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Resumen

Objetivo: Determinar asociacion entre la presencia de los polimorfismos V4 del gen
ADAM33 y la enfermedad del asma y describir la frecuencia del polimorfismo T1 en
pacientes de un hospital de la region Lambayeque. Materiales y métodos: Disefio de
casos y controles. Escenario: Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo — EsSalud, nivel de
complejidad 111-1. Poblacién: Pacientes entre 5-17 afios atendidos por consultorio
externo. Los casos fueron los pacientes diagnosticados segun las directrices de Global
Initiative for Asthma (GINA) 2016. Los controles fueron pacientes sin diagnostico de
alguna enfermedad pulmonar cronica ni antecedentes familiares de asma. Resultados: En
su mayoria tanto casos como controles no presentaron el polimorfismo V4, siendo
positivo solo en el 46% de los casos y 31% de los controles. Cuando se evaluo la
asociacion entre el polimorfismo V4 y la presencia de asma, el OR fue de 1,93 (1C95%:
0,62 — 6,00), con un valor no significativo (p = 0,196) para la prueba de Xi-cuadrado de
Pearson. Sin embargo, el polimorfismo T1 estuvo presente en el 87% de casos; y la
proporcién de tumbesinos con la mutacion fue mucho mas baja que la de otras regiones.
Conclusiones: No se encontro asociacion entre el polimorfimo V4 y la presencia de asma
en pacientes de un hospital de Lambayeque. EI polimorfismo T1 se presenta con elevada
frecuencia (87%) en los pacientes asmaticos del hospital Hospital Almanzor Aguinaga
Asenjo — ESSalud.

Palabras clave: asma, polimorfismo genético, gen ADAM33
Fuente: DeCs- BIREME



Abstract

Objective: To determine the association between the presence of V4 polymorphisms of
the ADAM33 gene and asthma disease and to describe the frequency of T1 polymorphism
in patients from a hospital in the Lambayeque region. Scenario: Design of cases and
controls. Population: Patients between 5-17 years old attended by an outpatient clinic.
The cases were patients diagnosed according to the Global Initiative for Asthma (GINA)
2016 guidelines. Controls were patients without a diagnosis of any chronic lung disease
or a family history of asthma. Results: In most cases, both cases and controls did not
present the V4 polymorphism, it was positive only in 46% of cases and 31% of controls.
When the association between the V4 polymorphism and the presence of asthma was
evaluated, the OR was 1.93 (95% CI: 0.62 - 6.00), with a non-significant value (p = 0.196)
for the Xi test --Pearson square. However, the T1 polymorphism was present in 87% of
cases; and the proportion of Tumbesinos with the mutation was much lower than that of
other regions. Conclusions: No association was found between the V4 polymorphism
and the presence of asthma in patients from a Lambayeque hospital. The T1
polymorphism occurs with high frequency (87%) in asthmatic patients at Hospital
Almanzor Aguinaga Asenjo - ESSalud.

Keywords: Asthma, SNPs, ADAM proteins
Source: DeCs-BIREME



Introduccion

El asma es la enfermedad cronica infantil mas comin?2, a nivel mundial, en los
nifios, se ha incrementado 200 % en los Gltimos 20 afios®. En Latinoamérica, el Per
se encuentra en el grupo de prevalencias intermedias con un 21,47%?®*. Un estudio de
nifios en Ica, encontrd una prevalencia de 13,5% de esta enfermedad, predominando
los nifios menores de 5 afios (39%)°. En la provincia de Chiclayo, departamento de
Lambayeque, el 2017, report6 622 casos de Asma, siendo es 52% nifios menores de
11 afos y para el 2018 el Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo reportd 331 casos de
asma alérgica®.

La incidencia del asma aumenta conforme las comunidades adoptan formas de
vida occidentales, se urbanizan’. Si bien existen diversos factores de riesgo
desencadenantes como la exposicion a aeroalergenos® y las infecciones virales, lo
que finalmente genera esta enfermedad es la idiosincrasia de la poblacion junto a
factores ambientales como genéticos®®1t,

ADAM33 es un gen ubicado en el cromosoma 20, brazo corto, region 1 , banda 3
(20p13) pertenece a la familia de proteinas transmembrana con dominio desintegrina
y metaloproteinasa importantes en el mantenimiento y funcién de la matriz
extracelular. La proteina se expresa preferencialmente en fibroblastos en pulmon y
células musculares lisas de la via aérea, por tanto, la actividad enzimaética se
relaciona con funcién pulmonarg*?.

