares en poblacion espafiola, pag. 46.
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La probabilidad de exclusion “a priori” en la poblacién autéctona de

Galicia es de 29%*°, mientras que la probabilidad tedrica de exclusion en la

poblacion de Barcel ona es de 30962,

%9 CARRACEDO, A., CONCHEIRO, L. “Distribution of de Pi, TFC, and Gc subtypes in Galicia
(North West Spain)”, Z. Rechtsmed, vol. 90, pag.157.

#0 GENE, M., HUGUET, E., “Proteinas plasméticas’. En. HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO
ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacion biolégica de la paternidad,
pég. 103.
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Tabla 22. Frecuencia delosalelos del Grupo Gc en poblacién espafiola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA
1F 1S 2 Var

Andalucia

A. Orientales 0,111 0628 0,261 - 437

Aragon

Aragoneses 0,101 0535 0,364 - 810

Baleares

Baleares 0,167 0551 0,282 - 1018

Ibizay Formentera 0,169 0606 0,225 - 109

Mallorca 0,168 0552 0,280 - 815

Menorca 0,165 0473 0,362 - 94

Cadtilla

Toledo 0,332 0565 0,103 - 184

Cataluia

Barcelona 0,132 0548 0,320 - 839

Galicia

Gallegos 0,120 0572 0,308 - 480

Madrid

Residentes 0,127 0567 0,312 - 994

Navarra

Navarros 0,084 0595 0,321 - 580

Pais Vasco

Vizcainos 0,089 0566 0,342 0,006 196

Residentes 0,126 0555 0,319 - 281

Foraneos 0,145 0,581 0,274 - 124
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4.5. ALFA-1-ANTITRIPSINA (Pi) (a,-At)

Desde principios de siglo ha sido constatada en los liquidos organicos del
hombre, sobre todo en € suero, la presencia de factores inhibidores de
proteasas. Landsteiner demostré que la actividad antitripsica del suero se
realizaba sobre todo en la fraccion albumina, por lo que € componente

responsable no podia ser un anticuerpo de tipo antiglobulina?*.

Actualmente se conocen seis inhibidores de proteasa en e suero humano,
de las cuales la a,-antitripsina y la a,-macroglobulina se encuentran en mayor

concentracion.

1 | ANDSTEINER, K., “Zur Kenntnis der antifermentativen, lytischen und agglutinierenden
Wirkungen des Blutserums und der Lymphe”, Ab. Bakt. Y. Abt. Orig., vol. 27, pag. 357.



150

4.5.1. CARACTERISTICAS DE LA ALFA-1-ANTITRIPSINA

L os estudios realizados por Schultze, Heide y Haupt, en 1962, pusieron de
manifiesto que se trataba de una a-1-glicoproteina con un contenido de

carbohidratos del 12,4 %%*.

El peso molecular oscila alrededor de 50.000 daltons™,

Fagerhol y Braend, en 1965, mediante electroforesis en gel de almidén
diferenciaron en la zona de la prealbimina un sistema proteico que presentaba
variabilidad. Se descubrieron cinco fenotipos que estaban controlados
geneticamente por tres alelos. El locus se denomind Pr y los aelos Prf, PV y
PrS, adudiendo F, M y S a su movilidad €electroforética, fast, mediun y slow

respectivamente.

Més tarde se comprobd que e sistema Pr no era un sistema de
prealbliminas sino que eran proteinas a,-antitripsina®, y se denominé sistema

Proteasa Inhibidor o sistema Pi**. Este sistema presenta un gran polimorfismo.

#2 SCHULTZE, H. E., HEIDE, K., HAUPT, H., “Alpha-1-antitrypsin aus Humanserum”, Klin.
Wschr., vol. 40, pags. 427-429.

#3 CRAWFORD, Y. P, “Purification and properties of normal human aj-antitrypsin”, Arch.
Biochem. Biophys., vol. 156, pag. 215.

24 FAGERHOL, M. K., BRAEND, M., “Classification of human serum prealbumins after starch gel
electrophoresis’, Acta Pathol. Microbiol. Scand, vol. 68, pags. 434-438.

> FAGERHOL, M. K., LAURELL, C. B., “The polymorphism of preabumins and afa1-
antytripsin in human sera’, Clin. Chim. Acta, vol. 16, pags. 199-203.
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En la actualidad € nimero de alelos conocidos es mayor de 607,
Fagerhol y Gedde-Dahl, en 1969%*', postulan un modelo genético de muiltiples

alel os codominantes autosdémicos en un locus.

El delo M (el més frecuente) sirve de referencia para la denominacion de
los demas alelos descritos, puesto que a los més anddicos se les asignan letras
anteriores del abecederario, mientras que a los mas catddicos se les denomina
con letras posteriores alfabéticamente. La técnica de isoelectroenfoque ha
permitido determinar ocho subtipos de tipo M, siendo los mas frecuentes €l
M1, M2y M3. También se ha descrito la existencia de alelos silentes Pi “0” 6

Pi (-), que son altamente infrecuentes*®, que en & estado homocigético revela

ausencia de a-antitripsinaen el suero.

249

L os estudios bioguimicos realizados por Hodges y cols.* en la molécula

de a,-antitripsina en individuos M, pusieron de manifiesto dos

%6 WEIDINGER, S., FABER, J. P., BACKER, U., SCHWARZFISCHER, F., OLEK, F., “A de novo
Mutation in the Alpha-1-Antitrypsin Gene detected in a Case of disputed Paternity by DNA
Sequence Analysis’. En: RITTNER, C., SCHNEIDER, P. M., Advances in Forensic
Haemogenetics 4, pags. 306-308.

" EAGERHOL, M. K., LAURELL. C. B., “The polymorphims of “prealbumins’ and alpha-1-
antitrysin in human sera’, Clin. Chim. Acta, vol. 16, pags. 199-203.

#8 GENE, M., HUGUET, E., “Proteinas plasméticas’. En. HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO
ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacion biolégica de la paternidad,
pég. 101.

# HODGES, L. C., LAINE, R., CHAN,S. K., “Structure of the oligosaccharide chains in human
alpha-1-protease inhibitor”, J. Biol. Chem.,, vol. 254, pags. 8208-8212.
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tipos de cadena de oligosacéridos, una de gran tamafio y con una estructura
complgja y otra cadena de menor tamafio. Cada molécula proteica estaria
formada por una cadena grande y una pequefia unida a la secuencia peptidica a
través de enlaces N-Acetil-D-glucosamina-Aspargina (GIlcNac-Asn). La
cadena grande puede tener hasta tres residuos terminales de &cido N-Acetil-

neuraminico (NAN) y la cadena pequefia hasta dos.

En cuanto a las diferencias fenotipicas del sistema proteasa inhibidor se
conoce que la diferencia entre PiM y PiS reside en un Gnico aminoéacido™;
mientras que PiIM tiene una glutamina, PiS tiene una valina. En €l caso PIM y
PiZ, también difieren en un Unico aminoacido, glutamina para PiM y lisina

para Piz*,

La concentracién plasmética media de a,-antitripsina en sujetos sanos es
de 290 mi/100 ml. Este nivel depende en gran parte del fenotipo del individuo,
puesto que hay determinados alel os que condicionarian |as tasas de produccion.
Tomando como referencia el valor 1 para € aelo PiM se encuentran valores

diferentes para otros alelos: 0 para Pi*, 0,15 para Pi* y 0,6 para Pi®.

0 OWEN, M. C., WHITE, Y., SINGH, B. N., AGARWAL ., S. S, SHAN, K. C., “The abnormality
of the S variant of human alpha-1-antitrypsin”, Biochim. Biophys. Acta, vol. 453, pags. 257-261,
YOSHIDA, A., EWING, C., WESSELS, M., LEIBERMAN, J.,, GAIDULIS, L., “Molecular
abnormality of Pi S variant of human apha-1-antitrypsin”, Am. J. Hum. Genet., vol. 29, pags.
233-239.

21 YOSHIDA, A., CHILLAR, R.,, TAYLOR, J. C., “An apha-1-antitrypsin variant PiB. Alhambra
(Lys->Asp, Glu->Asp) with rapid anodal electrophoretic mobility”, Am. J. Hum. Genet., vol. 31,
pags. 555-563.
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4.5.2. FUNCION DE LA ALFA-1-ANTITRIPSINA

La mayoria de la a,-antitripsina se sintetiza en el higado y esta presente

en suero, secreciones bronquiales, orinay leche.

Numerosos experimentos indican que la a;-antitripsina desempefia una
funcion importante en € organismo. Numerosos autores han sefidlado que la
a,-antitripsina puede inhibir las proteasas de los leucocitos polinudeares™, asi
como a una e€elastasa y a una colagenasa de los granulocitos
polimorfonucleares™. Estas enzimas intervienen en la destruccion de los

tgjidos durante los procesos inflamatorios.

Otra de sus funciones importantes es la inactivaciéon de las proteasas de
los granulocitos y otros tejidos, incluso invivo . La a,-antitripsina también es
capaz de actuar, asi mismo, sobre la génesis de la fibrina y € sistema de la
cinina. Su intervenciéon sobre la fibrinolisis podria realizarse a través de la
inhibicion del antecedente tromboplastinico del plasma (PTA). Se ha

demostrado que la a,-antitripsina puede inhibir la actividad del PTA%*,

#2 KUEPPERS, F., BEARN., A. G., “Inherited variations of human serum alpha-1-antitrypsin”,
Science, vol. 154, pags. 407-408, OHLSSON, K., “Neutral leucocyte proteases and elastase
inhibited by plasma alpha-1-antitrypsin”, Scand. J. Clin. Lab. Invest., vol. 28, pag. 251.

#3 JANOFF, A., BASCH, R. S, “Further studies on elastase-like esterases in human leukocyte
granules’, Proc. Soc. Exp. Biol. (N.Y.), vol. 136, pag. 1045, OHLSSON, K., OHLSSON, I., “The
neutral proteases of human granulocytes. Isolation and partial characterization of two granulocyte
collagenase’, Europ. J. Biochem., vol. 36, pag. 473.

% HECK, L. W., KAPLAN, A. P., “A role for a,-antitrypsin in the regulation of coagulation”, Fed.
Proc., vol. 33, pags. 642-647.
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Los déficit de a,-antitripsina son de origen genético y van asociados alos
aelos Sy Z. En 1963, Laurell y Erikson®™®, establecieron por primera vez la
relacion entre la a,-antitripsina y €l enfisema pulmonar. El déficit tiene un
caracter familiar ligado al alelo Z. En los individuos heterocigotos que poseen
el alelo Z e poder antitripsico y los niveles plasmaticos de la proteina son del
50-60 % de los del individuo sano, pero sin manifestaciones clinicas. En €l
homocigoto la actividad es practicamente nula (10-15 %) con manifestaciones
clinicamente importantes por la disminucién de la inhibicion de enzimas
proteoliticos de origen enddgeno. Béasicamente la clinica es de enfisema
pulmonar grave y hepatopatias de tipo cirrético y neoplasico, entre otras

enfermedades de considerable gravedad®®.

Parece ser gque € fenotipo ZZ produce una adicién incompleta de écido
sidlico alamolécula de a-antitripsina. La disminucion de la cantidad de acido
podria ser la causa de los bajos niveles de a-antitripsina de estos individuos en
el suero, puesto que este acido interviene activamente en el transporte de las

glicoproteinas a través de las membranas, por |o que las glicoproteinas exentas

%> | AURELL, C. B., ERIKSON, S,, “The €electrophoretic a,-globulin pattern of serum in apha-1-
antitrypsin deficiency”, Scand. J. Clin. Lab. Invest., vol. 15, pags. 132-140.

#% GENE, M., HUGUET, E., “Proteinas plasméticas’. En. HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO
ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacion biolégica de la paternidad,
pég. 100.



155

de &cido sidlico quedarian fijadas alas membranas de | os hepatocitos®™’.

L as estadisticas sefialan que solo € 70-80 % de los individuos ZZ acaban

padeciendo €l enfisema obstructivo crénico™®.

#7 BELL, O. F., CARRELL, R. W., “Basis of the defect in a,-antitrypsin deficiency”, Nature, vol.
243, pag. 410.

#8 KUEPPERS, F., “a,-antitripsina’. En: BECKER, P. E. (ed.), Genética Humana, tomo 3, pags. 47-
48.
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4.5.3. GENETICA DE LA ALFA-1-ANTITRIPSINA

El gen que codifica para la proteina a,-antitripsina esta localizado en el

cromosoma 14, en lazona 14924.1-32.1 %,

La a,-antitripsina constituye un claro ejemplo de marcador genético que
presenta un elevado nimero de aldlos, de los cuales, la gran mayoria poseen

una frecuencia tan baja que no rebasan €l nivel de idiomorfos.

Los estudios cuantitativos de los niveles plasméticos de la a,-antitripsina
en los individuos que presenta carencia de la misma, indujeron a sospechar
desde un principio la existencia de factores genéticos. En las familias en las
gue un progenitor posee una baja concentracion plasmaticay el otro progenitor
muestra una concentracion normal, todos los hijos muestran niveles sanguineos

intermedios.

En las familias cuyos dos progenitores presentan valores intermedios, se
encuentran hijos con niveles séricos baos, intermedios y normales en las
proporciones 1/2/1 respectivamente. Estos datos sugirieron que la deficiencia
dela a,-antitripsina se debe a la presencia en estado de homocigosis de un gen
carencial, los valores intermedios a estado heterocigotico del mismo gen'y, por

ultimo, los valores normales se debian a la presencia del gen normal en estado

»¥ SCHROEDER, W. T., MILLER, M. F.,, WOO, S. L., SAUNDERS, F., “Chromosomal
localization of the human alpha-1-antitrypsin Gene (pi) to 14931-31", Am. J. Hum. Genet., vol.
37, pag. 868.
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de homocigosis?®.

Para el sistema Pi se ha postulado un modelo genético de multiples alelos
autosdmicos codominantes®. Los estudios interfamiliares |levados a cabo en

un total de 15.000 individuos, confirmaron dicha hipdtesis™Z.

La técnica de tipo €electroforético, especialmente en geles de amidén,
permitié detectar un elevado nimero de variantes electroforéticas®®. Sin
embargo la focalizacion isoeléctrica en geles de poliacrilamida con rangos de

pH entre 2,5y 6,0 permiten unamejor definicion de los fenotipos?®.

Posteriores investigaciones utilizando esta técnica de focalizacion

isoeléctrica han demostrado que e fenotipo MM se sudvidivide en subtipos,

%0 KUEPPERS, F., BRISCOE, W. A., BEARN, A. G., “Hereditary deficiency of serum alpha-1-
antitrypsin”, Science, vol. 146, pags. 1678-1679.

%1 EAGERHOL, M. K., GEDDE-DAHL, T. Jr., “Genetics of the Pi serum types’, Hum. Hered., vol.
19, pags. 354-359.

%2 COOK, P. J. L., “The genetics of apha-1-antitrypsin: a family study in England and Scotland”,
Ann. Hum. Genet., vol. 38, pag. 275.

%3 EAGERHOL, M. K., “The Pi system. Genetic variants of serum alpha-1-antitrypsin®, Ser.
Haematol., vol. 1, pags. 153-161.

%4 ALLEN, R. C,, HARLEY, R. A., TALAMO, R. C., A new mehod for determination of alpha-1-
antitrypsin phenotypes using isoelectric focusing on polyacrilamide gel dabs’, Am. J. Clin.
Pathol., val. 62, pags. 732-739.
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los cuales son la expresion fenotipica de cinco alelos M1, M2, M3, M4

y M 5265.

Los estudios genéticos realizados en grupos familiares confirman que
tales subtipos se agjustan a modeo de transmision genética postulado

globalmente para el sistema Pi*®.

De todos los fenotipos que se han detectado, unos estan mejor
caracterizados que otros, ya que la identificacién de los mismos no resulta
facil, sobre todo teniendo en cuenta que diferentes técnicas pueden ofrecer
distintos patrones de bandas. Por esta razon, en 1978, se cred un Comité para
considerar la complgjidad del sistema Pi. Este Comité establece laboratorios de
referencia para identificar y caracterizar las nuevas variantes, comparandolas
con diferentes técnicas. También establece una estandarizacion en la
nomenclatura mediante la utilizacién de las iniciales para denominar €

fenotipo®’.

%5 KUEPPERS, F., CHRISTOPHERSON. M. J,, “Alpha-1-antitrypsin: further genetic heterogenety
revealed by isoelectric focusing”, Am. J. Hum. Genet., val. 30, pags. 359-365, FRANTS, R. R,
ERIKSSON, A. W., “Alpha-1-lantitrypsin: common subtypes of Pi M”, Hum. Hered., vol. 26,
pags. 435-440.

