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ESTUDI 1: Rastreig de mutacions en el gen DDR1 en una mostra
de malalts d’esquizofrénia: sequenciacié en pools de DNA

INTRODUCCIO

Les estratégies d’identificacié de nous SNPs més emprades son tres: i. seqienciacio
automatica directa de fragments de DNA amplificats per PCR; ii. técniques basades
en la separaci6 diferencial i deteccié de cadenes de DNA que difereixen en un o més
nucleotids (per exemple, SSCP, dHPLC, DGGE, HDA); iii. identificacié d’SNPs in silico
(isSNPs) per comparacié de sequéncies (EST i genomiques) dipositades en les bases
de dades. Aquesta ultima és simple, eficac i de baix cost. No obstant, els virtuals
isSNPs identificats han de ser confirmats o bé per sequenciaci6 directa o bé per algun
dels métodes comentats en l'apartat de ‘Métodes de genotipatge de polimorfismes
d’un uUnic nucleotid’ en multiples individus. D’altra banda, les técniques que es basen
en la migraci6 diferencial de les cadenes mutants sén emprades com a técniques de
rastreig, perdo no identifiguen la mutacié en concret. S6n técniques simples i
relativament barates, pero, sovint, no sén capaces de detectar totes les mutacions.

La millora dels sistemes de deteccié de fluorescéncia i programes d’analisi de
sequencies dels aparells d’EC, aixi com l'automatitzacié del procés de seqiienciacio,
ha fet que la seqienciaci6 automatica per EC sigui el métode més emprat per la
identificacio i verificacié d’SNPs. No obstant, es tracta encara d’'un métode costds per
la identificacié sistematica de nous SNPs. Una estrategia per abaratir el cost i
accelerar el procés és el rastreig en barreges o pools de mostres de DNA de diferents
individus (Sham et al, 2002). S’ha demostrat que aquesta és una aproximacio
efectiva tant per la identificacié de nous SNPs per seqienciacié directa de fragments
de DNA amplificats per PCR (Kwok et al, 1994; Taillon-Miller et al, 1999; Blazej et al,
2003), com també pel genotipatge de SNPs i microsatel.lits (Barcellos et al, 1997; Le
Hellard et al, 2002; Blazej et al, 2003). El factor limitant d’aquesta aproximacio és la
capacitat de detectar una mutacidé quan aquesta esta present en almenys un dels
membres del pool. En aquest cas, la sensibilitat esta determinada per la reaccié de
sequenciacioé i pel sistema de deteccid de I'aparell d’electroforesi emprat.

L'objectiu d’aquest treball ha estat la utilitzacié de la sequenciacié automatica per EC
en pools de mostres de DNA com a metode de rastreig de mutacions per tal
d’abaratir el cost de la identificaci6 d’'SNPs en el gen DDR1 en una mostra de 100
malalts d’esquizofrénia. El nostre interés s’ha centrat en la identificacié de variants
genetiques en les regions codificants i ex6-intré del gen DDR1.
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RESULTATS

Estudi preliminar: sensibilitat de la técnica i estandaritzacio dels protocols
Amb I'objectiu d’estandaritzar els protocols de quantificaci6 de DNA i seqlenciaci6
automatica i determinar el limit de detecci6é de la tecnica fent Us de I'aparell d’EC
MegaBACES500 (APBiotech) disponible al laboratori, es va dur a terme un estudi
preliminar. A la vegada, es volia minimitzar els errors de pipeteig i fer tot el procés
amb el minim nombre de plaques de 96 pouets. Per aquest motiu, vam considerar el
meétode de purificaci6 ExoSAP-IT (USB Corporation) pel producte de PCR i de
precipitacié per etanol per la reaccié de sequenciacié. De manera que, en una Unica
placa de 96 pouets es podia dur a terme la reacci6é de PCR, la purificacié del producte
de PCR, la reaccid de seqlienciacio, la purificacido de la reaccidé de sequenciacio i la
injeccié de les mostres en l'aparell d’EC. El protocol establert per aquest estudi es
resumeix en la Figura 8.