Los polimorfismos del gen ADAM33 se han asociado con la presencia de asma en
poblaciones caucésicas, africanas, hispanas y asiaticas; sin embargo, esta
informacion es escasa en poblacion mestiza e inexistente en poblacion peruana.
Considerando que la poblacidn peruana tiene una gran riqueza étnica, ademas de la
alta prevalencia presente en el pais y el incremento continuo de esta tendencia, es
interesante explorar esta asociacion. Por ello, el objetivo del estudio fue determinar
asociacion entre la presencia del polimorfismo V4 del gen ADAM33 y asma, y
describir el polimorfismo T1 en pacientes de un hospital de la region Lambayeque.

Revision de literatura

Numerosos estudios demuestran que el polimorfismo V4 en el gen ADAM33 esta
significativamente relacionado con la susceptibilidad al asmal*'3-1¢ asi como con
la disminucion acelerada del volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(FEV1) en la espirometria'®*; sin embargo, estas asociaciones varian segun el grupo
étnico?, por ejemplo en Shangai y Shandog (China) se demostr6 que en poblaciones
caucasicas y asiaticas el polimorfismo V4 se asocid con el asma, ademas en el
analisis de subgrupos por fuente de los controles se encontrd asociaciones
significativas entre este polimorfismo y el riesgo de asma en subgrupos poblacionales
y hospitalarios'>?! asi mismo en la de poblacion de Uyghur (China) se demostré que
los polimorfismos T2 (AG + AA) y V4 (CG + GG) contribuyeron a una mayor
susceptibilidad al Asma®. En el noreste de Iran, Kamiri M., encontr6 asociaciones
entre los polimorfismos del alelo C del T1 con pacientes asmaticos graves y el alelo
G del nucleédtido V4 con los asmaticos moderados, respectivamente (p = 0,006, p =
0,01)%y en el estudio de Foley SC realizado en Canada la expresion de ARNm de
ADAM33 fue significativamente mayor en el asma moderada y grave en
comparacion con el asma leve (p <0,05) y los controles??. En poblacion india se



encontré que polimorfismos en F + 1, ST + 4, V4 y alelos mutantes se asociaron
significativamente con un mayor riesgo de asma (P%20.031 —0.001)%. En Caracas
(Venezuela) se concluyé que el polimorfismo V4 esta asociado con el asma, estando
asociado el genotipo G/G a un riesgo aumentado de presentarla y C/C con un riesgo
disminuido!. Sin embargo en poblaciones asiaticas y latinoamericana los resultados
son contradictorios™62427 en un metaanalisis sobre polimorfismos de un gen
desintegrina y metaloproteasa 33 (ADAMS33) y el riesgo de asma, se reportaron
asociaciones significativas entre el asma y los polimorfismos T1, V4, F+1y T+1 en
la poblacién general, y en el caso del analisis de subgrupos por etnia, solo se encontrd
un resultado positivo para los polimorfismos T1, V4, F+1 y T2 en Asia, pero no se
encontraron dichas asociaciones en Europa ni América latina, concluyéndose que los
polimorfismos T1, V4, F + 1, T2 y T+1 en el gen ADAM33 son factores de riesgo
para el asma especialmente en la poblacion asiatical®, aunque Zhu SF demostrd
ausencia de asociacion para el polimorfismo del gen ADAMS33 en poblacion
Mongdlica®®.

Respecto de poblacion latinoamericana, Denise L concluyé que el gen ADAM33
no es un factor de riesgo importante para el asma o para los fenotipos asociados con
el asma en mexicanos o en Puertorriquefios?’. En Colombia Vergara y col. no
encontraron asociacion entre la presencia de asma y los polimorfismos de alelos,
genotipos y haplotipos del ADAM33; tampoco encontraron asociacién en las
subcategorias de los pacientes asmaticos grave, moderado ni leve en comparacion
con los de control?,

Materiales y métodos

Se elabor6 un estudio con disefio de casos y controles para el polimorfismo V4, y
uno transversal descriptivo para el T1. ESCENARIO: Hospital Almanzor Aguinaga
Asenjo — EsSalud, nivel de complejidad I11-1. Se compararon dos grupos en el rango
de edad entre 5-17 afios atendidos por consultorio externo del Hospital Almanzor
Aguinaga Asenjo-ESSalud (Hospital IlI-1) del departamento de Lambayeque,
durante el afio 2019

e Criterios de seleccion:
Criterios de inclusién de Casos:

Pacientes diagnosticados segun las directrices de Global Initiative for Asthma
(GINA) 2016. Con ausencia de sintomas debido a utilizacién de medicamentos
antiasmaticos.