%6 CLEVE, H., PATUTSCHNICK, W., STRECKER, K., NEVO, S,, “Inheritance of PiM subtypes’,
Hum. Hered., vol. 29, pag. 351.

%7 COX, D. W., “Genetic variation of alpha-1-antitrypsin’, Am. J. Human. Genet., vol. 30, pags.
660-662, COX, D. W., JOHNSON, A. M., FAGERGHOL, M. K., “Report of nomenclature
meeting for alpha-1-antitrypsin”, Hum. Genet., vol. 53, pags. 429-433.
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45.4. LA ALFA-I-ANTITRIPSINA EN LA INVESTIGACION DE LA

PATERNIDAD

La probabilidad de exclusién “a priori” es funcién directa de
polimorfismo de un sistema. Asi, cuanto mas polimérfico sea un sistema y
cuanto mas equilibradas estén las frecuencias de sus a €l os, tanto mayor sera su
probabilidad de exclusion “apriori” y, por tanto, su eficacia en lainvestigacion

de la paternidad.

En la tabla 23 se muestran las frecuencias génicas de la alpa-1-antripsina

obtenidas en distintas poblaciones espariol as?®.

La probabilidad de exclusion “a priori” en poblacion gallega®™® es de

31,3% mientras que en la poblacién de Barcelona es de 34,6%°7.

%8 CASTELLANO ARROYO, M., MATINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético moleculares en poblacion espafiola, pag. 43.

%% CARRACEDO, A., CONCHEIRO, L., RODRIGUEZ CALVO, M. S., “Plasma protein and red
cell enzyme groupsin Galicia, (Nort West Spain)”, Z. Rechtsmed., vol. 98, pags. 137-138.

2% GENE, M., HUGUET, E., “Proteinas plasméticas’. En. HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO
ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccion a la investigacion biolégica de la paternidad,
pég. 101.
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Tabla 23. Frecuencia delos aldlos de la alpha-1-antitripsina en poblacion espafiola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA
M1 M2 M3 Z P S I F

Andalucia

A. Orientales 0,750 0,165 0,006 0,001 0,076 0,001 405

Cataluia

Barcelona 0,600 0,191 0,099 0,002 0,104 0,002 938

Galicia

Gallegos 0,660 0,115 0,060 0,009 0,149 0,001 0,005 480

Madrid

Residentes 0,781 0,125 - 0005 - 0,088 - 0,001 742

Pais Vasco

Vizcaya

Arratia 0,580 0,188 0,125 - - 0107 - - 56

(nativos)

Vizcaya 0,666 0,133 0,066 - - 0117 - - 166

Vizcaya 0,670 0,181 0,021 0,122 - 0,005 - - 4

(mixtos)

Residentes(a) 0,694 0,137 0,055 0,006 - 0,108 - - 390

Residentes(b) 0,706 0,162 0,024 0,008 - 0,099 - - 437

Guiplzcoa

Residentes 0,671 0,158 0,045 - - 0126 - - 155

Alava

Residentes 0,722 0,196 0,030 0,005 - 0132 - - 99

(@) y (b) son distintas poblaciones estudiadas en |a misma zona geografica
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4.6. FOSFATASA ACIDA ERITOCITARIA (AcP)

La fosfatasa acida eritrocitaria (EC 3.1.3.2) pertenece a grupo de las
fosfohidrolasas y fosfotransferasas. Una caracteristica tipica de las fosfatasas
acidas de los hematies es un valor de pH 6ptimo bgjo. Estas fosfatasas acidas
eritrocitarias difieren también de las fosfatasas de otros tejidos por una serie de

pardmetros bioquimicos, tales como la especificidad de sustrato.

4.6.1. CARACTERISTICAS DE LA FOSFATASA ACIDA

La fosfatasa &cida no es especifica del eritrocito sino que se encuentra
distribuida en casi todos los tgjidos: higado, rifién, bazo, muisculo esgquelético,

prostata, placentay leucocitos™.

En varios de estos tgjidos, esta enzima puede ser diferenciada de otras

fosfatasas é&cidas que también actlan y que estdn determinadas por otros loci

1 BLAKE, N. M., KIRK, R. L., BARNES, K. R., THOMPSON, J. M., “Expresion of human red
cell acid phosphatase activity in placenta and other tissues’, Jpn. J. Hum. Genet., vol. 18, pags.
10-23.
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génicos, como AcP, y AcP,?",

La fosfatasa acida eritrocitaria se separ6 mediante electroenfoque
preparativo en 21 isoenzimas, con puntos isoelectricos entre 4,2 y 5,8. Estos
isoenzimas son sialoproteinas que llevan un cierto nimero de residuos de &cido

neuraminico.

El peso molecular de las isoenzimas cuyos puntos isoeléctricos se hallan
entre 4,2y 5,2 es de 21.000. El peso molecular de las isoenzimas con puntos
isoeléctricos entre 5,2 y 5,8 es de 12.000. El peso molecular de la enzima
purificada es de 44.000. Estas diferencias de pesos moleculares entre las
isoenzimas y € enzima purificado sugiere que € enzima es un dimero o un

tetramero®”.

Los niveles més dtos de actividad del enzima AcP, se han obtenido
utilizando como susbstratos fenil-fosfato, riboflavina-5-fosfato y fenoftaleina
difosfato, aunque ninguno de ellos alcanzaba completamente la actividad del p-
nitrofenil-fosfato (PNPP). Niveles moderados de actividad, entre el 10-40 % de
los encontrados con el PNPP, fueron observados con e metil-fosfato. Otros
sustratos como €l 6-fosfoglucomato, glucosa-6-fosfato, b—qglicerolfosfato, 2-3-

fosfoglicerato, glucosa-1-fosfato, ATP y AMP mostraron nula o muy baa

22 SWALLON, D. M., POVEY, S, HARRIS, H., “Activity of the “red cell” acid phosphatase locus
in other tissues’, Ann. Hum. Genet., vol 37, pags. 31-38.

¥ KACZMAREK, M. J., “On the isoenzymes of human red cell acid phosphatase”, Biochem. Med.,
vol. 16, pags. 173-176.
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actividad®™.

Se ha demostrado que la actividad fosfotransferasa es fenotipo
dependiente’. Asi la actividad promedio de la fosfatasa &cida eritrocitaria
disminuye gradualmente en la siguiente serie fenotipicaa A <BA <CA <B <
CB?", La actividad fosfotransferasa para los tres homocigotos sigue € modelo

B > A > C (enlasproporciones 10 : 9 : 6)*".

También hay evidentes diferencias genotipicas respecto a la
termoestabilidad. Luffman y Harris*® observaron que a temperaturas de 47-
52° Closfenotipos A, B y AB se desnaturalizaban con mayor facilidad que los
fenotipos CA y CB. En general se comprobd una disminucion gradual de la
termoestabilidad en los diferentes fenotipos, de acuerdo con laescala CA > CB

>B>BA>A.

4 LUFFMAN, J. E., HARRIS, H., “A Comparision of some properties of human red cell acid
phosphatase in different phenotypes’, Ann. Hum. Genet., vol. 30, pags. 387-401.

#» GOLDEN, V. L., SENSABAUG, G. F., “Phenotypic variation in the phosphotransferase activity
of human red cell acid phosphatase (AcP,)”, Hum. Genet., vol. 72, pags. 340-343.

?® SPENCER, N., HOPKINSON, D. A., HARRIS, H., “Quantitative differences and gene dosage in
the human red cell acid phosphatase polymorphism”, Nature, vol. 201, pags. 299-300.

2" GOLDEN, V. L., SENSABUGH, G. F., “Phenotypic variation in the phosphotransferase activity
of human red cell acid phosphatase (AcP,)”, Hum. Genet., vol. 72, pags. 340-343.

7% L UFFMAN, J. E., HARRIS, H., “A comparision of some properties of human red cell acid
phosphatase in different phenotypes’, Ann. Hum. Genet., vol. 30, pags. 387-401.
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4.6.2. FUNCION DE LA FOSFATASA ACIDA

La fosfatasa acida eritrocitaria (AcP,) es una enzima que cataliza la
transferencia de grupos fosfato desde ésteres fosfato a agua (reaccion de
hidrélisis) o a varios alcoholes aceptores (reaccion de transferasa). La enzima

es capaz de actuar en dos pasos?”®:
1°. Reaccion del enzima y e sustrato ester fosfato, con la consecuente

formacién de un complejo enzima-fosfato y un derivado alcohdlico.

E + R OP----------- >E-P+ROH

2°. Hidrdlisis con produccion de fosfato inorganico,

o transferencia de fosfato produciendo un nuevo ester fosfato.

E-P+ R OH--meeomem >E+ROP

2 GOLDEN, V. L., SENSABAUGH, G F., “Phenotypic variation in the phosphotransferase activity
of human red cell acid phosphatase (AcP,)”, Hum. Genet. vol. 72, pags. 340-343.
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4.6.3. GENETICA DE LA FOSFATASA ACIDA

La fosfatasa acida eritrocitaria (AcP,) esta genéticamente determinada por
un grupos de genes alélicos en un unico locus autosdmico, asignado al

cromosoma 2, region 2p25.1%%,

La demostracion de fenotipos de fosfatasa acida eritrocitaria se obtiene, en
general, por la electroforesis en gel de almidén recomendada por Hopkinson y
cols®®, Estos autores describieron cinco fenotipos de fosfatasa é&cida
eritrocitaria, que denominaron A, BA, B, CA y CB, de acuerdo con su

movilidad electroforética.

Y aen laprimerainvestigacion intrafamiliar de Hopkinson y cols®, sevio
gue los cinco fenotipos de fosfatasa acida eritrocitaria eran determinados por
tres al el os autosdmicos codominantes; AcP*, AcP?, AcP°, que describirian seis
fenotipos: AA, AB, AC, BB, BC, CC. Més tarde, Lai y cols.®® descubrieron €

sexto fenotipo que cabria esperar conforme a esta hipotesis genética.

Un cuarto gen, AcPR, restringido ala poblacién negroide, fue detectado en

%0 WAKITA, Y., NARAHARA, K., TAKAHASHI, Y., KIKKAWA, K., KIMURA, S., ODA, M.,
KIMOTO, H., “Duplication of 2p25: conformation of the assignment of soluble acid phosphatase
(AcP)) locusto 2p25”, Hum. Hered., val. 71, pags. 259-260.

%1 HOPKINSON, D. A., SPENCER, N., HARRIS, H., “Red cell acid phosphatase variants: a new
human polymorphism”, Nature, vol. 199, pags. 969-971.

%2 HOPKINSON, D. A., SPENCER, N., HARRIS, H., “Genetical studies on human red cell acid
phosphatase’, Am. J. Hum. Genet., vol. 16, pags. 141-154.

% Al, L., NEVO, S, STEINBERG, A. G., “Acid phosphatase of human red cells predicted
phenotype conforms to a genetic hypothesis’, Science, vol. 145, pags. 1187-1188.
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negros americanos®®. Posteriormente se comprobd que también aparecia en

pobl aciones sudafricanas™ y en poblacién negra de Carolina del Norte?,

Otro aelo raro, AcPP, fue detectado en negros y caucasoides?®’. También
se han descubierto dos fenotipos variantes asociados a una actividad

enzimética inusuamente alta que se cree debida a una aelo denominado

AcP=2%,

Herbich y cols?®®, en 1970, demostraron la existencia de un alelo AcP.
Este gen silencioso reduce la sintesis enzimética de forma que los portadores
heterocigotos de este alelo AcP? revelaron la mitad de la actividad normal de la

fosfatasa acida eritrocitaria.

Se han descrito otras variantes fenotipicas raras™.

% GIBLETT, E. R., SCOTT, N. M., “Red cell acid phosphatase: racial distribution and report of a
new phenotype’, Am. J. Hum Genet., vol. 17, pags. 425-432.

% JENKINS, T., CORFIELD, V., The red cell acid phosphatase polymorphims in Southerm Africa:
population data and studies on the R, RA and RB phenotypes’, Ann. Human. Genet., vol. 35,
pags. 379-391.

% NELSON, M. S, “A computer assisted population frequency study of fourteen polymorphic
blood grouping systemsin North Carolina’ , J. Forensic <ci., vol. 29, pags. 762-763.

&7 KARP. G. W., SUTTON, H. E., “Some new phenotypes of human red cell acid phosphatase”,
Am. J. Hum. Genet., vol. 19, pags. 54-62.

%8 SORGO, G., BRINKMAN, B., “Inheritance of the allele P* of the red cell acid phosphatase (EC
3.1.3.2) in acaucasian family”, Hum. Genet., vol. 24, pags. 155-157, SORENSEN, S. A., “Report
and characterization of a new variant, EB, of human red cell acid phosphatase”, Am. J., Hum.
Genet., vol. 27, pags. 100-109.

% HERBICH, J,, FISHER, R. A., HOPKINSON, D. A., “Atypical segregation of human red cell
acid phosphatase phenotypes evidence for a rare “silent” allele P*, Ann. Hum. Genet., vol. 34,
pags. 145-151.

20 NELSON, M. S,, SMITH, E. A., CARLTON, W. K., ANDRUS, R. H., REISNER, E. G., “Three
new phenotypes of human red cell acid phosphatase: AcP, FA, AcP, GA and AcP, GB”, Hum.
Genet., vol. 67, pags. 367-371, TUROWSKA, B., “Evidence of a “new” dlele of red cell acid
phosphatase AcP K", Forensic Science International, vol. 26, pags. 163-167.
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4.6.4. LA FOSFATASA ACIDA EN LA INVESTIGACION DE LA

PATERNIDAD

La sencillez de las pruebas analiticas, asi como las claras proporciones
genéticas, permiten la utilizacion de este polimorfismo enzimético para la

determinacion de la paternidad.

La probabilidad de exclusiéon a priori, referida a poblaciéon gallega esta

cifrada en 20,43 %°**, es decir, un porcentaje relativamente el evado.

Los sistemas enzimaticos del eritrocito se encuentran en los marcadores
Mas Seguros puesto que, en la mayoria, es posible determinar silentes
enmascarados en heterocigotos, ya que, habitualmente, en ellos la actividad
enzimética esta reducida a la mitad. La tasa de silentes parala AcP es 0,34 %

en poblacién caucasoide™-.

En latabla 24 se muestran |as frecuencias genicas de la AcP, obtenidas en

distintas pobl aciones espariol as™-,

#1 CARRACEDO, A., LAREU, M.V., BARROS, F., “Polimorfismos enziméticos del eritrocito”.
En: HUGUET RAMIA, E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a
la investigacién bioldgica de la paternidad, pag. 135.

%2 POLESKY, H.F., “The frequency of “null” genes calculated from trios in disputed parentage
cases’, Forensic Science International, vol. 23, pag. 69.

2% CASTELLANO ARROYO, M., MATINEZ JARRETA, M. B., Distribucién de frecuencias de
mar cador es genético moleculares en poblacion espafiola, pag. 35.



168

Tabla 24. Frecuencia delos alelos dela AcP en poblacién espafiola

POBLACION FRECUENCIAS GENICAS MUESTRA
A B C (n)

Andalucia
A. Orientales 0,279 0,696 0,025 385
Sevilla 0,367 0,580 0,023 213
Aragén
Zaragoza 0,234 0,741 0,025 1000
Baleares
Ibiza 0,249 0,719 0,032 390
Canarias
Gran Canaria
Noroeste 0,203 0,773 0,021 300
Noreste 0,167 0,808 0,025 120
Sur 0,206 0,767 0,015 262
Cadtilla
Ledn 0,233 0,729 0,038 118
Burgos 0,252 0,723 0,025 119
Palencia 0,287 0,691 0,022 68
Valladolid 0,278 0,699 0,023 108
Catalufia
Barcelona 0,277 0,648 0,075 944
Galicia
Gallegos 0,278 0,686 0,036 1086
Lugo 0,298 0,666 0,036 253
Madrid
Madrilefios 0,324 0,623 0,053 190
Residentes 0,275 0,678 0,047 952
Navarra
Navarros 0,237 0,722 0,041 580
Pamplona 0,257 0,717 0,026 288
Pais Vasco
Vizcaya
Arratia 0,279 0,714 0,007 70
Guernika 0,301 0,685 0,014 73
Uribe 0,300 0,673 0,027 75

Vizcainos 0,281 0,709 0,010 194




5. MATERIAL Y METODQOS




5.1. SELECCION DE LOS INDIVIDUQOS

Todas las muestras de sangre utilizadas en este estudio proceden de

donantes voluntarios.