Per tal de determinar la sensibilitat de la técnica de sequenciacié en barreges de
DNA, es van construir pools amb diferent proporcié dels al.lels del polimorfisme
MTHFR C677T a partir de mostres previament genotipades segons Fross i
col.laboradors. Vam observar que fent Us del sistema comercial de sequenciacid
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (APBiotech) i el sequenciador
d’EC MegaBACE500 (APBiotech) i analitzant visualment els cromatogrames amb el
programa Sequencher (GeneCodes Corporation), la sensibilitat de la técnica era del
~10% per I'al.lel minoritari (Figura 9). Aquest és un resultat aproximat, ja que
I'analisi dels cromatogrames es va fer visualment. A més, aquest programa no esta
optimitzat per la deteccié de mutacions en pools de mostres de DNA. No obstant, el
nostre objectiu era establir un metode de rastreig qualitatiu i no pas quantitatiu
considerant les eines de les quals disposavem al laboratori.

Tenint en compte la sensibilitat observada de la tecnica i el nombre de reaccions de
sequenciacid a realitzar (100 mostres x 16 fragments de PCR x 2 reaccions
encebador forward x 2 reaccions encebador reverse = 6.400 reaccions de
sequenciacio), es va decidir agrupar les mostres en grups o pools de 10 individus. De
manera que, el nombre d’assaigs quedaria reduit en una desena part, sense
considerar les reaccions de re-sequenciacié dels individus d'un dels pools on es
detectés la potencial variant per tal de confirmar-la. Aixo volia dir que aquelles
mutacions poc freqlients o rares passarien desapercebudes (freqiiéncia <10%). No
obstant, el nostre interés se centrava principalment en els polimorfismes o variants
genétiques frequents (informatives) per tal de dur a terme posteriorment un estudi
d’associaci6 de casos i controls.
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Dilucié de les mostres de DNA a 50 ng/pL en base a la
lectura espectrofotometrica (absorbancia a 260 nm)

l

Quantificacié acurada de les mostres de DNA per
fluorometria (Assaig Picogreen™)

l

Construccio dels pools (10 mostres de DNA/pool) a
una concentracié final de 2.5 ng/pL per cadascuna de
les mostres l

» Amplificacié per PCR (en plaaues de 96 pouets)

l

Comprovaci6 i quantificacié de la reaccié de PCR per
electroforesi microcapil.lar

Purificacié del producte de PCR per incubacié amb
fosfatasa alcalina i exonucleasa | (en plaques de 96
pouets)

Reaccio de sequenciacié (en plaques de 96 pouets)

l

Purificacié de la reacci6 de sequenciacié per precipitacio
per etanol (en plaques de 96 pouets)

l

Separaci6 de la reaccié de seqiienciacié per EC (MegaBACE500)

l

Analisi de la qualitat de la sequéncies (MegaBACE Sequencing
Scorecard)

no | i

Alineament i analisi de les sequéncies amb el programa
Sequencher™ i

Sequienciacié de les mostres individuals del pool on s’identifica el
potencial SNP |

—

Figura 8. Protocol establert per la deteccié de mutacions per seqlienciacié automatica

en pools de mostres de DNA.
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Figura 9. Detecci6 del polimorfisme
MTHFR Ce77T per  sequenciacio
automatica en pools de mostres de
DNA. Sequiéncia d’electroforogrames on
s’indica la proporcié per cada al.lel.

Construccio dels pools de DNA

Per tal garantir I'amplificaci6 paral.lela per PCR de cada mostra en el pool, calia posar

la mateixa quantitat de DNA genomic de cada mostra en el pool. D’altra banda,

s’havia de comprovar que totes les mostres podien ser amplificades individualment

per PCR préeviament a la construccio dels pools.

La concentracié del DNA gendomic es va mesurar per fluorometria fent (s del

tenyiment per PicoGreen. Aquest és el metode de quantificaci6 de DNA recomanat
per la construccié de pools de DNA (Barcellos et al, 1997). D’acord amb la mesura

fluorimétrica, es van preparar els 10 pools afegint la mateixa quantitat de DNA (600

ng) de 10 mostres diferents. La concentracio final de cadascuna de les mostres en el

pool va ser de 2.5 ng/pL.
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Per dltim, mencionar que les mostres havien estat previament amplificades per PCR
de forma satisfactoria en d’altres estudis (Virgos et al, 1999; Virgos et al, 2001).