Criterios de Inclusién de Controles:

Pacientes sin diagnostico de alguna enfermedad pulmonar crénica ni antecedentes
familiares de asma.

Criterios de Exclusion:

Pacientes con enfermedad pulmonar cronica. Muestras de hisopado bucal que
dejaron de ser viables.

A través de una ficha de recoleccion de datos se obtuvieron datos generales de los
pacientes como su edad, sexo, procedencia, duracion de la enfermedad, y el control



del asma que se obtuvo aplicando una encuesta recomendada por el GINA que
constaba de cuatro preguntas.

e Proceso de recoleccién de datos:

Toma de muestra y pardmetros clinicos

Una vez finalizada la consulta se realizé el hisopado bucal en el mismo consultorio,
a través de la invitacion realizada por un médico neumologo pediatra. La muestra de
células bucales se obtuvo a partir del hisopado bucal con un hisopo estéril, que luego
fue guardado en un tubo tapa rosca estéril de 15mL conteniendo 2mL de suero
fisioldgico. Las muestras se transportaron en un cooler con cadena de frio al
Laboratorio de Investigacion de la Universidad Catolica Santo Toribio de
Mogrovejo, en donde se refrigeraron hasta su procesamiento.

Extraccion del ADN gendémico y genotipificacion

El ADN gendmico se obtuvo usando el Kit de extraccion PROMEGA, siguiendo
las instrucciones recomendadas por el fabricante. Los polimorfismos T1 (rs2280091)
y V4 (rs2787094) del gen ADAM33 se determinaron mediante PCR. La mezcla de
amplificacion para un volumen final de reaccion de 20 pl contenia 20 ng de ADN
gendmico y una concentracion final de 2.5 uM de cloruro de magnesio, 200 uM de
DNTPs y 1 uM de cada cebador. Se empleé el termociclador (Biorad, EEUU) bajo
las siguientes condiciones de temperatura: denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos,
ciclos de 95°C por 30 segundos, hibridacién a 65° por 30 segundos y extension a 72°
por 30 segundos, una extension final de 72° por 5 minutos se efectué para
posteriormente almacenar los productos de amplificacion a 4°C hasta su
electroforesis (Tabla 1). La electroforesis se realiz6 en poliacrilamida al 2%.

Técnica RFLP

Los productos de amplificacion de los genes T1 con 400bp y V4 de 374bp fueron
cortados con las enzimas Ncol y Pstl respectivamente el tiempo de incubacion fue
de 37° por 15 horas para las dos enzimas en un volumen final de 37 ul. Los productos
de restriccion se observaron en gel de poliacrilamida al 2% y visualizados con
transiluminador UV.

e Andlisis estadisticos:

Se calcularon medidas de tendencia central, especialmente medianas, y de
dispersion para describir las variables cuantitativas. Las variables cualitativas se
expresaron con frecuencias absolutas y relativas.

Se realizd6 un muestreo aleatorio simple para la obtencion de los casos y los
controles (V4), y un estudio censal para T1. Para estimar el tamafio de la
muestra, se calculdo 23 casos y 23 controles para el polimorfismo V4y para el
polimorfismoT1, la muestra estuvo constituida por todos los que pacientes
asmaticos que aceptaron participar .Se realizaron estos calculos con la ayuda del
software OpenEpi, utilizando un nivel de confianza del 95%, una potencia del
80%,una razon de controles por caso de 12°.

Para determinar la asociacion entre el polimorfismo V4 y la presencia de asma, se
empled la aprueba de Xi- cuadrado de Pearson, y posteriormente se calcul6 el OR.
El polimorfismo T1 se describid con frecuencias absolutas y relativas. Para todas las



pruebas se empled un nivel de confianza del 95%, y un nivel de significancia del 5%
0 0,05. Para todos los analisis estadisticos se emple6 el software SPSS version 25.0
(IBM, Nueva York).

e Aspectos éticos:

El proyecto fue aprobado por los comités de ética en Investigacion de la Facultad
de Medicina de la Universidad Catdlica Santo Toribio de Mogrovejo (N° 593-2018)
y del Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo-ESSalud. Se usé un formato de
consentimiento informado.