Todos los individuos fueron seleccionados a partir del padron municipal e

identificados mediante unafichader

ecogida de datos (fig. 12).

DATOS DE LA TOMA DE SANGRE

UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

DEPARTAMENTO DE MEDICINA LEGAL
Profesor R. MUNOZ

Lugar de la toma Fecha ...

Sin anticoagulante.. mls. Con anticoagulante mls.
Anticoagulante utilizado

Observaciones

ALMACEN Suero Plasma Hemolizado

Nomeros:

DATOS PERSONALES

Nombre

Primer apellido

Edad .. Registro n.° ...

Segundo apellido

Residente en .. Calle

N.° Teléf.

Nacido en

Padre nacido en
Abuelo paterno nacido en

Abuela paterna nacida en

Madre nacida en......

Abuelo materno nacido en

Abuela materna nacida en

Fig. 12. Ficha derecogida de datos
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Para que un individuo fuera incluido en la muestra se impusieron varias

condiciones:;

S6lo se tomaron muestras sanguineas a las personas que acreditaron
estar sanos en € momento de la extraccién, con objeto de evitar

relacion entre enfermedad y fenotipo.

Solamente se aceptaron las muestras de personas sin relacion de

parentesco hasta el nivel de primos hermanos.

Las personas aceptadas en € estudio debian tener padres y abuelos

nacidos en la Comarca de Las Arribes.
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5.2. MATERIAL

Material de uso comun en &l |aboratorio:

Material de vidrio, pipetas automaticas, pipetas Pasteur, tubos eppendorf,
estufas, balanzas de precision, peachimetro, gradillas, agitador de tubos,
agitador magnético, nevera, arcon congelador, centrifuga, bafio termostatico,
estufa de cultivos, sistema de purificacion de agua, guantes de vinilo, parafilm,

etfc.

Toma de muestras:

Agujasy jeringuillas desechables (sistema V enoJect).

Tubos de 10 ml utilizando EDTA(K;) como anticoagulante (sistema

VenoJdect).

Neveras portatiles.
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Material para electroenfoque;

Fuente de alimentacion: Electroforesis Constant Power Supply ECPS

3000/150 (Pharmacia).

Cubetas: Gel Electrophoresis Apparatus GE - 2/4 (Pharmacia).

Flat Bed Apparatus FBE-3000 (Pharmacia).

Material complementario:

Papel Wathman 3MM.

Molde BIO-RAD.

Placas de cristal de 20 x 11,4 x 0,25.

Tiras electrodicas (Pharmacia).
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5.3. PRODUCTOS

Productos utilizados en el tratamiento de la muestray en € fenotipado de

los marcadores genéticos:

Cloruro sadico (Merck).

Suero anti-A (Pronadisa).

Suero anti-A; lectina (Pronadisa).

Suero anti-B (Pronadisa).

Suero anti A y B (Pronadisa).

Suero anti-D (Dominion).

Suero anti-C (Menarini).

Suero anti-c (Dominion).

Suero anti-E (Dominion).

Suero anti-e (Dominion).



Suero anti-globulina humana (Biotest).

Suero Rh control (Dominion).

Células control Coombs (Dominion).

Suero anti-M (Dominion).

Suero anti-N (Dominion).

Suero anti-S (Menarini).

Suero anti-s (Dominion).

Productos utilizados en |a elaboracidn de |os soportes el ectrof oréticos:

Acrylamide Ultrograde (LKB).

NN"-Methylene-Bisacrylamide Ultrograde (LK B).

Sacarosa (Merck).

Persulfato de amonio (MercK).

Silano (Pharmacia).

Temed (NN -tetrametiletilendiamina) (Sigma).
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Anfolinas:

Ampholine 3,5-5 (LKB).

Ampholine 4-6 (LKB).

Ampholine 5-8 (LKB).

Pharmalyte 2,5-5 (Pharmacia).

Pharmalyte 4,2-4,9 (Pharmacia).

Pharmalyte 4-6,5 (Pharmacia).

Pharmalyte 4,5-5,4 (Pharmacia).

Pharmalyte 4,5-5,4 (Pharmacia).

Productos utilizados en la elaboracién de soluciones tampén vy

electrodicas:

Acido fosforico (Merck).

Acido acético (Merck).

Etanolamina (Merck).



Productos utilizados como sustrato y en €l revelado:

Acido acético 100% (Merck).

Aguaoxigenada 110 vol (C. Erba).

Aguaultrapura (Elgastat-UHQ).

Papel Wathman 3MM.

Azul de Comassie (LKB).

4-Metil-umbeliferil-fosfato (Sigma).

Acido citrico (Sigma).

Hidréxido sodico (Fine Chemicals).

Metanol (Probus).

Acido tricloroacético (Merck).

Acido sulfosalicilico (Merck).

Dithiotreitol 0,05M (DTT) (Merck).
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5.4. METODOLOGIA ESTADISTICA

Todos los datos fenotipicos obtenidos se procesaron empleando € paquete
de software estadistico StatView, version 4.0 (Abacus Concepts Inc., Berkeley,

Cdlifornia) y laaplicacion Excel 4.0 (Microsoft Corporation).

5.4.1. POBLACIONES ESTUDIADAS

Nuestro estudio se ha realizado en la comarca natural de Las Arribes del
Duero de la provincia de Salamanca considerando la poblacién censada en

mayo de 1996. La poblacién total objeto de estudio es de 7662 habitantes.

Para la obtencion de los datos de la poblacion de cada municipio se
solicitd autorizacion a cada corporacion municipal paratrabgar “in situ” con el

censo del afo 1991 al objeto de actualizarlo.

Los municipios que componen la comarca estudiada y e numero de

habitantes de cada uno de €llos se indican en latabla 25.
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Tabla 25. Poblacion dela comarcadeLasArribes

Municipios NUmero de habitantes Entidades Menores
Aldeadavila 2159 Corporario, Salto de Aldeadavila.
Hinojosa de Duero 901
LaFregeneda 650
Masueco 490
Mieza 437
Perefia 549
Saucelle 533 Salto de Saucelle
Vilvestre 682
Villarino 1261 Cabeza de Framontanos

5.4.2. MUESTREO

La eleccién de los individuos que componen la muestra se realizo
mediante un muestreo aleatorio simple, utilizando una tabla de ndmeros

aeatorios.

Para calcular €l tamaiio de la muestra se aplicala siguiente expresi on**:

tzpq
d2

siendo t, lat de Student para un nivel de confianza de (1-a) y d la maxima

diferencia que se esta dispuesto a admitir entre p y € valor p que se obtenga

2 MARTIN ANDRES, A., LUNA DEL CASTILLO, J. D., Biostadistica para las Ciencias de la
Salud, pags. 155-156.
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con dicha muestra. La idea es tener garantias de que tomando una muestra de
tamafio n, la proporcién poblacional p de individuos que verifican la
caracteristica es, con una confianza de (1-a), alguno de los valores entre p+d,
con p la proporcion en la muestray d un niimero dado de antemano (cuanto

mas pequefio, mas precisa es la estimacion).

El problema radica en que el tamafio de la muestra depende de p que es
desconocido y es tanto mayor cuanto mayor sea la confianza del intervalo (1-
a) y cuanto menor sea d. Ademas la muestra serd mas grande cuanto mas
cercano sea p a 0,5, disminuyendo cuando nos enfrentamos a caracteres raros

(p pequeiio) o muy frecuentes (p grande).

Laaplicacion de la expresion anterior puede hacerse de dos modos:

Utilizar para los distintos marcadores los valores de las frecuencias

citados en la bibliografia.

- Considerar € reparto de frecuencias fenotipicas mas desfavorable

(mayor tamario muestral).

En nuestro caso, se ha preferido la opcidon de considerar el reparto de

fenotipos mas desfavorable (pg=1/4), y fijando un nivel de confianza del 95%
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y un error de 5% el tamafio de la muestra calculado, mediante la expresion

anterior, resulta ser de 385 personas.

Como en nuestro caso la muestra se toma de una poblacion de tamafio
finito es preciso calcular la fraccion de muestreo (f= n/N) con objeto de
establecer si es necesario realizar una correcion por poblacion finita. Cuando f

£ 0,05 € intervalo de confianza dado para p es bastante valido.

En nuestro caso la fraccién de muestreo obtenida es f £ 0,05, por lo que

No es necesario corregir el tamafo muestral.

En la tabla 26 se detalla e nimero de personas muestreadas en cada

municipio.

Tabla 26. Distribucion de las muestras por municipios

Municipios NUmero de muestras ~ NUmero de muestras
calculadas tomadas
Aldeadavila 108 112
Hinojosa de Duero 45 50
LaFregeneda 33 37
Masueco 25 25
Mieza 22 27
Perefia 28 36
Saucelle 27 31
Vilvestre 34 34
Villarino 63 52

TOTAL 385 404
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5.4.3. FRECUENCIA FENOTIPICA, GENOTIPICA' Y GENICA

El conocimiento fenotipico de los individuos es € punto de partida para €

estudio de una poblacion.

Consideremos el caso sencillo de un locus autosomico A, con dos alelos
diferentes, A, y A, presentes en todos los individuos. El nimero de individuos
de cada uno de los tres genotipos, A;A;, AJA, Yy ALA, equivale a nimero rea
de individuos de las tres clases fenctipicas si no hay dominancia, es decir s

cada genotipo es fenotipicamente distinguible.

Sean n, n, y n, los nimeros de los genotipos AA;, AJ/A, y AA,,
respectivamente, de modo que n,+n,+n, = N. En este caso N corresponderia al

nimero de individuos que componen la muestra.

Las proporciones de AA;, A/A, ¥ AA, pueden representarse,

respectivamente como x, Y, z, y se denominan frecuencias genotipicas, siendo:

&:X &:y E:Z
N N N
X+y+z=1

En una poblacion de N individuos existiran 2N aelos ya que cada

individuo aporta 2 alelos.
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Denominemos p y q, respectivamente, a las frecuencias génicas del alelo

A,y dd aeloA,.

Cadaindividudo homocigoto A ;A aportados alelos A ;, en tanto que cada
heterocigoto A,A, sdlo aportaun aelo A ;; los homocigotos A,A, no aportan en
ningun caso aelos A,. Por consiguiente, e nimero total de alelos A; en la

muestra sera 2n, + n,, que referidos a un total de 2N, proporciona una valor de
p:

2n, +n
P=—oN
Andlogamente, cada individudo homocigoto A,A, aportados alelos A ,, en
tanto que cada heterocigoto A,A, sblo aporta un aelo A,; los homocigotos
A,A; no aportan en ningun caso alelos A,. Por consiguiente, el nimero total de
aelos A, en la muestra sera 2n; + n,, que referidos a un total de 2N,
proporciona unavalor de q:

_n,+2n,
2N
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Estas frecuencias génicas pueden ser expresadas en funcion de las

frecuencias de |os genotipos:

_h +12n, n, +112n2

=x+1/2
N N Y
12n,+n, 12n, n,
= = +—==1/2v+2z
a N N TN U

Cuando € numero de alelos es mayor de dos, se puede deducir que la
frecuencia génica (f) de cada uno de ellos serd siempre igual a nuimero de
homocigotos (para ese alelo méas la mitad de los heterocigotos (Hh), dividido
todo ello por e nimero de individuos estudiados. Es decir:

4@ HH+3 Hh/2

f
N

Los sistemas polimérficos ABO, Rh y MNSs se deben estudiar de forma
diferente, bien por existir fendmenos de dominanciay recesividad o bien por
gue la transmision de los alelos se realiza por haplotipos. Para obtener las
frecuencias de un sistema polimorfico que se aproximen a una solucion de
maxima verosimilitud es necesario obtener en primer lugar unos valores que

deberan ser posteriormente corregidos.
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Para el calculo de las frecuencias génicas del sistema ABO se ha aplicado

el método de Fisher®®, aplicando |as siguientes expresiones:

r=+0

p:= \/(6 +K1+Z\2) - \/(C_)‘F/Kz)
p=/(0+Az) - VO
q=+(0+B)- VO

siendo A:, A2, B y O las frecuencias fenotipicas y p, p,, q Yy r las

respectivas frecuencias génicas.

En la préctica la suma de p,+p,+qg+r no da como resultado exactamente la

unidad.

2 MOURANT, A. E., KOPEC, A. C., DOMANIEWSKA-SOBCZAK, K., The distribution of the
human blood groups, pags. 51-52, MUNOZ, J. L., RODRIGUEZ CALVO, M. S, “Estima de
frecuencias génicas’. En; CARRACEDO, A., BARROS, F., Problemas biostadisticos en genética
forense, pags. 23-24.
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Llamando D a la desviacion de 1, de acuerdo con Fisher puede
encontrarse una mejor correccion de las frecuencias génicas con la siguiente

correccion:

Pi=Py/(1-D)

P2=P2/(1-D)

9.~¢/(1-D)

r.=r/(1-D)

siendo D=1-(p,+p,+qr)

Para €l calculo de las frecuencias génicas del sistema Rh se han aplicado

|as siguientes expresiones?™:

cde = +/ccddee (1)

cDe = v/ccDee + ccddee - cde (2)

—— Ccddee

Cde= — 3
© 2cde 3

2 MUNOZ, J. L., RODRIGUEZ CALVO, M. S, “Estima de frecuencias génicas’. En:
CARRACEDO, A., BARROS, F., Problemas biostadisticos en genética forense, pags. 24-25,
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(4)

CDe=+/Cge’ + CCDee - Cde (5)

cDE =+/cgE? + ccDEE - cdE (6)
CDE = ———<PEe (7)
2(CDe + Cde)

Lafrecuenciadel haplotipo CdE es cero en casi todas las poblaciones o no

més de 0,00005%".

Estas estimaciones preliminares se corrigen multiplicando (3), (5) y (7)

por

C
(CDe + Cde + CDE)

donde Ces la frecuencia total del gen C que se obtiene contando los genes, es

decir?®:

C=(2CDE/C + CDE/c+ 2CDe/C + Cdelc+ 2Cde/C + Cdelc + 2CdE/C + CdE/c) / 2N

27 RACE, R. R.,, MOURANT, A. E., MACFARLANE, M. N., “Travaux récents sur les antigénes et
anticorps Rh avec une étude particuliere de la théorie de Fisher”, Revue d' HEmatologie, val. 1,
pag. 16.

%8 BOYD, W. C., “Shortened maximum likelihood estimation of Rh gene frequencies’, The
American Jorunal of Human Genetics, vol. 6, pag. 317.
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(4) y (6) por

(E - CDE)
(cDE + cdE)

donde

E =1- +/cde+ cDe + Cde/c + CDelc + Cde/C + CDe/C

(1) y (2) por

1- (C +E) +CDE
(cDe + cde)

La suma de las frecuencias asi obtenidas se aproxima a la unidad y, a
menudo, difieren de las estimadas por € método de maxima verosimilitud en

menos que un error estandar.

5.4.4. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

La Ley de Hardy-Weinberg, ley bésica para estudiar la genética de la
poblacion, debe su nombre a Hardy, matematico inglés, y a Weinberg, médico

aleman, quienes laformularon, en 1908, independientemente uno de otro.
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Las frecuencias de los genotipos de un locus cualquiera de genes, en una
poblacion cuyos apareamientos se hacen a azar, se obtienen segin las

frecuencias relativas de los alelos en la poblacion.

Se afirma gue una poblacién se hala en equilibrio Hardy-Weinberg

cuando los diferentes genotipos existen segln estas proporciones.

El equilibrio Hardy-Weinberg puede ser alterado por varios factores,

como € apareamiento no a azar, lamutacion, laseleccion y lamigracion.

La deduccion matemética de esta ley parte del hecho de que
apareamiento aleatorio entre individuos es equivalente a la union aleatoria de

SUS gametos.

Consideremos un locus autosémico dialélico, con las frecuencias génicas

y genotipicas (tabla 27).

Tabla 27. Frecuencias génicasy genotipicas
Genes Genotipos

A A, AA, AA, AA,

Frecuencias p q X y z
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Como existen tres posibles fenotipos, hay en total nueve posibles tipos de

apareamiento y sus frecuencias, cuando € cruce es a azar, se indican en la

tabla 28.