Identificacidé de variants genéetiques en les regions codificant i ex6-intré del
gen DDR1 per seqiienciacioé en pools de mostres de DNA

Seguint el protocol establert en I'estudi preliminar, vam detectar un total de 17
variants genetiques, 16 SNPs i una deleci6 de 2 pb en I'intré 4, en una mostra de 100
malalts d’esquizofrénia no emparentats (Figura 10). Les substitucions nucleotidiques
més comunes van ser les transicions (14 de 16, 87.5%), en comparacié amb les
transversions (2 de 16, 12.59%).

SNP5
g12476A>G
dbSNP 3213644
IVS10+25A>G

SNP2
g8312G>C
dbSNP 2229933
L94L

SNP3
g10106C>T
dbSNP 1049622
S175S

SNP8
g16080C>T
dbSNP 1049623
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SNP10
g18357T=>C
SNPO dbSNP 1049628

g16455C>T
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913674C>T
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912251C>T
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g15951C>T
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g13691A>G
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g17071C>A 918180G=>A

g16530C>T IVS15-30C>A IVS17-4G>A

G707G  SNP14

916623C>T
17381

Figura 10. Estructura del gen DDR1 amb les variants identificades per seqlienciacié en pools de
mostres de DNA. Exons representats pels blocs verds verticals i enumerats de I'1 al 17. El bloc
blanc correspon a la regié6 3'UTR. La posici6 de les variants corresponen a la seqiéncia
OTTHUMGO00000016356 de la base de dades Vega. Les variants marcades amb blau indiquen que
son noves 0 no han estat dipositades a la dbSNP, per calcular la posicié dels aa s’ha emprat la

isoforma DDR1b. En negre s’indiquen aquells SNPs que es troben dipositats a la dbSNP.

Deu SNPs es localitzaren en regions codificants. D’aquests, 8 sén silenciosos i 2
resulten en un canvi d’aminoacid. L’'SNP6 (g13674C=>T), transici6 C—T a 140 pb del
comencament de I'exdé 10, resulta en la substitucid d’'una prolina per leucina en la
posicié 469 de la isoforma e, pero es tracta d’'un SNP silenciés en la resta d’isoformes
(Figura 11). L'SNP11 (g13691A>G), transicié A—»G a 157 pb de I'exé 10, resulta en la
substitucié d’una asparagina per una serina en la posicié 502 de les isoformes a, b, c
i d i d'una metionina per una valina en la posicié 475 de la isoforma e (Figura 11).
NCBI
conservacié de I'aminoacid asparagina en aquesta posici6. Ara bé, els models

Les sequencies humanes, de ratoli i rata dipositades al suggereixen la

computacionals de prediccié de l'estructura secundaria (Combet et al, 2000) no
apunten a cap alteracio6 rellevant causada per aquesta mutacio.
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< exo 10a > <
WT GCTGAACGGAGGGTGTTGGAAGAGGAGCTGACGGTTCACCTCTCTGTCCCTGGGGACACTATCCTCATCAACAACCGCCCAGGTCCTAGA
DDRIbA E R R V L E E E L T V H L SV P G DT1 L I NNIRUZPGUPR
DDRIdA E R R V L E E E L T V HL SV P GDTT1 L I NNIRWPGUPR
DDR1le - - - - - - - . .- e e e e e e e e e e e e e e e e V L E
SNP6 SNP11
exd 10b | | > exd 11

WT GAGCCACCCCCGTACCAGGAGCCCCGGCCTCGTGGGAATCCGCCCCACTCCGCTCCCTGTGTCCCCAATGGCTCTG
DDRlbE P P P Y Q E P R P R GNPPHSAPTCVPNSGSATLTLTL S

DDRId E P P P Y Q E P R PR GNWPWPHSAPTCVPNG S
DDRle S H P R T R S P G L V G I R P TP L PV S P MAIL

< exd 10a > <
MT GCTGAACGGAGGGTGTTGGAAGAGGAGCTGACGGTTCACCTCTCTGTCCCTGGGGACACTATCCTCATCAACAACCGCCCAGGTCCTAGA

DDRIbA E R R V L E E E L TVHLSVPGDTTILINNZ RTPGTPHR R
DDRIA E R R V L E E E LTV HLSVPGDTTILTINNZ RTPGTPTR R
DDRLE - « =« o+ o+ . ... e oo oo oo oo oo V L E