A los participantes se les llamo via telefonica para dar a conocer su resultado, se
hizo hincapié y se les educd de manera presencial a través de un triptico informativo
acerca de las medidas para controlar su enfermedad y poder evitar complicaciones
sobre todo si el resultado daba positivo.

Los datos de los participantes fueron confidenciales.

Resultados

Se lograron identificar por digestion enzimética los polimorfismos V4 y T1 (Figura
1y?2).

En la tabla 1 se especifica las Caracteristicas demograficas y clinicas de casos y
controles.

La mediana de edad global fue de 9 afios (RI: 6 — 11 afios), los casos V4 tuvieron una
mediana de edad de 8 (RI: 5 - 10,3), los controles V4 una mediana de edad de 9 afios
(RI: 7-11,3) y los casos T1 tuvieron una mediada de edad de 9,5 (RI: 7-11,39.

La proporcion de hombres fue para los 26 casos V4, de 17 (65%) y para los 38 casos
T1, de 15 (40%); mientras que para los 26 controles V4, la proporcién de hombres y
mujeres fue similar (50%). Con respecto a la procedencia, ambos grupos procedian
en su mayoria de Lambayeque.

La mediana para el tiempo de enfermedad tanto para los casos con el polimorfismo
V4 y T1 fue de 3 afios (RI: 2 - 6,3y RI: 1 — 5,3 afios respectivamente); asi mismo,
mas de la mitad en ambos grupos (65 y 69% para V4 y T1) presentaron un tiempo de
enfermedad que oscilaba entre 1 a 5 afios.

El 54% de pacientes que presentaban el polimorfismo V4 tenian el asma parcialmente
controlada, mientras que los pacientes que presentaban el polimorfismo T1, el 45%
estaba parcialmente controlado. En ambos grupos solo el 15 y 13% no estaban
controlados.

Con respecto al polimorfismo V4, en los 26 casos como en los 26 controles, en su
mayoria no presentaron el polimorfismo, siento positivo solo en el 46% de los casos
y 31% de los controles. Sin embargo, para los 38 casos T1, este polimorfismo estuvo
presente en el 87%. Cuando se evaluo la asociacion entre el polimorfismo V4 y la
presencia de asma, el OR fue de 1,93 (1C95%: 0,62 — 6,00), valor p = 0,196 par la
prueba de Xi-cuadrado de Pearson.
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En la tabla 2 se especifica frecuencia del polimorfismo V4 segun el sexo.

Del total de pacientes analizados para el polimorfismo V4 (casos y controles), no se
encontraron diferencias respecto de la proporcion de varones y mujeres con la
presencia de la mutacion, pues respecto del total de mujeres, 9 (41%) presentd el
polimorfismo, mientras que del total de varones 11 (37%) lo presento.

En la tabla 3 se especifica frecuencia del polimorfismo V4 segun el control del asma.

La razén de casos con presencia y ausencia del factor V4 segun el tiempo de
enfermedad se mantiene cercano a 1:1. Considerando la clasificacion segun el tipo
de control del asma, la proporcion de secuencias con citosina y guanina para los
pacientes catalogados como “no controlados” y “parcialmente controlados” se
mantuvo en 1:1, excepto para el caso de los pacientes “bien controlados”, cuya
proporcion de pacientes con C a G fue de 3:1.

En la tabla 4 se especifica frecuencia del polimorfismo V4 segln la procedencia

La razon de factores positivos a negativos fue de aprox. 1:1, excepto para Tumbes,
donde la proporcion de tumbesinos con la mutacién es mucho mas baja que la de
otras regiones. Respecto del total de pacientes procedentes de Tumbes, solamente 1
(14%) presentd la mutacion, mientras que en Cajamarca fue de 1 (33%), y
Lambayeque de 16 (41%).

De los 38 pacientes con asma a quienes se les evalu6 el polimorfismo T1, el 87%
presentd el polimorfismo, y solamente 5 pacientes no lo presentaron, de ellos, 3
procedieron de Lambayeque, 3 presentaban asma bien controlado, 3 fueron varones,
y 3 presentaron de uno a cinco afios de enfermedad.