Tabla 28. Tipos de apar eamiento y sus frecuencias

Genatiposdd progenitosmesaulinoy susfrecuendas
AA, AA, AA,
Geandtiposdd progenitor femeninoy aUs X y z
frecuendas
AA; X X2 Xy Xz
AA, y Xy y? yz
AA, z Xz yz %

Puesto que €l sexo del progenitor es irrelevante en este contexto, algunos

de los tipos de apareamiento son equivalentesy su nimero se reduce a sais.

Sumando las frecuencias de los tipos de apareamiento que resultan

equivalentes, se obtiene lafrecuencia de los tipos de apareamiento.

Para hallar |a frecuencia de cada genotipo en la progenie total, se sumalas
frecuencias de cada tipo de apareamiento. Las sumas, tras simplificacion,

resultan iguales a p?, 2pg, g%, como seindicaen latabla 29.

Estas son las frecuencias de equilibrio Hardy-Weinberg, que se obtienen

en una sola generacion de apareamiento aleatorio.
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Conviene hacer notar que las frecuencias genotipicas dependen sblo de las
frecuencias génicas en los progenitores, y no de las frecuencias genotipicas

parentales, siempre y cuando |os progenitores se apareen al azar.

Tabla 29. Frecuencias genotipicas de los tipos de apar eamiento

Apareamiento Genotipo y frecuenciade la progenie
Tipo Frecuencia AA; AA, AA,
AA xAA, X2 X2 - -
AA xAA, 2xy Xy Xy -
AA xAA, 2xz - 2xz -
AAxAA, y? 1/4y? 1/2y? 1/4y?
AAx AA, 2yz - yz yz
ALALx ALA, X2 - - z
sumas (x+ 1/2y)? 2(x+1/2y)(1/2y+2) (z+1/2y)?
p? 2pq q

L as propiedades de |a poblacidon con respecto a un solo locus, expresadas

por medio de laley de Hardy-Weinberg son |as siguientes®™:

Las frecuencias génicas y genotipicas de una poblacion son estables
cuando se cumplen las condiciones de panmixia, tamarfio de poblacion y

ausencia de migracion, mutacion y seleccion.

#% LACADENA, J. R., Genética, pag. 1016.
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En las condiciones anteriores las frecuencias genotipicas de la
descendencia dependen solo de las frecuencias génicas de la generacion

parental.

Si por cualquier causa se aterara € equilibrio en una poblacién, pero
volvieran a reestablecerse las condiciones de Hardy-Weinberg, €l

equilibrio se alcanzaria en la siguiente generacion.

Los principios del equilibrio Hardy-Weinberg no se complican demasiado
cuando € numero de a€elos de un determinado sistema sea superior a dos,

siempre que las condiciones anteriormente expuestas se mantenga.

Por tanto, a partir de las frecuencias fenotipicas observadas podemos
llegar a conocer las frecuencias génicas correspondientes, y a partir de ellas, se
puede conocer la frecuencia fenotipica esperada en la poblacién estudiada. Por
consiguiente, se puede averiguar la existencia o no de equilibrio Hardy-
Weinberg, confrontando los valores de las frecuencias fenotipicas absolutas
empiricas con las frecuencias fenotipicas absolutas tedricas. Para comparar

estos valores observados y tedricos se emplea el parametro de c? (ji-cuadrado).
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El valor obtenido para € estadistico ¢? se obtiene mediante la siguiente
expresion:

(Oi - Ei)2
E.

x'=a

siendo O, las frecuencias absolutas empiricas, E; las frecuencias absolutas
tedricas, y siendo € nimero de grados de libertad igual al nimero de fenotipos
menos € nimero de alelos. El nivel de significacién que hemos considerado

sistematicamente en nuestro trabajo esa = 0,05.

El test exige ciertas condiciones de validez. Suele admitirse que ninguna
frecuencia esperada sea menor que 1y no mas del 20% de ellas sean inferiores

oiguales que 5°®.

También se hace precisa una correccion por continuidad cuando el

numero de clases seaigual o0 menor que 4.

Para los sistema ABO, MNSs, Gc, Pi y Acp no fue precisa la correccion

por continuidad.

0 MARTIN ANDRES, A., LUNA DEL CASTILLO, J. D., Bioestadistica para las ciencias de la
salud, pag. 325.
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5.4.5. INDICE DE HETEROCIGOSIDAD

Este indice, o proporcién de heterocigotos, es un parametro indicativo de
la cuantia del polimorfismo estudiado en una determinada poblacion. Ademas,
indica la eficacia del sistema, siendo tanto mayor cuanto mas repartidos estén

los fenotipos para cada sistema.

En una poblacion en equilibrio Hardy-Weinberg se puede estimar la
heterocigosidad media, examinando la proporcion de heterocigotos por

locus™.

El calculo de la frecuencia de heterocigotos en un locus determinado se

realiza mediante la expresion**2;

Nu
u N

o]

h=3a

<
=

siendo n, e ndamero de A/A, individuos en ese locus y N & nimero de

individuos estudiados.

¥ LACADENA, J. R., Genética, pag. 1082.

02 RODRIGUEZ CALVO, M. S, MUNOZ BARUS, J. |., “Pardmetros estadisticos de eficacia a
priori”. En: CARRACEDO, A., BARROS, F., Problemas hioestadisticos en genética forense,

pag. 65.
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5.4.6. COMPARACION DE POBLACIONES

Resulta interesante verificar la existencia o no de heterogeneidad entre la
poblacion estudiada y otras de caracteristicas similares. Para ello se comparan
los valores de las frecuencias alélicas para cada uno de los sistemas de

marcadores genéticos considerados en este trabajo.

Con este fin se utiliza € estadistico ¢? en tablas de contingencia. Si la
hipétesis nula es cierta, las frecuencias observadas difieren de las esperadas

solamente por variacion muestral y no porgue el modelo sea falso.

La correccién por continuidad, en este trabajo, no es preciso reaizarla

pues el niUmero de casillas es siempre superior a4.

Para determinar el nimero de grados de libertad para el contraste de tablas

de contingencia, se atiende a la proporcion fila-columnas. Asi:

g.l. =[(filas- 1) x (columnas - 1)]

5.4.7. PROBABILIDAD DE PATERNIDAD

Clasicamente se ha considerado a la exclusion de paternidad una prueba

segura y a la afirmacion de la paternidad una imposibilidad técnica. En la
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actualidad, no es admisible no excluir una paternidad e ignorar
simultdneamente la prueba positiva, gue en muchos casos puede tener un valor
como evidencia tan alto 0 méas que una exclusion, es decir la probabilidad de

paternidad debe calcularse siempre que no se logre excluir al supuesto padre®®,

Aungque existen varios métodos para calcular la probabilidad de
paternidad, todos €ellos se basan en € teorema de Bayes, que define e célculo

de las probabilidades condicionadas.

El teorema de Bayesdiceques A, A,,...,A, son k sucesos incompatibles
dos a dos y exhaustivos (la unién de todos ellos es el suceso seguro) y B es un

suceso cual quiera, entonces™™:

a5y = PA) PBIA)
& P(A) PBIA)

formulavaidaparar =1, 2,...k.

A las cantidades P(A,) se les denomina probabilidades “a priori”, a las
cantidades P(A,/B) se les llama probabilidades a posteriori y a las cantidades

P(B/A)) selas [lamaverosimilitudes.

¥ HUGUET, E., CARRACEDO, A., “Investigacion de la paternidad”. En: GISBERT CALABUIG,
J. A., Medicina Legal y Toxicologia, pag. 1039.

¥ MARTIN ANDRES, A., LUNA DEL CASTILLO, J. D., Bioestadistica para las ciencias de la
salud, pag. 62.
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Consideremos € supuesto més sencillo: un solo hombre involucrado y un
sistema diaélico codominante. Para aplicar este teorema a este caso, es

necesario establecer dos hipo6tesis mutuamente excluyentes:

La hipétesis H; segin la cual e presunto padre es realmente el padre

bioldgico del nifio.

La hipétesis H, segln la cua el presunto padre no puede ser el padre

bioldgico del nifio.

A estas dos hipétesis podemos otorgarles unas probabilidades “a priori”,
P, para H, y 1-P, para H,. Las suma de ambas probabilidades es 1, ya que

alguna necesariamente tiene gque suceder.

Se puede cacular la probabilidad condicional de observar los tres
fenotipos, P del padre, M delamadrey N del hijo, bajo las dos hipétesis antes

consideradas®.

Si lahipotesis H, es cierta, basta calcular |a probabilidad de observar esos

tres fenotipos (P, M y N) conjuntamente. Se supone, por definicion, que los

% SALMON, CH, SALMON, D., MULLER, J. Y., SEGER, J, “Groupes sanguins, groupes de
protéines et groupes tissulaires dans la recherche de paternité€’. En; DEROBERT, L., Medecine
Legale, pags. 785-786.
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padres no tienen ningln grado de parentesco y sus fenotipos son, por
consiguiente, independientes. Segiin esto la probabilidad del trio (P, M y N)
cuando €l presunto padre es €l padre bioldgico del nifio, después de analizados
los distintos marcadores genético-mol eculares heredabl es, se puede expresar de

laformasiguiente:

Pr(P,M ,y NH)=Pr(P)" Pr(M)" Pr(N/P" M)

Es decir, la probabilidad del trio cuando € presunto padre es e padre
bioldgico, es igual a la probabilidad de que ese padre (P) sea asi, por la
probabilidad de que esa madre (M) sea asi (son dos individuos independientes

uno del otro) por la probabilidad de que ese hijo provenga de esa pargja.

La probabilidad condicional de los fenotipos bajo la hipétesis H, es igual
al producto de la probabilidad de observar una pareja fenotipica madre-hijo
MN por la probabilidad de observar a azar e fenotipo P del hombre
falsamente acusado de paternidad. En efecto, el fenotipo de este hombre es

independiente, bgjo la hipétesis H,, de los de la pareja madre-hijo.

Pr(P,M ,y NH)=Pr(P)" Pr(M)" Pr(N/M)

Es decir, la probabilidad del trio cuando el presunto padre no es € padre
bioldgico, es igual a la probabilidad de que ese padre (P) sea asi, por la

probabilidad de que esa madre (M) sea asi (son dos individuos independientes
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uno del otro) por la probabilidad de que ese hijo (N) provenga de esa madre

(M) (el padre es independiente del hijo en esa situacion).

A partir de las probabilidades “a priori” (P,) y a partir de las
probabilidades condicionales determinadas para las dos hipétesis H; y H,
segln las formulas precedentes, es posible aplicar € teorema de Bayes, que nos

dara la probabilidad a posteriori de paternidad del presunto padre:

P, Pr(H.)
P,” Pr(H,)+(1- P,)" Pr(H,)

PW) =

Sustituyendo p(H,) y p(H,) por las formulas obtenidas anteriormente:

P." Pr(P)” Pr(M)" Pr(N/P" M)
P"Pr(P)” Pr(M)” Pr(N/JP™ M) +(1- P)" Pr(P)" Pr(M) " Pr(N/M)

P(W) =

Considerando que P, tiene un valor de 0,5, es decir, concediendo
“apriori” a supuesto padre la misma probabilidad de ser €l padre como de no

serlo, laformula anterior se puede simplificar:

_ Pr(N/P° M)
W) = Pr(N/P”~ M) + Pr(N/M)
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Esta expresion denominada ecuacién de Essen-Mdller, se expresa

habitual mente como:

e indica la probabilidad que tiene ese individuo de ser el padre (X), comparado
con un hombre tomado a azar de la poblacién (Y). El valor X depende
exclusivamente de los resultados de los andlisis realizados al trio, mientras el
valor Y corresponde a la frecuencia en la poblacién del alelo del hijo que
obligadamente ha recibido del padre. Por €llo, para poder realizar |a prueba de
paternidad es necesario realizar un estudio previo de las frecuencias de los

marcadores estudiados en la poblacion.

Ademas del valor W se usan, a menudo, otros parametros para presentar
la probabilidad de paternidad, como es €l indice de paternidad (IP) que es €
cociente X/Y y relaciona la probabilidad del supuesto padre X con la

probabilidad de paternidad de un hombre tomado al azar Y.

También se utiliza €l llamado valor Essen-Moéller (EM) que es €

log Y/X+10.
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La ecuacion de Essen-Moller se puede expresar:

X O X)Y O X/)Y 1P
W = = = =
X+Y X+Y X/Y+1 IP+1
Y
Dedonde: IP = w
(1- W)

El valor obtenido para la probabilidad de paternidad estd entre Oy 1, o
expresado en porcentaje entre 0 y 100%. El valor matemético obtenido se suele
expresar, de forma mas facilmente inteligible, en forma de los llamados
predicados verbales de Hummel, a los que ya se hizo referencia en el apartado

2.3 de estamemoria

Para sistemas codominantes la aplicacion del teorema de Bayes y de la
formula de Esen-Moller es muy sencilla, ya que es facil de deducir que €l valor
de X sera de 1 para los homocigotos y de 0,5 para los heterocigotos e Y la
frecuencia génica del alelo que el padre transmite al nifio. Se exceptlan las
combinaciones en las que madre y nifio, ambos heterozigotos, tienen e mismo
fenotipo. En este caso, cuando € presunto padre posee algun alelo no presente
en madre y nifio, la probabilidad de paternidad (W) vendra dada por la
expresion:

_ 1/2
W_JJ2+a+b
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siendo ay b las frecuencias génicas de |os alel os presentes en madre y nifio.

Si los alelos que € padre posee estan presentes en la madre y en €l nifio,

la probabilidad de paternidad (W) vendra dada por laformula:

siendo ay b las frecuencias génicas de |os alel os presentes en madre y nifio.

Para sistemas con fendmenos de dominanciay recesividad los célculos se
complican y en este caso hemos aplicado para el célculo de las probabilidades
de paternidad €l método Logic |1, también denominado “Barrido de genotipos’
aprobado por la AABB (The American Asociations of Blood Banks) en 1982,

basado en la aplicacion directa del teorema de Bayes.

También es relativamente comun utilizar tablas como las de Hummel en
las que para determinados marcadores de cdlculo dificil estd indicada la
probabilidad de paternidad para cada combinacion. Su problema es que utilizan
frecuencias génicas de la poblacion aemana y aplicadas a nuestra poblacion

producen un error de méas o menos un predicado verbal*®.

Una vez se conocen los valores W o los valores X e Y para cada

% CARRACEDO, A., HUGUET, E., BARROS, F., “Parametros estadisticos en la investigacion
biolégica de la paternidad. Exclusién y prueba positiva de paternidad”. En : HUGUET RAMIA,
E., CARRACEDO ALVAREZ, A., GENE BADIA, M., Introduccién a la investigacion bioldgica
de la paternidad, pags. 182-183.
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marcador, el calculo de la probabilidad de paternidad global o acumulada es
muy sencillo pues el valor X global es & producto de todos los valores X

parcialesy el valor Y global e producto detodoslosY parciales, de modo que:

Xa>¢(b...Xn

W acumulativa = XaXXo.. Xo+ YaXVs...Yn
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5.5. METODOLOGIA ANALITICA

5.5.1. TOMA'Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Las extracciones fueron realizadas por persona sanitario, colaborador
habitual de nuestro Departamento y fue necesario desplazarse a los domicilios

de los distintos voluntarios sel eccionados.

La muestra de sangre de cada individuo se obtuvo mediante puncién
venosa, utilizando € sistema de extraccion Venodect, obteniéndose

aproximadamente 8 ml de sangre.

Las muestras, una vez extraidas en cada municipio, se sometieron a
refrigeracion a4°C y cada dia, a terminar, mediante una nevera portatil fueron

trasladadas a nuestro laboratorio donde se conservaron en refrigeracion a 4°C.

A continuacion y, en todo caso, antes de transcurrir 24 horas desde la
toma de la muestra, se procedié a la separacion del plasma, la interfase que
contiene las células nucleadas y 1os hematies mediante centrifugacion a 1500

rpm durante 15 minutos a4°C.
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Se recogieron dos alicuotas, aproximadamente 2 ml cada una, de plasma
en tubos eppendorf, convenientemente etiquetados, que se amacenaron

a—20°C hasta el momento de su fenotipado.

Se recogio la interfase y se procedio a la extraccion del ADN*. Estas

muestras de ADN han sido almacenadas a-20°C.

L os hematies se lavaron con solucion salina isotonica a menos dos veces.
El paguete eritrocitario fue repartido en tres adicuotas en tubos
convenientemente etiquetados, dos de las cuales (de aproximadamente 2 ml) se
almacenaron a -20°C hasta el momento de su fenotipado y otra fue utilizada

pararealizar € tipagje de los sistemas sanguineos.