SNP6 SNP11

ex6d 10b | | »«— exo 11
MT GAGCCACCCCCGTACCAGGAGCCCCGGCCTCGTGGGAATCCGCCCCACTCTGCTCCCTGTGTCCCCAGTGGCTCTG

DDRlb E P P P Y Q E P R P R G NPPHSAPTCVZPSGSALTLTLS

DDRIdE P P P Y Q E P R PRGNWPPHSAPTCVPS G S
S HPRTWRSPSGLVGI RPTULULWPV S PV AL

Figura 11. Mutacions de canvi de sentit identificades en I’exé 10 del gen DDR1. El cDNA de
DDR1 corresponent a I'exé 10 s’indica com a WT o MT, corresponent a la seqiiéncia salvatge (A) o
mutant (B). Els productes proteics s’indiquen per les isoformes b, d i e. En blau s’'indica el punt
criptic acceptor d’splicing alternatiu en I'exé 10 que déna lloc a la isoforma e (Alves et al, 2001).

Cinc SNPs i la delecié 1VS4-18delCT sén intronics. Mitjancant la utilitzacié de models
de prediccié de llocs de splicing en humans, cap dels anteriors SNPs afectarien o
introduirien nous llocs de splicing (NetGene2 Server, Brunak et al, 1991; Splice Site
Prediction by Neural Network, Reese et al, 1997). Per dltim, en la regié 3'UTR s’ha
identificat un SNP a 33 pb de I'ex6 17.

De les 17 variants, 16 es van detectar en almenys un dels pools a excepcié de
I'SNP11 en I'ex6 10. En aquest cas particular, es van sequenciar individualment les
mostres del pool 6, ja que en aquest pool s’observava la preséncia d’'un potencial
SNP (SNP6) només en les reaccions de sequlenciacié corresponents a I'encebador
Ex10 R29358DDR1. En sequenciar individualment les mostres d’aquest pool, es va
confirmar la preséncia de I'SNP6 (dbSNP rs1264319) en una de les mostres (Figura
12). Casualment, també es va detectar en una Unica mostra una variant addicional
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(SNP11: g13691A>G, N502S) la qual havia passat completament desapercebuda en
la seqienciacio del pool (Figura 13). Aquestes dues variants, SNP6 i SNP11, van ser
solament detectades en el pool 6.

A B
AR CTCTCGTCT G C GGAG T

Figura 12. Electroforogrames parcials de I'ex6 10
corresponents al pool 6 (A) i mostra numero 279 (B).

L'asterisc indica la posici6 de [I'SNP6 (dbSNP
rs1264319).

d d d T T AR 1T 1T dF GAGCCATT GG GG

WWA/MW

Figura 13. Electroforogrames parcials de I'ex6 10
corresponents al pool 6 (A) i mostra niumero 289 (B).
L'asterisc indica la posici6 de I'SNP11 (g13691A>G;
N502S).

La preséncia d'un parell de bandes de major pes molecular en I'electroforesi dels
productes de PCR del fragment Ex4 en tres pools, suggeria la presencia d’'una delecié
o0 inserci6 d'unes poques parelles de bases. Les mostres dels tres pools es van
amplificar per PCR individualment i es van analitzar per electroforesi per tal
d’identificar aquelles mostres amb un patré electroforetic anomal (Figura 14.A.). Es
van identificar tres mostres, cadascuna inclosa en un pool diferent. Per tal de
determinar la variant genética, es van clonar els fragments Ex4 d’aquestes tres
mostres en un vector plasmidi. D’aquesta manera vam confirmar la preséncia en
heterozigosi de la delecié 1VS4-18delCT (Figura 14.B.).

En la regio del gen DDR1 hi ha un total de 117 SNPs dipositats a la base de dades
dbSNP. D’aquests, 40 es localitzen en les regions analitzades en el present treball. En
la mostra estudiada, només se n’han identificat 10 d’aquests (Figura 10). Les 7
variants genetiques restants identificades s6n noves o, si més no, no han estat
reportades a la dbSNP.
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Figura 14. Detecci6é de la mutacio 1VS4-18delCT. (A) Separacio
electroforetica dels productes de PCR Ex4 per electroforesi
microcapil.lar (Agilent 2100 BioAnalyzer). Els asteriscs indiquen
la preséncia de dues bandes de major pes molecular que el
fragment Ex4 en aquells pools (pools 1, 4 i 8 o0 mostres
(mostres 21, 128, 317) amb la mutacié 1VS4-18delTC. (B) El
producte de PCR de les mostres 21, 128 i 317 es va clonar en un
vector pGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI) i 6 coldnies es
van sequenciar fent Us de I’encebador M13 forward. La mateixa
mutaci6 es va detectar en les tres mostres. Els
electroforogrames parcials del fragment Ex4 corresponents a
I'al.lel salvatge (wt) i mutant (mt) de la mostra 128 es mostren
com a exemple. La deleci6 CT (o GA en la cadena
complementaria) esta subratllada.
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DISCUSSIO