Discusioén

Las variaciones genéticas de ADAM33 pueden conducir a cambios anormales de
las células del masculo liso y los fibroblastos, lo que da como resultado una
hiperreactividad y remodelacion de las vias respiratorias, que se correlaciona con el
desarrollo de inflamacion en la patogénesis del Asma %,

Utilizando un disefio de casos y controles no se encontré asociacion de
polimorfismos individuales ni en haplotipos de V4 del gen ADAM33 con el
desarrollo del asma en la poblacion pediatrica del Hospital Almanzor Aguinaga
Asenjo. Esto contrasta con los resultados de diversos estudios, donde se encontro que
los polimorfismos de ADAM33 y varios haplotipos eran fuertemente asociados con
el asma a predominio de poblacion caucésica, asiatica y venezonala®1417:21:22.26.28-30
En el estudio de VVan Eerdewegh y colaboradores se estratificd a los pacientes basado
en la presencia de hiperreactividad bronquial, y en el presente estudio se estratifico a
los pacientes segun la gravedad del asma.
Se emplearon las mismas enzimas de restriccion, secuencias de amplificacion, entre
otros, con respecto a un estudio en poblacion venezolana, que si encontr6 asociacion
con el polimorfismo V4 en los genotipos C/C (OR: 0,14) y G/G (OR: 2,10). Es
posible que las diferencias de los resultados de asociacion se deban a la
heterogeneidad fenotipica'**’

Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo V4 del gen ADAM33 no seria un
gen importante para el asma ni para la gravedad del asma en nuestra poblacion. La
base genética del asma puede diferir entre grupos étnicos: se identificO que un
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subconjunto particular de polimorfismos del gen ADAM33 como factores de riesgo
de asma en etnias caucésicas del Reino Unido y Estados Unidos4, de la misma
manera se identificaron los polimorfismos V4 y T1 como factores de riesgo de asma
en poblacion venezolana'!, sin embargo, esto contrasta con los resultados de un
estudio realizado en poblacion portorriquefia y mexicana en la que no se evidencio
dicha asociacion?’.

A conocimiento de los autores, este es el primer estudio sobre andlisis del
polimorfismo V4 en nifios latinos peruanos. Las diferencias en los factores de riesgo
genéticos o ambientales pueden explicar las diferencias observadas®?; sin embargo,
estudios posteriores son necesarios para abarcar mayor poblacion, por ejemplo, en
este estudio, se encontrd que los pacientes asmaticos procedentes de la region
Tumbes presentaron una proporcion de mutacion mucho menor a la de otras regiones,
solamente el 14% a comparacion de Cajamarca y Lambayeque que fue del 33 y 41%,
respectivamente.

Una de las variantes del ADAM33, el polimorfismo V4 estaria relacionado con el
empalme del ARNm del gen, mientras que T1 esta relacionado con la eliminacion de
un sitio de fosforilacion importante para la sefializacion celular. Las modificaciones
en la estabilidad del ARNm que afectan la cantidad de enzima secretada pueden estar
involucradas con un mayor recambio celular y por ende con una mayor probabilidad
de desarrollo de asma'4. En un metaanalisis de 29 estudios de casos y controles se
encontrd asociacion general entre T1 y la presencia de asma; sin embargo, cuando se
analiz6 segun etnicidad, se encontrd asociacion positiva para T1 en poblacion
asidtica, mas no en poblacion europea ni latinoamericana — solamente fueron
analizados dos casos y controles de dos paises (Brasil y Colombia)® — esto concuerda
con la ausencia de asociacion hallada para el polimorfismo T1 y la presencia de asma
en poblacion mejicana y portorriquefia?’, sin embargo, discrepa con lo hallado en
poblacién venezolana: en el estudio de Martinez, para T1, se encontrd asociacion
entre la presencia del diplotipo GGAA de ADAM33 (V4/T1) y un riesgo aumentado
de presentar asma'®.

En el presente trabajo se encontr6 que la frecuencia del polimorfismo T1 fue elevada
en los pacientes asmaticos del Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo-ESSalud (87%),
sin embargo, se recomienda estudiar la frecuencia de dicho polimorfismo también en
controles, de modo que se pueda determinar el nivel de asociacion. Estos resultados
son de particular importancia para el Pert debido a la alta prevalencia de asma, la
alta morbilidad y mortalidad en esta poblacién®*®. Identificacion de factores de
riesgo genéticos ambientales y étnicos especificos para el asma permiten comprender
los mecanismos y desarrollar terapias mas eficaces y especificas para estas
poblaciones.