Dada laimportancia de la muestra de poblacion tomada para la realizacion
de este estudio se estimé conveniente conservar en perfecto estado alicuotas de

plasma, hematies lavadosy ADN para posteriores estudios.

5.5.2. METODOS DE AGLUTINACION

Con la dicuota reservada al efecto, se prepar6 una suspension de

%7 SAMBROOK, J,, FRITSCH, E. F., MANIATIS, T., Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
vol. 2, pag. 9.14.
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hematies a 5% en solucion salina isotonica para la determinacion de los

sistemas ABO, Rhy MNSs.

Estas determinaciones estdn basadas en los principios de aglutinacion,
directa o indirecta. Los hematies humanos provistos de un determinado
antigeno aglutinardn en presencia de correspondiente reactivo con €
anticuerpo especifico, mientras que los desprovistos de dicho antigeno no
aglutinaran. Este seria € caso de la técnica de aglutinacion directa. En la
indirecta es necesario la adicion de un suero antiglobulina humana para hacer
visible la aglutinacion tras la incubaciéon de los eritrocitos que posean los

antigenos con los anticuerpos correspondientes.

En ninglin caso debe ser visible una hemdlisis.

Todas las muestras deben ser manipuladas como s potencialmente fueran

capaces de transmitir enfermedades infecciosas.

5.5.2.1. SstemaABO

El tipge ABO debe ser realizado simultaneamente sobre los hematies

(prueba globular) y sobre el suero o plasma (prueba sérica).

Para la prueba serica se utilizo plasma de una de las aicuotas antes de su

congelacion.
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Las reactivos anti-A, anti-B y anti-AB aglutinaran los hematies provistos
de Ag A oly B, mientras que no aglutinaran paralos hematies del grupo O. Los
resultados de la prueba globular deberan ser confirmados por la prueba sérica
realizada ensayando el suero con los hematies de los grupos conocidos A, A,

ByO.

El método fue desarrollado sobre placa (15-25°C) y e modo operativo es

el siguiente:

1. Sobre una placa de opalina depositar 20 il de reactivo anti-A ;, 20 ml de

reactivo anti-A,, 20 pl de reactivo anti-B y 20 pl de reactivo anti-AB.

2. Anadir 20 pl de la suspensiéon de hematies a cada una de las gotas de

reactivo.

3. Para cada test, mezclar reactivo y hematies con la ayuda de una varilla
de vidrio de manera que se obtenga un circulo de 2 cm de didmetro. Cambiar la

varillade vidrio entre cada reaccion.

4. Agitar suavemente la placa con movimientos de oscilacion y observar

aglutinacion en 3 min.

| nterpretacion:

Una reaccion de aglutinacion de los hematies en presencia del reactivo es

un resultado positivo eindicala presenciadel Ag correspondiente.
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La ausencia de una reaccién de aglutinacion de los hematies es un

resultado negativo e indica que €l Ag correspondiente no esta presente.

L as reacciones esperadas con |os reactivos anti-A, anti-B y anti-AB, y los

hematiestest A,, A,, B'y O con su interpretacion son detalladas en la tabla 30.

Tabla 30. Reacciones esperadas con los reactivos Anti-A, anti-B y anti-Ab

Prueba globular: reactivos Prueba sérica: hematies
GRUFOS |Anti-A,,,  Anti-B  Anti-AB A, A, B o)
A + 0 + 0 0 + 0
B 0 + + + + 0 0
AB + + + 0 0 0 0
@) 0 0 0 + + + 0

La prueba globular y la prueba sérica efectuadas simultaneamente deben

ser concordantes.

En la siguiente tabla 31 se indican los genotipos, fenotipos, Ag de

membranay Ac Séricos correspondientes en este sistema.



209

Tabla 31. Genotipos, fenotipos, Ag de membranay Ac séricos del

sistema ABO
GENOTIPO FENOTIPO Ag hematies Ac suero
AA AO A A anti-B
BB BO B B anti-A
AB AB AyB
00 O anti-A y anti-B

5.5.2.2. Sistema Rh

La determinacion de los antigenos del sistema Rh esta basado en €l

principio de aglutinacion directa

La incubacién de los eritrocitos humanos a determinar con e reactivo
(suero anti-D, anti-C, anti-c, anti-E y/o anti-€) darAd como resultado una
reaccion especifica Ag-Ac s el antigeno correspondiente esta presente en los
eritrocitos. La deteccion de esta reaccion sera por visualizacion de la
aglutinacion. La no aglutinacion indica la ausencia del antigeno Rh

correspondiente en |os eritrocitos.

Para confirmar la ausencia de aglutinacion inespecifica asociada a
constituyentes del medio de reaccion ha de readizarse en paralelo un test

control.
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El método fue desarrollado en tubo y € modo operativo es el siguiente:

1. Poner 20 pl del reactivo apropiado en un tubo marcado.

2. Poner 20 ul del suero control Rh-hr en un segundo tubo marcado.

3. Adicionar 20 pl de la suspension de hematies en cada tubo.

4. Mezclar cada tubo cuidadosamente.

5. Centrifugar 30 s a 3200-3400 rpm.

6. Resuspender € botén celular del fondo de cada tubo y observar

macroscopi camente |a agl utinacion.

7. Incubar los test negativosy los controles 15 min. a 37°C.

8. Repetir lospasos6y 7.

Segln la teoria génica de Fisher-Race, € sistema Rh se hereda como
consencuencia de 3 locus muy proximos y cada uno de ellos con dos alelos
alternativos. La herencia se da como haplotipo de tres, tal y como se muestra

en latabla 32.
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Tabla 32. Genes, alelosy haplotipos del sistema Rh

Genes Alelos Haplotipos
D D,d DCE
D,c DCe
E E, e DcE
Dce
d: amorfo dCE
dCe
dcE
dce

La aglutinacion indica la presencia del antigeno correspondiente en los
eritrocitos, y por tanto la prueba se considera positiva. La ausencia del antigeno
en los eritrocitos se manifiesta por ausencia de aglutinacion, y con €lo la

prueba seria negativa.

A partir de los resultados obtenidos en estas pruebas los fenotipos

correspondientes son |os que aparecen en latabla 33.
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Tabla 33. Fenotipos Rh seglin la aglutinacion Ag-Ac
Anti-C  Anti-c  Anti-D  Anti-E  Anti-e FENOTIPO

+ + + + + CcDdEe
+ + + + - CcDdE
+ + + - + CcDde
+ + - + + CcdEe
+ + - + - CcdE
+ + - - + Ccde
+ - + + + CDdEe
+ - + + - CDdE
+ - + - + CDde
+ - - + + CdEe
+ - - + - Cde
+ - - - + Cde

- + + + + cDdEe
- + + + - cDdE
- + + - + cDde
- + - + + cdEe
- + - + - cdE

- + - - + cde

5.5.2.3. Sistema MNSs

La determinacion de los antigenos MN esta basado en €l principio de

aglutinacion directa.

Los eritrocitos humanos que poseen e antigeno M en presencia de
anticuerpos anti-M aglutinan y serén clasificados como M positivos, mientras

que los que carecen de antigeno M no aglutinan en presencia de anticuerpos
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anti-M y entonces serén clasificados M negativos. De manera andloga la
presencia o ausencia de antigeno N se determina con anticuerpos anti-N, tal
gue la aglutinacién indica la presencia de dicho antigeno y la no aglutinacion

Su ausencia

Este par de antigenos esta en estrecha relacién con los antigenos Sy s.

La determinacién de los antigenos S y s esta basada en € principio de
aglutinacion indirecta. Tras incubacién con € anticuerpo correspondiente, 1os
eritrocitos que posean € antigeno S y/o s aglutinardn cuando sean

determinados por € método de la antiglobulina indirecto.

Se deben redlizar controles positivos y negativos: eritrocitos humanos
conocidos por poseer o por carecer del antigeno M o N, son tratados
simultdneamente junto a eritrocitos humanos de los individuos estudiados para

controlar la actividad de los reactivos anti-M y anti-N.

El método fue desarrollado en tubo y el modo operativo es el siguiente:

A. Paradeterminar la presenciade antigenos M o N:

1. En un tubo afadir 40 pl del reactivo apropiado (suero anti-M o anti-N).

2. Aiadir 20 ul de la suspension de hematies en cada tubo.
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3. Mezclar € contenido del tubo e incubar 15 min. a 4°C, en € tubo con

suero anti-M, y a 37°C, en €l tubo con suero anti-N.

4. Centrifugar durante 15 s a 3200-3400 rpm.

5. Resuspender suave y répidamente € boton celular del fondo del tubo y

observar macroscopicamente la aglutinacion

B. Para determinar la presencia de antigeno S:

1. En un tubo anadir 20 pl del reactivo.
2. Anadir 20 pl de la suspensiéon de hematies en cada tubo.
3. Mezclar €l contenido del tubo e incubar 15-20 min a 37°C.

4. Lavar las células al menos tres veces en solucion salina isotonica. Hay
gue decantar completamente la solucion salina y resuspender el botén celular

antes de adicionar la solucion salina para el siguiente lavado.
5. Adicionar 40 pl de suero antiglobulina humana polivalente.
6. Mezclar bien antes de centrifugar durante 1 min. a 1000 rpm.

7. Resuspender suavemente el boton celular del fondo del tubo y observar

macroscopi camente |a agl utinacion.
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8. Si laaglutinacidn no es visible, adicionar una gota de células control de

Coombsy repetir los pasos 7 y 8; ahoralareaccion debe ser positiva,

C. Paradeterminar |a presencia de antigeno s:

1. En un tubo anadir 20 pl del reactivo.
2. Anadir 20 pl de la suspensién de hematies en cada tubo.
3. Mezclar el contenido del tubo e incubar 15 min a 37°C.

4. Lavar las células a menos tres veces en solucion salina isoténica. Hay
gue decantar completamente la solucion salina'y resuspender el boton celular

antes de adicionar la solucién salina para el siguiente lavado.
5. Adicionar 40 pl de suero antiglobulina humana polivalente.
6. Mezclar bien antes de centrifugar durante 1 min. a 1000 rpm.

7. Resuspender suavemente € botdn celular del fondo del tubo y observar

macroscopicamente la aglutinacion.

| nterpretacion:

La aglutinacion de los hematies en presencia del reactivo es un resultado
positivo e indica la presencia del antigeno correspondiente. En caso contrario

el resultado de la prueba seria negativo.
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En la tabla 34 aparecen los genotipos, fenotipos y los antigeno presentes
en lamembrana del eritrocito, paralos distintos grupos de este sistema.

Tabla 34. Genotipos, fenotiposy antigenos M NSs
GENOTIPO FENOTIPO Ag hematies

MSMS MS MyS
MS Ms MSs M, Sys
MsMs Ms Mys
NSNS NS NyS
NS Ns NSs N, Sys
Ns Ns Ns Nys
MSNS MNS M,NyS
MSNs MNSs M, N, Sys
MsNS

MsNs MNs M,Nys

En la siguiente tabla 35 se recogen |os fenotipos correspondientes alos

resultados obtenidos.

Tabla 35. Fenotipos M NSs obtenidos segin Ag-Ac
Anti-M Anti-N Anti-S Anti-s FENOTIPO

+ 0 + 0 MS
+ 0 0 + Ms
+ 0 + + MSs
0 + + 0 NS
0 + 0 + Ns
0 + + + NSs
+ + + 0 MNS
+ + 0 + MNs

+ + + + MNSs
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5.5.3. METODOS ELECTROFORETICOS

5.5.3.1. Sistema Gc

La separacion de los subtipos de los grupos Gce se llevd a cabo mediante
técnicas de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida (PAGIF) siguiendo la

técnica descrita en 1979 por Hoste®®,

La preparacion de la solucién de polimero de poliacrilamida se efectud
con 6 g de acrilamida, 0,2 g bisacrilamida, 12 de sacarosa y 100 ml de agua

ultrapura.

La fabricacion de cada gel de poliacrilamida se realizé tomando 11 ml de
la solucion de polimero de poliacrilamida a la que, previa desgasificacion, se
anadia 0,7 ml de Ampholine de rango 4-6, 0,15 ml de Pharmalyte de rango 4-
6,5 y 0,3 ml de Pharmalyte de rango 4,5-5,4. La polimerizaciéon del gel se
realizd anadiendo a la mezcla 0,6 ml de solucion de persulfato de amonio al

1% vy, después de una suave agitacion, 20 m de Temed.

Los geles se prepararon con un espesor de 0,3 mm. Para ello, la solucién
penetrd por capilaridad entre el molde BIO-RAD y una placa de cristal tratada

previamente con silano para que € gel se adhiera a la misma (se habia

%8 HOSTE, B, “Group-specific component (Gc) and transferrin (Tf) subtypes ascertained by
isoelectric focusing. A simple nonimmunnological staining procedure for G¢”, Hum. Genet., vol.
50, pags. 75-79.
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sumergido la placa de cristal, durante una hora, en una solucién de 0,4 ml de
silano en un litro de agua ultrapura llevado a pH 3,5 con &cido acético glacial y

secada a temperatura ambiente).
La polimerizacion se realiz6 durante una hora

Los geles, una vez fabricados, fueron inmediatamente utilizados o bien se
conservaron en camara himeda a 4°C hasta su utilizacién en un periodo

maximo de 24 horas.

Las soluciones utilizadas para los electrodos fueron acido acético a 1%
para €l anodo y etanolamina al 1% para e catodo. Se aplicaron sobre € gel

mediante tiras electrédicas.

Las muestras fueron aplicadas (sin diluir) sobre e gel a 2 cm,

aproximadamente, del extremo catédico mediante papel Whatman.
L as condiciones de la focalizacion fueron:
1° Prerun durante 45 minutos (sin muestras) a 8 W, 151 mA y 1500 V.
2° Focalizacion durante 3 horasy 30 minutosa: 5W, 151 mA y 1500 V.

Los papeles Whatman que contenian las muestras se retiraron a los 30

minutos de iniciada la migracion.

La visudizacion de las bandas Gc se llevO a cabo por simple
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precipitacion. Al concluir el isoelectroenfoque, se sumergia la placa en una
solucion preparada con 1 g de é&cido tricloroacético, 4 g de &cido

sulfosalicilico, 110 ml de metanol y 220 ml de agua ultrapura.

A los pocos minutos, unos 15, tenia lugar la visualizacion de la bandas de

precipitacion (fig.13).

Fig. 13. Bandas Gc obtenidas mediante PAGIF

Este proceso debe ser realizado en una cubeta con fondo oscuro ya que
facilita la visuaizacién de las bandas de Gc. Estas se distinguen con facilidad
haciendo incidir una luz lateral sobre €l gel en inmersion. Las bandas proteicas

de Gc aparecen de color blanco sobre el fondo transparente del gel.
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Las bandas fijadas quedan permanentes, pero a secarse la placa a
temperatura ambiente, |a bandas van desapareciendo de la vista. Pueden volver
a visuaizarse, por simple rehidratacion del gel, siempre que se vuelva a

sumergir la placa en agua ultrapura.

Estas bandas con € tiempo se deterioran, por lo tanto la lectura debe

realizarse unavez que hatenido lugar |a precipitacion de las bandas Gc.

5.5.3.2. Alfal-antitripsina

La separacion de los subtipos de la aj-antitripsina se llevd a cabo

mediante i soelentroenfoque en geles de poliacrilamida (PAGIF)*®,

Los geles de 0,3 mm fueron realizados con € molde BIO-RAD sobre
placa de cristal tratada previamente con silano para que €l gel se adhieraa la
misma (se habia sumergido la placa de cristal, durante una hora, en una
solucion de 0,4 ml de silano en un litro de agua ultrapura llevado a pH 3,5 con

acido acético glacial).

% ALLEN, R. C, HARLEY, R. A, TALAMO, R. C,, “A new method for determination of alpha-1-
antitrypsin phenotypes using isoelectric focusing on polyacrilamide gel dabs’, Am. J. Clin.
Pathol., vol. 62, pags. 732-739.
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La solucién de polimero estuvo constituida por 6 g de acrilamida, 0,2 g de

bisacrilamida, 12 g de sacarosa'y 100 ml de agua ultrapura.

Para su fabricacion se tomaron 11 ml de la solucién de polimero a la que
previa desgasificacion se afiadia 0,5 ml de Ampholine 3,5-5, 0,2 ml de
Pharmalyte 2,5-5, 0,2 ml de Ampholine 4-6, 0,2 ml de Pharmalyte 4,2-4,9, 6

ml de solucién de persulfato aménico al 1%y 20 m de Temed.
La polimerizacion se realiz6 durante una hora

Los geles fabricados fueron inmediatamente utilizados o bien se
conservaron en camara himeda a 4°C hasta su utilizacién en un periodo

maximo de 24 horas.