El present estudi va explorar la técnica de seqlienciacié automatica per EC en pools
de 10 mostres de DNA com a meétode de rastreig de mutacions per tal d’abaratir el
cost i accelerar el procés d’identificacio d’SNPs en el gen DDR1 (regions codificants i
exo6-intrdé) en una mostra de 100 malalts d’esquizofrénia. Un total de 16 SNPs i una
delecid intronica de 2 pb van ser identificats en almenys un dels pools, a excepci6 de
I'SNP11 el qual va ser detectat per seqienciacio individual del fragment Ex10 en una
de les mostres del pool 6 (Figura 10).

Considerant les eines emprades, els resultats presentats demostren que aquesta
aproximacio és valida per la identificacio d’'SNPs amb una freqiiéncia major al 10%
per I'al.lel minoritari. Aquests resultats s6n similars als obtinguts per d’altres autors
(Wolford et al, 2000). Donada la sensibilitat de la técnica i la mida del pool emprat,
aquest meéetode resulta solament eficag per la deteccié de polimorfismes comuns o
frequents. Per la deteccié6 de mutacions rares, caldria fer barreges de 5 o menys
mostres de DNA. L’analisi realitzat ha estat qualitatiu ja que el software emprat per
I'analisi de cromatogrames (Sequencher) no esta dissenyat per la deteccido de
mutacions en pools de mostres. Una analisi quantitativa dels resultats fora possible
fent Us, per exemple, del programa PHRED, el qual permet d’avaluar les arees o
alcades dels pics electroforetics (Ewing et al, 1998).

Les 100 mostres d’estudi es van agrupar en pools o barreges de 10, reduint el
nombre de reaccions inicials a realitzar per 10. De manera que, per la deteccié d’'una
variant determinada es requeria que aquesta fos present en el pool, com a minim, en
heterozigosi en dues mostres o en homozigosi en una. Aixi doncs, 14 dels SNPs
identificats es trobarien amb una freqiéncia major al 10% en les mostres estudiades.
La deteccié de I'SNP6 (gl13674C=>T) se’'ns fa dificil d’explicar ja que només es va
observar en el pool 6 i en les dues reaccions de seqienciacid6 on es feia Us de
I'encebador revers. Inicialment es va pensar que es tractava de soroll de fons, pero
ens va sorprendre que aquest s’'observava en els dos cromatogrames duplicats. A
més, aquesta mutacié estava descrita a la dbSNP (rs1264319) i, per aix0, es va voler
comprovar la seva presencia seqienciant individualment les 10 mostres del pool 6.
Com era d’esperar, es va confirmar la preséncia d’aquest SNP en heterozigosi en una
Unica mostra. Addicionalment, es va detectar en una altra mostra una nova mutacio
(SNP11, g13691A>G), també en heterozigosi. Curiosament, aquestes son les dues
Uniques mutacions identificades que comporten un canvi d’aminoacid (Figura 11).

Malgrat les variants identificades en el domini discoidina s6n sinonimes, és
interessant el fet que dues d’aquestes, I'SNP1 C31C i SNP3 S175S, es localitzin en
posicions critiques per I'activitat de DDR1. En I'estudi recent de mutagénesi dirigida
d’Abdulhussein i col.laboradors, els autors demostren que I'aminoacid serina en la
posicié 175 té un paper clau en la unié a col-lagen. La seva mutaci6é per una alanina
anul-la la unié del domini discoidina a col-lagen. A més, mitjancant models de
prediccid de I'estructura tridimensional del domini discoidina, demostren que els
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residus cisteina 31 i cisteina 185, dels extrems N i C terminal del domini discoidina,
formen un pont disulfur (Abdulhussein et al, 2004).