Conclusiones

1. Existe ausencia de asociacion entre el polimorfimo V4 y la presencia de asma en
pacientes pediatricos de un hospital de Lambayeque.

2. El polimorfismo T1 se presenta con elevada frecuencia (87%) en los pacientes
asmaticos del Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo — EsSalud.
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Recomendaciones

Se sugiere seguir investigando en nuestro pais la asociacion de otros polimorfismos
diferentes al V4 y T1 con el desarrollo de esta enfermedad, en poblaciones mas
grandes, y de otras regiones del pais.

Se sugiere investigar la presencia de polimorfismo V4 y T1 en poblaciones mas
homogéneas, especificas de una determinada localidad o etnia.

A los pediatras del pais y la regién promover los estudios moleculares y su
asociacion con la presencia y gravedad de enfermedades cronicas, para ayudar en el
diagnostico precoz y el prondstico de su desarrollo.

A la universidad Catolica Santo Toribio de Mogrovejo continuar promoviendo y
apoyando este tipo de investigaciones que permitan conocer mejor las bases genéticas
de las enfermedades en poblacion peruana.
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Anexos

Tabla 1: Caracteristicas demogréficas y clinicas de casos y controles

Variable Casos V4 Controles V4  Valor-p  Casos®
(%) n. (%) (T1)
Sexo
Mazculine 17 (63) 13 (30} 13 (400
Femenmo @ 13 (30) 23 (60
Edad (Med; RI) 8;5-103 8. 7-113 05;7-113
Procedencia
Lambayeque 18 (700 21 (31) 200(33)
Tumbes 4(15) 2015 12 (32)
Cajamarca 2005 1) 205
Otros 2005 2005 4 (100
Tiempo de enfermedad 3;2-63 - - 3;1-33
(Med; RT)
Tiempo enfermedad - -
categorizado
1 -3 afios 17 (63) - 26 (69)
= 3 fips T2n 5(24)
< 1 afio 2(8) 3N
Control del asma - -
Parcizlments controlado 14 (34) 1745
BEien controlado 831 16 (42)
Mo controlado 4(13) (13
V4
Negativo 14 (54%) 18 (69%2) -
Positivo 12 (46%) 3(31%)
T1 - -
Negativo 3(13)
Poszitivo 33087

* n =26 nifies. yJled = medianz BRI = rango mtercnartilice. & = 38 pacientes.

Tabla 2. Frecuencia de polimorfismoV4 segun el sexo

V4 Femenino Masculing Total
Negative 13 19 32
Positivo g 11 20
Total 22 30 32
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Tabla 3: Frecuencia de polimorfismoV4 segun el Control del asma

V4 Bien No Parcialmente Total
Controlado (Controlade Controlado

Negativo (C) 6 2 6 14

Positivo (G) 2 2 8 12

Total 8 4 14 26

Tabla 4: Frecuencia de polimorfismoV4 segun la procedencia

V4 Amazonas Cajamareca Lambayeque Trujillo Tumbes Total
Negatvo 0 2 23 1 [ 32
Positve 1 1 16 1 1 20
Total 1 3 39 2 7 52

Figura 1: polimorfismo V4

L50: Ladder o escalera de pesos moleculares, cada 50 pares de bases. Se puede visualizar
el corte de la enzima Pstl (polimorfismo V4), que ha digerido la region de 374bp
amplificada del gen ADAM33 en dos fragmentos de 168bp y 206bp debido a que
identifico la presencia de una guanina lo cual indica la presencia del polimorfismo v4.

Flechas azules: indican los fragmentos de 206bp y 169 bp respectivamente.
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Figura 2: polimorfismo T1

L50: Ladder o escalera de pesos moleculares, cada 50 pares de bases. Se puede visualizar
el corte de la enzima Ncol (polimorfismo T1), que ha digerido la regién de 400bp
amplificada del gen ADAMS33 en dos fragmentos de 260bp y 140bp debido a que
identifico la presencia de una adenina lo cual indica la presencia del polimorfismo t1.

Flechas azules: indican los fragmentos de 160bp y 240bp respectivamente.