Las soluciones utilizadas para los electrodos fueron acido acético a 1%
para el dnodo y etanolamina al 1% para € céatodo. Se aplicaron sobre el gel

mediante tiras electrodicas.

Las muestras fueron aplicadas (sin diluir) sobre e gel a 2 cm,

aproximadamente, del extremo catodico mediante papel Whatman.
Las condiciones de lafocalizacion fueron:

1° Prerun durante 45 minutos (sin muestras) a 8 W, 151 mA y 3000 V.
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2° Focalizacion durante 2 horas y 30 minutos:

Durante 30 minutosa7 W, 151 mA y 3000 V.

Durante 2 horasa12 W, 151 mA y 3000 V.

Los papeles Whatman que contenian las muestras se retiraron a los 30

minutos de iniciada la migracion.

Terminada la migracion la placa se sumergié en una solucion de fijado

constituida por écido tricloroacético al 12% durante 30 minutos.

Posteriormente se introdujo durante 30 minutos en una solucién
constituida por 250 ml de etanol, 80 ml de &cido acético y un litro de agua

ultrapura.

La coloracion de las bandas se realiz6 a una temperatura de 65°C. Para el
tefiido se prepard una dilucidon de 500 ml de azul de Comassie en 400 ml de la
solucion que se habia preparado de etanol, acido acético y agua, se calent6
hasta 65°C y se introdujo la placa manteniéndose en estufa a 65°C durante 30

minutos.

Después se retird e exceso de colorante mediante varios lavados, cada 30
minutos, con la solucién de etanol, &cido acético y agua hasta alcanzar €

contraste deseado.
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En lafigura 14 se observa un placa de alfa-1-antitripsina.

el T o i S W D N

Fig. 14. Patrones de bandas a,,-antitripsina mediante técnicas de PAGIF

5.5.3.3. Fosfatasa Acida Eritrocitaria

La separacion de los tipos de AcP; se realizd mediante isoelectroenfoque
en geles de poliacrilamida (PAGIF) siguiendo la técnica descrita en 1977 por

Burdett y Whitehead 3.

La focalizacion isoeléctrica fue realizada sobre un gel de poliacrilamida.
Los geles de 0,3 mm fueron realizados con el molde BIO-RAD sobre placa de

cristal tratada previamente con silano para que el gel se adhiera ala misma (se

%0 BURDETT, P. E.,WHITEHEAD, P. H., “The separation of the phenotypes of fosphoglucomutase,
erytrocyte acid phosphatase and some haemoglobin variants by isoelectric focusing”, Anal.
Biochem., vol. 77, pags. 419-428.
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habia sumergido la placa de cristal, durante una hora, en una solucién de 0,4 ml
de silano en un litro de agua ultrapura llevado a pH 3,5 con acido acético
glacia).

La solucién de polimero estuvo constituida por 6 g de acrilamida, 0,2 g de

bisacrilamida, 12 g de sacarosay 100 ml de agua destilada.

Para su fabricacion se tomaron 11 ml de la solucion de polimero ala que,
previa desgasificacion, se afiadia 0,1 ml de Ampholine 5-8, 6 ml de solucién de

persulfato amoénico al 1%y 20 m de Temed.

La polimerizacion se realizé durante una hora

Los geles fabricados fueron inmediatamente utilizados o bien se
conservaron en camara humeda a 4°C hasta su utilizacion sin que

transcurrieran 24 horas.

Las soluciones utilizadas para los electrodos fueron acido fosférico 1N
para el dnodo y etanolamina al 1% para € céatodo. Se aplicaron sobre el gel

mediante tiras electrodicas.

Las muestras (hemolizados puros) previa diluicion 1:1 con DTT
(dithiotreitol 0,05M), durante 30 minutos con objeto de anular los cambios
oxidativos que se hubieran podido producir en la muestra, fueron aplicadas

sobre e gel a 2 cm, aproximadamente, del extremo catodico mediante papel



225

Whatman.

L as condiciones de la focalizacion fueron;

1° Prerun durante 45 minutos (sin muestras) a& 5W, 151 mA y 1600 V.

2° Focalizacion durante 2 horasa: 5W, 151 mA y 1600 V.

Los papeles Whatman que contenian las muestras se retiraron a los 60

minutos de iniciada la migracion.

Para la tincion se prepard una solucion de 20 mg de 4-metil-umbeliferil-
fosfato en 15 ml de un tampdn de &cido citrico 0,05M gjustado de un pH de 5
con NaOH. Con esta solucion se empapd papel Whatman 3MM (de iguales
dimensiones que la placa de gel) y se aplicd cuidadosamente sobre éste,

evitando laformacién de burbujas.

Después se procedid a una incubacion a 37°C en cdmara himeda y las

bandas fueron leidas con luz ultravioleta.

La reaccion que tiene lugar entre la 4-metil-umbeliferil-fosfato y la
fosfatasa acida da lugar a la formacion de fosfato y 4-metil-umbeliferona que

tiene la propiedad de ser fluorescente.

En lafigura 15 pueden observarse las bandas de AcP, obtenidas mediante

PAGIF.
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Fig. 15. Patrones de bandas AcP, obtenidas por PAGIF



6. RESULTADQOS
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6.1. FRECUENCIAS FENOTIPICAS Y GENICAS

6.1.1. SSISTEMA ABO

L as frecuencias obtenidas se expresan en latabla 36.

Tabla 36. Frecuencias fenotipicas y génicas del sistema ABO

Fenotipos N° observado %
A 165 40,84
A, 32 7,92

B 38 9,41
O 149 36,388
AB 14 3,47
A,B 6 1,49
Tota 404 100,01
A,: 0,2561
A,: 0,0620
B: 0,0730

O: 0,6073




6.1.2. SSISTEMA Rh

L as frecuencias obtenidas se expresan en latabla 37.

Tabla 37. Frecuencias fenotipicas y génicas del sistema Rh

Fenotipos N° observado %
CcDEe 53 13,12
CcDE 7 1,73
CcDe 140 34,65
CcdEe 0 0,00
CcdE 0 0,00
Ccde 3 0,74
CDEe 0 0,00
CDE 0 0,00
CDe 112 27,72
CdEee 0,00
Cde 0,00
Cde 0,00
cDEe 26 6,44
cDE 11 2,72
cDe 10 2,48
cdEe 0,99
cdE 0,00
cde 38 9,41
Tota 404 100,00
CDE: 0,0000
CDe: 0,5164
CdE: 0,0000
Cde: 0,0121
cDE: 0,1330
cDe: 0,0357
cdE: 0,0143

cde:

0,2884

229
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6.1.3. SISTEMA MNSs

L as frecuencias obtenidas se expresan en latabla 38.

Tabla 38. Frecuencias fenotipicas y génicas del sistema MNSs

Fenotipos N° observado %
MS 27 6,68
Ms 29 7,18

MSs 38 9,41
NS 8 1,98
Ns 74 18,32

NSs 32 7,92

MNS 21 5,20

MNs 20 22,28

MNSs 85 21,04
Tota 404 100,01
MS: 0,1925
Ms: 0,2828
NS: 0,1380

Ns: 0,3868
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6.1.4. SISTEMA Gc

L as frecuencias obtenidas se expresan en latabla 39.

Tabla 39. Frecuencias fenotipicasy génicas de la Gc

Fenotipos N° observado %
1S1S 119 29,46
1S1F 61 15,10

1S-2 156 38,61
1F-1F 3 0,74
1F-2 31 7.67
2-2 34 8,42
Tota 404 100,00
1S: 0,5631
1F: 0,1213

2: 0,3156
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6.1.5. ALFA-1-ANTITRIPSINA

L as frecuencias obtenidas se expresan en la tabla 40.

Tabla 40. Frecuencias fenotipicasy génicas de la Pi

Fenotipos N° observado %
M1-M1 240 59,41
M1-M2 87 21,53

M1-S 47 11,63
M1-Z 2 0,50
M1-F 1 0,25
M2-M2 15 3,71
M2-S 10 2,48
M2-Z 0 0
M2-F 0 0
S-S 2 0,50
Sz 0 0
SF 0 0
Z-Z 0 0
Z-F 0 0
F-F 0 0
Tota 404 100,01
M1: 0,7636
M2: 0,1572
S: 0,0755
Z: 0,0025

F: 0,0012




6.1.6. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

L as frecuencias obtenidas se expresan en latabla 41.

Tabla 41. Frecuencias fenotipicas y génicas de la AcP,

Fenotipos N° observado %
AA 22 544
AB 153 37,88
AC 12 2,97
BB 192 47,53
BC 22 5,44
CcC 3 0,74

Tota 404 100,00
A: 0,2586
B: 0,6918

C: 0,0495

233
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6.2. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

6.2.1. SSISTEMA ABO

L as frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg para

el sistema ABO se hallan recogidas en la tabla 42.

Tabla 42. Frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg
para el sistema ABO

Fenotipos N° observado % N° esperado %
A, 165 40,84 165 40,96
A? 32 7,92 32 7,94
B 38 9,41 38 9,43
O 149 36,38 149 36,99
AB 14 3,47 15,12 3,75
A,B 6 1,49 3,66 0,91
Totd 404 100,01 402,78 99,98
c?=1,5750

g.1.=3 p =0,6651
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6.2.2. SSISTEMA Rh

Las frecuencias fenotipicas esperadas para € sistema Rh se halan

recogidas en latabla 43.

Tabla 43. Frecuencias fenotipicas esperadas para el sistema Rh

Fenotipos N° observado % N° esperado %

CcDEe 53 13,12 62,76 15,54
CcDE 7 1,73 0,00 0,00
CcDe 140 34,65 135,58 33,57
CcdEe 0 0,00 0,14 0,00
CcdE 0 0,00 0,00 0,00
Ccde 3 0,74 2,82 0,01
CDEe 0 0,00 0,00 0,00
CDE 0 0,00 0,00 0,00
CDe 112 27,72 112,78 27,92
CdEe 0 0,00 0,00 0,00
CdE 0 0,00 0,00 0,00
Cde 0 0,00 0,06 0,00
cDEe 26 6,44 35,24 8,72
cDE 11 2,72 8,68 2,15
cDe 10 2,48 8,83 2,19
cdEe 4 0,99 3,33 0,83
cdE 0 0,00 0,08 0,00
cde 38 9,41 33,60 8,32
Tota 404 100,00 403,84 99,25

El estudio de equilibrio Hardy-Weinberg para el sistema Rh se halla
recogido en latabla 44.
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Tabla 44. Frecuencias fenotipicas esperadasy equilibrio Hardy-Weinberg
para el sistema Rh

Fenotipos N° observado % N° esperado %
CcDEe 53 13,12 62,76 15,54
CcDe 140 34,65 135,58 33,57
CcdEe 0 0,00 0,14 0,00
Ccde 3 0,74 2,82 0,01
CDe 112 27,72 112,78 27,92
Cde 0 0,00 0,06 0,00
cDEe 26 6,44 35,24 8,72
cDE 11 2,72 8,68 2,15
cDe 10 2,48 8,83 2,19
cdEe 0,99 3,33 0,83
cdE 0 0,00 0,08 0,00
cde 38 9,41 33,60 8,32
Tota 397 98,27 403,84 99,25
c?=5,8676
g.1.=4 p = 0,2093
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6.2.3. SISTEMA MNSs

L as frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg para

el sistema MNSs se hallan recogidas en la tabla 45.

Tabla 45. Frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg
para el sistema MNSs

Fenotipos N° observado % N° esperado %
MS 27 6,68 14,96 3,70
Ms 29 7,18 32,31 8,00

MSs 38 9,41 43,97 10,88
NS 8 1,98 7,69 1,90
Ns 74 18,32 60,43 14,96

NSs 32 7,92 43,12 10,67

MNS 21 5,20 21,46 531

MNs 90 22,28 88,37 21,87

MNSs 85 21,04 91,67 22,69
Tota 404 100,01 403,98 99,98
c’= 17,2876

g.1.=5 p = 0,0040
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6.2.4. GRUPOS Gc

L as frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg para

el sistema Gc se hallan recogidas en |a tabla 46.

Tabla 46. Frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-
Weinberg dela Gc

Fenotipos N° observado % N° esperado %
1S-1S 119 29,46 128,11 31,71
1S-1F 61 15,10 55,19 13,66

1S-2 156 38,61 143,60 35,54
1F-1F 3 0,74 594 1,47
1F-2 31 7,67 30,93 7,66
2-2 34 8,42 40,24 9,96
Tota 404 100,00 404,00 100,00
c?=4,7567

g.1.=3 p=0,1905
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6.2.5. ALFA-1-ANTRITRIPSINA

L as frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg para

la alfa-1-antitripsina se hallan recogidas en latabla 47.

Tabla 47. Frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg
dela alfa-1-antitripsina

Fenotipos N° observado % N° esperado %
M1-M1 240 59,41 235,57 58,31
M1-M2 87 21,53 96,98 24,00

M1-S 47 11,63 46,58 11,53
M1-Z 2 0,50 1,53 0,38
M1-F 2 0,25 0,76 0,19
M2-M2 15 3,71 9,98 2,47
M2-S 10 2,48 9,59 2,37
M2-Z 0 0,00 0,31 0,08
M2-F 0 0,00 0,16 0,04
SS 2 0,50 2,30 0,57
SZ 0 0,00 0,15 0,04
SF 0 0,00 0,08 0,02
Z-Z 0 0,00 0,00 0,00
Z-F 0 0,00 0,00 0,00
F-F 0 0,00 0,00 0,00
Tota 404 100,01 404,00 100,00

c’=4,6184

g.1.=10 p=0,9152
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6.2.6. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

L as frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg para

lafosfatasa acida eritrocitaria se hallan recogidas en latabla 48.

Tabla 48. Frecuencias fenotipicas esperadas y equilibrio Hardy-Weinberg
dela AcP,

Fenotipos N° observado % N° esperado %
AA 22 544 27,03 6,69
AB 153 37,88 144,59 35,79
AC 12 2,97 10,35 2,56
BB 192 47,53 193,37 47,86
BC 22 544 27,67 6,85
CcC 3 0,74 0,99 0,25

Tota 404 100,00 404,00 100,00
c?=6,9420

g.1.=3 p=0,0738
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L os indices de heterocigosidad obtenidos para cada uno de los sistemas

estudiados se recogen en latabla 49.

Tabla 49. Indice de heterocigosidad
(h) de los sitemas estudiados en la

poblacion de Las Arribes

Sistema h
ABO 0,4084
Rh 0,7389
MNSs 0,6584
Gc 0,6139
Pi 0,3639
AcP, 0,4629




6.4. COMPARACION DE POBLACIONES

6.4.1. SSISTEMA ABO
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La comparacion de las frecuencias génicas del sistema ABO obtenidas en

la poblacion de Las Arribes con |as de otras poblaciones espafiolas (tabla 16)

se recogen en la tabla 50.

Tabla 50. Comparacion de las frecuencias génicas
del sistema ABO en la poblacion de Las Arribes

con las de otras poblaciones espafolas

POBLACION C%(ABO) P
Andalucia

Andaluces 7,546 0,0564
Aragon

Aragoneses 17,718 0,0005
Cantabria

Residentes 13,223 0,0042

Autdctona 9,412 0,0243
Cadilla

Ledn 26,812 < 0,0001

Astorga (Maragatos) 49,055 < 0,0001
Cataluia

Barcelona 4,075 0,2535
Galicia

Gallegos (a) 1,233 0,7450

Gallegos (b) 1,883 0,5969

Gallegos (¢) 26,958 < 0,0001

Gallegos (d) 1,393 0,7073

g.1.=3

(@), (b), (c) y (d) son distintas poblaciones estudiadas en Galicia
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6.4.2. SSISTEMA Rh

La comparacion de las frecuencias génicas del sistema Rh obtenidas en la
poblacion de Las Arribes con las de otras poblaciones espafiolas (tabla 19) se

recogen en latabla 51.