L'SNP6 (g13674C>T) es va identificar en wuna pacient diagnosticada amb
esquizofrénia paranoide i edat d’inici als 24 anys. Aquesta mutacié resulta en la
substitucié d’una prolina per leucina en la posicié 469 de la isoforma e, pero es tracta
d’'un SNP silenciés en la resta d’isoformes. La isoforma e ha estat identificada en
linies cel.lulars tumorals (Alves et al, 2001) i se’n desconeix la seva funcié.

L’'SNP11 (g13691A>G) es va identificar en una pacient diagnosticada amb trastorn
esquizofreniforme i edat d’'inici als 18 anys. Aquesta mutacio resulta en la substituci6
d’'una asparagina per una serina en la posicié 502 de les isoformes a, b, ci d i d'una
metionina per una valina en la posici6 475 de la isoforma e. Les seqiencies
humanes, de ratoli i rata dipositades a la base de dades Entrez Nucleotides Database
del NCBI, suggereixen la conservacié de I'aminoacid asparagina en aquesta posicio.
La repercussio d’aquesta mutacié és en aguest moment especulativa. El nostre grup
s’ha plantejat de realitzar I'estudi bioinformatic i funcional per tal de determinar la
implicacié d’aquesta variant. Les frequéncies observades per I'al.lel mutant S502 en
les mostres de malalts d’esquizofrenia i individus controls estudiades fou baixa (0.02)
(vegeu Estudi 2).

La comprovacié dels productes de PCR per electroforesi préviament a la reaccié de
sequenciacié ens va permetre d’identificar la delecié 1VS4-18delCT en tres pools, ja
que no era detectada per sequenciacié. Aquesta deleci6 es presentava en
heterozigosi en tres mostres. Tots tres casos eren homes amb diagnostics
d’esquizofrenia catatonica (edat d’inici als 21 anys), paranoide (edat d’inici als 19
anys) i residual (edat d’inici als 20 anys). Com s’ha comentat anteriorment, no
sembla que aquesta i la resta de variants introniques identificades en aquest estudi
afectin els mecanismes de splicing. A la dbSNP, hi ha una Unica mutacié reportada
que afectaria el mecanisme de splicing (rs2855546). Aquesta comporta un canvi de
la sequiéncia consens del lloc acceptor AG per GG de l'intré 5. Es tracta d’un isSNP el
qual no ha estat validat o estudiat en mostres poblacionals. En aquest treball tots els
cromatogrames foren homozigots per la seqiéncia salvatge AG. Ara bé, no es pot
descartar la presencia d’aquesta variant en una frequéncia molt baixa o en mostres
amb bagatge genétic diferent.

D’acord amb diferents treballs, s’estima que entre un 6-12% (Reich et al, 2003) o
28-35% (Carlson et al, 2003) dels SNPs dipositats a les bases de dades serien falsos
SNPs. En concret, en la dbSNP, hi ha dipositats un total de 117 SNPs en la regi6 del
DDR1, dels quals 40 es troben en les regions analitzades en aquest treball.
D’aquests, només vam detectar-ne 10 (25%). Aix0 suggereix que o bé la resta
d’SNPs sén poc frequents (freqgiéncia menor al 10% per I'al.lel minoritari) i no han
estat detectats donada la sensibilitat de la técnica emprada o bé no estan presents
en les mostres estudiades. D’altra banda, cal recordar que molts d’aquests SNPs han
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estat identificats in silico i no han estat validats per genotipatge en multiples
mostres. Aixi és que esta per determinar si es tracta de veritables SNPs.
Curiosament, cap de les 3 variants descrites en la dbSNP que comporten un canvi
d’aminoacid (Leu94Val, Leu839Val, Arg873Trp) han estat identificades en les mostres
estudiades.

El protocol desenvolupat en aquest treball permet de dur a terme tot el procés
d’identificacié de noves mutacions (des de la PCR inicial fins la injeccié en I'aparell de
EC) en uUnica placa de 96 pouets, sense la necessitat de transferir les mostres i
reaccions, i evitar aixi possibles errors de pipeteig. Aquesta simplificacié del protocol,
conjuntament amb I'analisi dels pools o mescles de DNA, va suposar una reduccié en
cost i temps considerable. Si l'interés rau en la identificaci6 de polimorfismes
freglients, aquesta pot ser una aproximacié valida com a métode de rastreig inicial.
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