Tabla 51. Comparacion de las frecuencias genicas
del sistema Rh en la poblacion de Las Arribes con
las de otras poblaciones espafolas

POBLACION c2(Rh) P

Andalucia

Andaluces 38,700 < 0,0001

Céadiz 24,721 < 0,0001
Aragén

Aragoneses (a) 38,235 < 0,0001

Aragoneses (b) 884,492 < 00,0001

Zaragoza 212,582 < 0,0001
Cantabria

Residentes 5,741 < 0,0001

Autéctona 65,307 < 0,0001
Catalufia

Barcelona (@) 33,794 < 00,0001

Barcelona (b) 119,922 < 0,0001

Catalanes 48,469 < 0,0001
Galicia

Gallegos (a) 2,874 0,4114

Gallegos (b) 35,551 < 0,0001

g-1.=3

(@) y (b) son distintas poblaciones estudiadas en la misma
zonageogréfica
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6.4.3. SISTEMA MNSs

La comparacion de las frecuencias génicas del sistema MNSs obtenidas
en la poblacion de Las Arribes con las de otras poblaciones espariolas (tabla

21) serecogen en latabla 52.

Tabla 52. Comparacion de las frecuencias genicas
del sistema MNSs en la poblacion de Las Arribes
con las de otras poblaciones espaiolas

POBLACION c?(MNSs) P
Cantabria

Residentes 16,454 0,0009

Autéctona 11,820 0,0080
Catalufia

Barcelona (@) 24,460 < 00,0001

Barcelona (b) 20,319 0,0001
Galicia

Gallegos 26,580 < 0,0001

Lugo 8,322 0,0398

g.1.=3

(@ y (b) son ditintas poblaciones estudiadas en Barcelona
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6.4.4. SISTEMA Gc

La comparacion de las frecuencias génicas del sistema Gc obtenidas en la
poblacion de Las Arribes con las de otras poblaciones espafiolas (tabla 22) se

recogen en latabla 53.

Tabla 53. Comparacion de las frecuencias genicas
del sistema Gc en la poblacion de Las Arribes con
las de otras poblaciones espafolas

POBLACION c?(Go) P
Andalucia

A. Orientales 7,737 0,0209
Aragon

Aragoneses 6,442 0,0399
Baleares

Baleares 10,247 0,0060

Ibizay Formentera 8,380 0,0151

Madlorca 10,254 0,0059

Menorca 5,486 0,0644
Cadilla

Toledo 105,493 < 0,0001
Catalufia

Barcelona 0,712 0,7004
Galicia

Gallegos 0,142 0,9317
Madrid

Residentes 0,160 0,9230
Navarra

Navarros 7,680 0,0215
Pais Vasco

Vizcanos 3,005 0,2225

Residentes 0,115 0,9442

Foraneos 2,018 0,3645

g.1.=2




6.4.5. ALFA-1-ANTITRIPSINA
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La comparaciéon de las frecuencias génicas de la alfa-l-antitripsina

otenidas en la poblacién de Las Arribes con las de otras pobl aciones espariol as

(tabla 23) se recogen en latabla 54.

Tabla 54. Comparacion de las frecuencias genicas
del sistema Pi en la poblacién de Las Arribes con

las de otras poblaciones espafolas

POBLACION c2 (Pi) P
Andalucia

A. Orientales 0,211 0,9000
Catalufia

Barcelona 11,615 0,0030
Galicia

Gallegos 27,494 < 0,0001
Madrid

Residentes 5,104 0,0779
Pais Vasco

Vizcaya

Arratia (nativos) 2,237 0,3267

Vizcaya 5,980 0,0503

Vizcaya (mixtos) 12,418 0,0020

Residentes (a) 5,697 0,0579

Residentes (b) 3,461 0,1762

Guipuzcoa

Residentes 7,000 0,0302

Alava

Residentes 5,869 0,0532

gl.=2
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6.4.6. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

La comparacion de las frecuencias génicas de la fosfatasa acida
eritrocitaria obtenidas en la poblacién de Las Arribes con las de otras
poblaciones espariolas (tabla 24) se recogen en latabla 55.

Tabla 55. Comparacion de las frecuencias génicas
del sistema AcP, en la poblacion de Las Arribes

con las de otras poblaciones espafiolas

POBLACION c? (Fi) P

Andalucia

A. Orientales 7,132 0,0283

Sevilla 20,870 < 0,001
Aragon

Zaragoza 14,148 0,0008
Baleares

Ibiza 3,531 0,1711
Canarias

Gran Canaria

Noroeste 14,723 0,0006

Noreste 12,618 0,0018

Sur 16,529 0,0003
Cadtilla

Ledn 1,334 0,5133

Burgos 2,749 0,2530

Palencia 2,275 0,3206

Valadolid 2,944 0,2294
Cataluia

Barcelona 7,902 0,0192
Galicia

Gallegos 3,591 0,1660

Lugo 3,467 0,1766
Madrid

Madrilefios 5,751 0,0564

Residentes 0,824 0,6625
Navarra

Navarros 2,234 0,3273

Pamplona 4,966 0,0835
Pais Vasco

Vizcaya

Arratia 5,219 0,0736

Guernika 4,460 0,1075

Uribe 2,315 0,3143

Vizcanos 11,543 0,0031




7. DISCUSION
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7.1. CONSIDERACIONES SOBRE EL MUESTREO

La primera consideracion que es preciso realizar al efectuar un muestreo
con validez antropol dgica es el tamario optimo de la muestra. En nuestro caso
se ha trabajado con una muestra de 404 individuos, ndmero superior al
tamafio calculado para la misma (385). La muestra total recogida esta
constituida por la suma de muestras parciales proporcionales al nUmero de
habitantes de cada municipio, procurando que el total muestreado refleje la

situacion real de la comarca.

En este trabgjo la muestra fue seleccionada mediante un proceso
aleatorio simple solicitando su colaboracion a cada persona elegida. Paralas
posibles negativas a colaborar y paralos casos de fallecimiento se establecio

por el mismo proceso aleatorio un grupo de suplentes.

No se hatenido en cuentani el sexo ni la edad de los donantes ya que los
polimorfismos estudiados estdn localizados en locus autosomicos y son

fenotipicamente estables alo largo de la vida.

Cuando se plantea un muestreo para un estudio de las frecuencias génicas
de un grupo de sistemas con € fin de ser aplicadas en la investigacion
biol6gica de la paternidad, el enfoque es diferente a cuando el muestreo tiene

como finalidad el estudio genético de poblaciones. En €l primer caso la
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muestra debe representar a la poblacion dada y, en € segundo, es

imprescindible conocer el origen de cadaindividuo.

Cuando se estudia la probabilidad de paternidad en un caso concreto, se
esta comparando la probabilidad de que un individuo determinado sea el
padre con la probabilidad de que lo sea un hombre tomado al azar de una

poblacion determinada con independencia de su origen o procedencia.

En este trabajo, el muestreo se realizé con el fin de poder aplicar los
resultados obtenidos a la investigacion bioldgica de |a paternidad, sin olvidar
gue, al mismo tiempo, podian servir para obtener una informacion genética

poblacional de lacomarca.

L os datos recogidos de cada individuo estan descritos en lafigura 12 del

apartado 5.1 de esta memoria.

Se ha tenido un cuidado especial en no recoger muestras sanguineas de
individuos con relacién de parentesco proxima y solo se incluyeron en la

muestra individuos sanos en el momento de la extraccion sanguinea.

Ademas las personas aceptadas en el estudio tienen padres y abuelos

nacidos en lacomarcade Las Arribes.
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7.2. CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS GENETICO-
POBLACIONALES

Las tablas expresan con claridad los resultados genético-poblacionales
obtenidos para cada marcador, por |o que en este capitulo nos vamos a limitar

aexponer |os aspectos mas rel evantes obtenidos.

Se han analizado pardmetros tales como la frecuencia fenotipica, génica,
equilibrio Hardy-Weinberg, indice de heterocigosidad y comparacion de

poblaciones mediante tablas de contingencia.

Aunque existen otros tipos de parametros estadisticos de notable interés
genético-poblacional, como el andlisis multivariante, procesos de emigracion,
seleccion y mutacién, tasa de endogamia, desviacion dominante, varianza
genética y ambiental, etc., no han sido estudiados en este trabagjo por no

constituir el objeto principal de estatesis.

7.2.1. SISTEMA ABO

Las frecuencias fenotipicas y génicas obtenidas en nuestra poblacion

estan indicadas en latabla 36 y determinan un indice de heterocigosidad de
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0,4084 que significa que dicho locus se presenta en un ato grado de

polimorfismo genético (tabla 49).

El estudio de la distribucién de los fenotipos observados y el calculo de
los esperados determinan un valor ¢*= 1,5750, con un valor p = 0,6651, lo
gue demuestra que la poblacién de Las Arribes se halla en equilibrio para este

sistema (tabla 42).

En cuanto a estudio comparativo entre los resultados obtenidos en
nuestra poblacion y distintas poblaciones espafiolas (tabla 16), en lineas
generales, indica que las frecuencias de los distintos aelos se encuentran
dentro de los intervalos de variabilidad de la poblacion espafiola, con la
notable excepcion de la poblacién de Ledn y Astorga que, alavez, difieren

del resto de poblaciones espaiiol as estudiadas.

En latabla 50 pueden apreciarse las diferencias muy significativas con
gran parte de las poblaciones comparadas. Se aprecia unatotal diferencia con
la poblacién de Ledn, Astorga, Aragon, residentes de Cantabriay una de las
poblaciones gallegas estudiadas por Mourant y cols. Se observan ligeras
diferencias con la poblacion autoctona de Cantabria. Las mayores similitudes

se observan con las poblaciones de Galiciay Barcelona.

Es de destacar el hecho de que el habla de la poblacion de Las Arribes,
como Yya se haindicado, se presenta como una modalidad del leonés occidental

aunque muy influenciado por el castellanoy, sin embargo, se observa una
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gran diferencia en cuanto a las frecuencias aélicas del sistema ABO. No
resulta fécil establecer una explicacion a esta peculiaridad, ya que son varios

los factores que dan lugar ala uniformizacion del lenguaje.

7.2.2. SISTEMA Rh

Las frecuencias fenotipicas y génicas halladas para la poblacion de Las

Arribes estan detalladas en latabla 37.

El indice de heterocigosidad alcanzado es de 0,7389, lo que indica un
elevado polimorfismo para la distribucion de los alelos en la poblacion

estudiada (tabla 49).

Las frecuencias fenotipicas esperadas, calculadas de acuerdo con las
frecuencias de los haplotipos correspondientes, se expresan en la tabla 43.
Para la comparacion de estas frecuencias esperadas con las observadas,
aplicando la prueba estadistica de ¢® no se han considerado los haplotipos
cuyas frecuencias esperadas eran cero. Ademas tampoco se ha considerado, en
esta comparacion, e haplotipo CcDE cuyo valor esperado es cero y los
fenotipos hallados fueron siete, correspondiendo a individuos de distintos
municipios sin ningun tipo de relacion familiar. A lavista de este resultado,
pensamos gue la poblacion de Las Arribes es diferente en cuanto a la
presentacion de este haplotipo, debiéndose confirmar este hecho mediante

estudios posteriores realizados en las familias de estos individuos.
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Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el valor obtenido para
el estadistico c? es de 5,8676, con p = 0,2093 lo que indica que |a poblacion se
halla en equilibrio Hardy-Weinberg para los haplotipos comparados (tabla
44).

Para la comparacion de las frecuencias encontradas en nuestra poblacién
con los resultados de estudios similares en poblacion espafiola (tabla 19), se ha
prescindido de los haplotipos menos frecuentes dado que existe una gran
variabilidad de los mismos entre las distintas poblaciones. La comparacion se
ha efectuado con los haplotipos mas frecuentes. CDe, cde, cDE y cDe. Es de
notar que todas | as poblaciones espafiol as tienen una frecuencia génica de CDe
inferior a 0,5, siendo la de nuestra poblacion superior a ese valor. La
frecuencia del haplotipo cde en nuestra poblacion es de 0,2884 siendo muy
inferior a resto de poblaciones espafiolas. Los haplotipos cDE y cDe se

encuentran dentro del rango de frecuencias para otras poblaciones.

En la tabla 51 se sefiaan los resultados del analisis comparativo con
diversas poblaciones espaiiolas. No existen diferencias significativas con la
poblacion Gallega (a). Existen diferencias muy significativas con el resto de

pobl aciones espariol as.
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7.2.3. SISTEMA MNSs

En latabla 38 se hallan reflejadas las frecuencias fenotipicas y génicas

del sistema MNSs en nuestra poblacion.

El indice de heterocigosidad obtenido (h = 0,6584) indica un alto grado

de polimorfismo genético (tabla 49).

En latabla 45 se hallan indicadas | as frecuencias fenotipicas encontradas
y esperadas y su comparacion aplicando la prueba estadistica de c?,
obteniéndose un valor de 17,2876 con p = 0,0040. Estos valores evidencian
unadiferencia significativay, por tanto, podemos deducir que la muestra de
poblacion estudiada no se encuentra en equilibrio genético para este sistema.
Este hecho puede ser debido bien ala migracion, bien ala seleccion o bien a
la mutacién de la poblacion analizada. Los mas probable es que el factor que

influya en este desequilibrio genético sea la migracion.

La tabla 21 muestra la distribucion de frecuencias de los aelos del
sistema MNSs en poblacion espafiolay comparando con nuestros resultados es
de notar que las frecuencias de los alelos Ms y Ns estan dentro del intervalo
obtenido por diferentes autores. La frecuencia del alelo MS en nuestra
poblacion es inferior atodas las demas poblaciones espafiolas y la frecuencia

del aelo NS es superior atodas €ellas.

Estas consideraciones son confirmadas al valorar estadisticamente las

diferencias de | as frecuencias alélicas entre la poblacion estudiada con €l resto
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de poblaciones espafiolas, por aplicacion del estadistico c¢® Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 52. La gran similitud de los valores
observados de p indican que los resultados obtenidos son concordantes en

cuanto alas diferencias respecto a estas poblaciones espariol as.

7.2.4. SISTEMA Gc

Las frecuencias fenotipicas y génicas haladas para la poblacion de la

comarca de Las Arribes estan detalladas en la tabla 39.

El indice de heterocigosidad alcanzado para € locus Gc es de 0,6139
(tabla 49). Es un indice elevado con respecto a los hallados para | os sistemas

ABO, AcP, y Pi einferior alos hallados paralos sistemas Rhy MNSs.

Ladistribucion de los fenotipos observados y el célculo de los fenotipos
esperados da lugar aun valor ¢c= 4,7567, con un valor p = 0,1905 (tabla 46).
La poblacion, por tanto, se halla en equilibrio Hardy-Weinberg para el locus

Gc.

Latabla 22 muestralos datos referentes a la distribucion de frecuencias
alélicas en diversas poblaciones espafiolas y se puede observar que el aeo
GclS presentalos valores mas elevados, en tanto que € alelo GclF es €
menos frecuente. Los valores obtenidos en nuestra poblacion se hallan dentro

del intervalo de variabilidad general para poblacion espafiola. La tabla 53
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muestra | os datos referentes a comparacion de la poblacion de Las Arribes
con otras poblaciones espafiolas. En términos global es existe buena similitud,
obteniéndose los valores de p mas elevados frente a poblaciones de Catal uiia,
Galicia, Madrid y Pais Vasco. Se observan diferencias muy significativas
entre nuestra poblacién y las de Toledo, Balearesy Mallorca. Las diferencias
son algo menores frente a las poblaciones de Andalucia Oriental, Navarray

Aragon.

7.2.5. ALFA-1-ANTITRIPSINA

La distribucién de las frecuencias fenotipicas y génicas en nuestra

poblacion estan detalladas en la tabla 40.

Laclase alélicaM1, enlaque se ha incluido el alelo M3, destaca de

forma clara sobre las demas.

El indice de heterocigosidad obtenido para el locus Pi es de 0,3639 (tabla
49). Aunque es €l indice mas bajo de los hallados indica un grado elevado de
polimorfismo genético, debido fundamentalmente al alelomorfismo multiple

que se presenta en este locus.

La tabla 47 muestra la distribucion de los fenotipos observados y

esperados. La comparacion estadistica de ambos proporciona un valor c?=
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4,6184, con un valor p = 0,9152, que indica que la poblacién se halla en

equilibrio Hardy-Weinberg para este locus.

En latabla 23 se indica la distribucion de frecuencias del locus Pi en
diferentes poblaciones espafolas. El valor obtenido para el alelo S es uno de
los mas bajos en o que se refiere ala poblacion espafiola. En cuanto a la
distribucion de frecuencias del alelo M2 los valores oscilan entre 0,115 y

0,196, encontrandose en este intervalo el valor obtenido en nuestro estudio.

En el analisis comparativo hemos prescindido de las variantes raras y del
alelo Z ya que al encontrarse en muy baja frecuencia, las estimas obtenidas
pueden estar sesgadas debido al muestreo estadistico. Tras la aplicacion del
test estadistico c? para este sistema (paralos alelos M1,M2 y S), encontramos
las mayores semejanzas con la poblacion de Andalucia Oriental, Arratia
(nativos) de Vizcayay Residentes (b) de Vizcaya, mientras que las mayores
diferencias significativas se registran frente a la poblacion gallega, de

Barcelonay de Vizcaya (mixtos) (tabla 54).

7.2.6. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

Ladistribucion las frecuencias fenotipicas y alélicas de la AcP, en la

poblacion estudiada se muestran en latabla 41.
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Los valores de las frecuencias determinan un indice de heterocigosidad
de 0,4629, gue es indicativo de un alto grado de polimorfismo genético (tabla

49).

Para verificar si la poblacién estudiada se encuentra en equilibrio Hardy-
Weinberg para el locus AcP, se aplico el estadistico ¢ a la distribucion de
fenotipos observados y esperados, encontrandose un valor c*= 6,9420y p =

0,0738, gue indican que existe equilibrio genético (tabla 48).

El andlisis comparativo con otras poblaciones espafiolas (tabla 24)
muestra que los valores de | as frecuencias alélicas de |a poblaci6n estudiada se
encuentran incluidas en e rango de las frecuencias en estas poblaciones
espaniolas. Lamayor variabilidad se registra para el alelo C, lo que puede ser
debido a un mayor error tipico al ser un alelo de baja frecuencia, ademas de

las posibles diferencias genéticas entre las poblaciones.

Cuando comparamos cuantitativamente las frecuencias a élicas con otras
poblaciones espariolas se encuentra que las diferencias méas significativas se
dan frente ala poblacién de Sevilla, Zaragoza y Gran Canaria. La mayor
semejanza se obtiene con las poblaciones geograficamente méas proximas:

Cadtillay Ledn, Madrid y Galicia (tabla 55).
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7.3. APLICACION DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS
ESTUDIADOS AL CALCULO DE LA PROBABILIDAD DE

PATERNIDAD

A modo de gemplo y para plasmar de forma préctica los resultados
obtenidos (frecuencias génicas), se han calculado la probabilidad de
paternidad y e indice paternidad para una combinacion fenotipica
determinada del trio madre-hijo-presunto padre en cada uno de los sistemas

tratados.

El calculo de la probabilidad de paternidad se basa, como ya se ha dicho,

en el Teorema de Bayes.

Si el marcador genético posee alelos codominantes (MNSs, Gc, Pi, AcP)
el célculo de la probabilidad de paternidad se simplifica, suponiendo un valor
de P, (probabilidad a priori) de 0,5.

Para sistemas con fendmenos de dominanciay recesividad (ABO y Rh)
los cal culos son méas complicados y en este caso hemos utilizado el método

Logic Il parael calculo de las probabilidades de paternidad.



7.3.1. SISTEMA ABO

Presunto Padre: B Madre: B
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Hijo: B

Frecuencias génicas. A= 0,2561, A,= 0,0620, B: 0,0730, O= 0,6073

Examinando el fenotipo del presunto padre y los de la pareja madre-hijo

resulta que no es posible la exclusion de paternidad.

Lafrecuencia de los gametos maternos se deducen por laley de Hardy-

Weinberg.

Del andlisis de la madre resulta:

Genotipos posibles  Frecuenciadelos Frecuencias Frecuencias
gametos Absolutas Relativas
BB 0,0730° 0,0053 0,0564
BO 2(0,0730)(0,6073) 0,0887 0,9436
0,0940 1,0000
Gametos Genotipos Frecuencias Probabilidad Frecuencia
producidos relativas gametos
producidos
B BB 0,0564 1 0,0564
BO 0,9436 0,5 0,4718
0,5282
@) BO 0,9436 0,5 0,4718
1,0000

Probabilidad de transmitir B = 0,5282y O = 0,4718
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Del andlisis del presunto padre resulta:

Genotipos posibles  Frecuenciade los Frecuencias Frecuencias
gametos Absolutas Relativas
BB 0,0730° 0,0053 0,0564
BO 2(0,0730)(0,6073) 0,0887 0,9436
0,0940 1,0000
Gametos Genotipos Frecuencias Probabilidad Frecuencia
producidos relativas gametos
producidos
B BB 0,0564 1 0,0564
BO 0,9436 0,5 0,4718
0,5282
O BO 0,9436 0,5 0,4718
1,0000

Probabilidad de transmitir B = 0,5282y O = 0,4718

Valor de X
Si lamadre transmite El padre transmite Proba;t]iclzieggd del
Gen Probabilidad de Gen Probabilidad de
transmitir transmitir
B 0,5282 B 0,5282 0,2790
0,5282 @] 0,4718 0,2492
@) 0,4718 B 0,5282 0,2492

0,7774
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Valor deY
S lamadre transmite Un hombre a azar transmitira ~ Probabilidad del
suceso
Gen Probabilidad de Gen Probabilidad de
transmitir transmitir
B 0,5282 B 0,0730 0,0385
B 0,5282 0] 0,6073 0,3208
O 0,4718 B 0,0730 0,0344
0,3937

Indice de paternidad: IP=X /Y =0,7774/0,3937 = 1,975

Probabilidad relativa de paternidad: W = X / (X+Y) = 66,38%

7.3.2. SISTEMA Rh

Presunto Padre: CDe

Frecuencias haplotipicas:

Madre: cDEe

CDE = 0,0000
CDe=0,5164
CdE = 0,0000
Cde=0,0121

Hijo: CcDEe

cDE =0,1330
cDe=0,0357
cdE = 0,0143
cde = 0,2884

Examinando el fenotipo del presunto padre y los de la pareja madre-hijo

resulta que no es posible la exclusion de paternidad.
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Lamadrey el presunto padre deben ser tratados como individuos a azar

debiendo deducirse:

- Sus posibilidades genotipicas por laley de Hardy-Weinberg.

- Sus probabilidades de transmisién de los distintos hapl otipos al nifio.

La probabilidad de transmision de un hombre al azar de |os hapl otipos

viene dado por las frecuencias hapl otipicas halladas.

Examen de la madre (fenotipo cDEe):

Genotipos posibles Frecuencias absolutas Frecuenciasrelativas
cDE/cde 0,0767 0,8795
cDE/cDe 0,0095 0,1089
cdE/cDe 0,0010 0,0115
0,0872 0,9999
Gametos Genotipos Frecuencias Probabilidad  Frecuencias de
producidos relativas |os gametos
producidos
cDE cDE/cde 0,8795 0,5 0,4397
cDE/cDe 0,1089 0,5 0,0544
0,4911
cde CDE/cde 0,8795 0,5 0,4397
cDe cDE/cDe 0,1089 0,5 0,0544
cdE/cDe 0,0115 0,5 0,0057
0,0601

cdE cdE/cDe 0,0115 0,5 0,0057
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Andlisis del presunto padre (fenotipo CDe):

Genotipos posibles

Frecuencias absolutas

Frecuencias relativas

CDe/CDe 0,2666 0,9555
CDe/Cde 0,0124 0,0444
0,2790 0,9999
Gametos Genotipos Frecuencias Probabilidad  Frecuencias de
producidos relativas los gametos
producidos

CDe CDe/CDe 0,9555 1,0 0,9555

CDe/Cde 0,0124 0,5 0,0062

0,9617
Cde CDe/Cde 0,0124 0,5 0,0062
Valor de X
Si lamadre transmite El padre transmitira Probabilidad del
suceso
Haplotipo Probabilidad de Haplotipo Probabilidad de
transmision transmision

cDE 0,4911 CDe 0,9617 0,4723
cDE 0,4911 Cde 0,0062 0,0030
cde 0,4397 CDE 0,0 0,0000
cDe 0,0544 CDE 0,0 0,0000
cdE 0,0057 CDe 0,9617 0,0055

0,4808
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VaordeY
Si lamadre transmite Un hombre a azar transmitira ~ Probabilidad del

suceso

Haplotipo Probabilidad de  Haplotipo Probabilidad de

transmision transmision

cDE 0,4911 CDe 0,5164 0,2536

cDE 0,4911 Cde 0,0121 0,0059

cde 0,4397 CDE 0,0 0,0000

cDe 0,0544 CDE 0,0 0,0000

cdE 0,0057 CDe 0,5164 0,0029
0,2624

Indice de paternidad: IP=X /Y =0,4808/ 0,2624 = 1,832

Probabilidad relativa de paternidad: W = X / (X +Y) = 64,69%

7.3.3. SISTEMA MNSs

Presunto Padre: MS Madre: NS Hijo: MNS
Frecuencias génicas: MS=0,1925 NS=0,1380
Ms=0,2828 Ns = 0,3868

La probabilidad de que ese hijo provenga de esa pareja es 1.
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La probabilidad de que ese hijo provenga de esa madre es la frecuencia

de MS en la poblacién.
Luego X =1eY=0,1925
Indice de paternidad: X /Y =5,195

Probabilidad relativa de paternidad: W =X/ (X +Y) = 83,85 %

7.3.4. SISTEMA Gc
Presunto Padre: 1S-2  Madre: 1S-1F Hijo: 1S-1F
Frecuencias génicas. 1S = 0,5631, 1F = 0,1213, 2 = 0,3156
La probabilidad de que ese hijo provenga de esa pareja es 0,25.

Laprobabilidad de que ese hijo provenga de esa madre es 1/2 de la

frecuencia de 1F mas 1/2 de lafrecuencias de 1S en la pobl acion.
Luego X =0,25eY=0,3421
Indice de paternidad: X /Y =0,731

Probabilidad relativa de paternidad: W =X / (X +Y) = 42,22%
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7.3.5. ALFA-1-ANTITRIPSINA

Presunto Padre: M1-M2 Madre: M1-M2 Hijo: M1-M2
Frecuencias génicas. M1 =0,7636 Z =0.0025
M2 =0,1572 F =0,0012
S=0,0755

La probabilidad de que ese hijo provenga de esa pareja es 1/2.

La probabilidad de que ese hijo provenga de esa madre es 1/2 por la

frecuenciade M1 mas 1/2 por lafrecuencia de M2 en la poblacién.
Luego X = 0,50 e Y= 0,4604
Indice de paternidad: X /Y = 1,086

Probabilidad relativa de paternidad: W = X / (X +Y) = 52,06%

7.3.6. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA
Presunto Padre: AC Madre: BC Hijo: BC
Frecuencias génicas. A = 0,2586, B = 0,6918, C = 0,0495

La probabilidad de que ese hijo provenga de esa pareja es 0,25.
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La probabilidad de que ese hijo provenga de esa madre es 1/2 por la

frecuencia de B mas 1/2 por lafrecuenciadel alelo C en la poblacion.

Luego X = 0,25 e Y=0,3706

Indice de paternidad: X /Y = 0,675

Probabilidad relativa de paternidad: W = X / (X +Y) = 40,28%



8. CONCLUSIONES
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De los resultados obtenidos en este trabgjo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

12 En el sistema ABO los valores de las frecuencias a élicas obtenidos en
la poblacion de Las Arribes son: Al=0,2561, A2= 0,0620, B= 0,0730y O=

0,6073.

El indice de heterocigosidad es de h= 0,4084.

El andlisis estadistico de la distribucion de las frecuencias fenotipicas
tedricas y de las observadas permite establecer que en la poblacion de Las

Arribes existe equilibrio Hardy-Weinberg para el locus ABO.

La comparacion de poblaciones permite establecer que las frecuencias
alélicas del locus ABO se encuentran dentro de los interval os de variabilidad
definidos para | as poblaciones espafiol as, no obstante, en el andlisis estadistico
se detectan diferencias significativas con la mayoria de las poblaciones
espafolas aunque también hay similitudes con la poblacion de Galicia y de

Barcelona.
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22 En el sistema Rh los valores de |l as frecuencias alélicas obtenidos en la

poblacién de Las Arribes son:

CDE = 0,0000 Cde=0,0121 cdE = 0,0143
CDe = 0,5164 cDE =0,1330 cde = 0,2884
CdE = 0,0000 cDe = 0,0357

El indice de heterocigosidad es de h= 0,73809.

El estudio de la distribucion de las frecuencias fenotipicas tedricas y de
las observadas muestra que la poblacion de Las Arribes se encuentra en

equilibrio Hardy-Weinberg para este marcador.

La comparacioén de poblaciones permite establecer que las frecuencias de
los haplotipos Rh hallados difieren del resto de poblaciones espariolas,
presentando el haplotipo CDe el valor mas alto de las poblaciones espariolas
estudiadas mientras que la frecuencia del haplotipo cde es muy inferior al de
dichas poblaciones. El andlisis estadistico del sistema Rh muestra diferencias

muy significativas con € resto de poblaciones espafolas excepto con la

galega

32 En el sistema MNSs los valores de |as frecuencias al élicas obtenidos
en lapoblacion de Las Arribes son: MS= 0,1925, Ms= 0,2828, NS= 0,1380 y

Ns= 0,3868.



273

El indice de heterocigosidad es de h= 0,6584.

El estudio las frecuencias fenctipicas tedricas y de las observadas
demuestra que la poblacién de Las Arribes no se encuentra en equilibrio

Hardy-Weinberg para el loci MNSs.

LosalelosNSy MS presentan los valores mas elevados y mas bgos,
respectivamente, de las poblaciones espafiol as estudiadas. El estudio estadistico
comparativo confirma que existen diferencias significativas con € resto de

pobl aciones espariol as.

42 En el sistema Gc los valores de las frecuencias a élicas obtenidos en la

poblacién de Las Arribes son: 1S= 0,5631, 1F= 0,1572 y 2= 0,3156.

El indice de heterocigosidad es de h= 0,6139.

El andlisis estadistico de la distribucion de las frecuencias fenotipicas
tedricas y de las observadas permite establecer que la poblacién de Las

Arribes esta en equilibrio Hardy-Weinberg para el locus Gc.

El alelo 1S presenta los valores mas elevados en tanto que el alelo 1F es
el menos frecuente con respecto a las poblaciones espaiiolas analizadas. El
estudio comparativo permite afirmar que existen diferencias muy

significativas con las poblaciones de Toledo, Balearesy Mallorca, mientras
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gue las mayores similitudes se dan con las poblaciones de Cataluiia, Galicia,

Madrid y Pais Vasco.

52 En el estudio de la alfa-1-antitripsina en la poblacion de Las Arribes

los valores de las frecuencias alélicas obtenidos son:

M1 =0,7636 S=0,0755 F =0,0012
M2 =0,1572 Z =0,0025

El indice de heterocigosidad es de h= 0,3639.

El andlisis estadistico de la distribucion de las frecuencias fenotipicas
tedricas y de las observadas permite establecer que en la poblacion de Las

Arribes existe equilibrio Hardy-Weinberg para el locus Pi.

El aelo S presenta uno de los valores mas bajos de las poblacidnes
espafiolas consideradas. El andlisis estadistico permite establecer diferencias
significativas frente ala poblacion gallega, de Barcelonay Vizcaya (mixtos)
mientras que las mayores semejanzas se registran frente a otras poblaciones

vascas y de Andalucia oriental.
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62 En € estudio de la fosfatasa &cida eritrocitaria los valores de las
frecuencias alélicas obtenidos en la poblacién de Las Arribes son: A= 0,2586,

B=0,6918 y C= 0,0495.

El indice de heterocigosidad es de h= 0,4629.

El andlisis estadistico de la distribucion de las frecuencias fenotipicas
tedricas y de las observadas permite establecer que en la poblacion de Las

Arribes hay equilibrio Hardy-Weinberg para el locus AcP,.

La comparacion de poblaciones permite establecer que los valores de las
frecuencias alélicas del locus AcP, se hallan en el rango de las frecuencias de
las poblaciones espafiolas. El andlisis estadistico evidencia diferencias
significativas frente a las poblaciones de Sevilla, Zaragozay Gran Canariay
la mayor semejanza existe con las poblaciones de Castillay Leon, Madrid y

Gdlicia

72, La consideracion conjunta de los sistemas de marcadores genéticos
estudiados nos permite adelantar, estimandose necesarias investigaciones
posteriores, que la poblacion de Las Arribes, muy posiblemente, posee
caracteristicas genotipicas suficientemente diferenciadas del resto de la
poblacion espariolay, concretamente, son los sistemas Rh, MNSsy Gc los que

contribuyen en mayor medida a las caracteristicas propias de esta comarca.
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