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Capitulo 1

Antecedentes

Todo comienzo tiene su encanto.

Johann Wolfgang Goethe

Introduccion

La genética de poblaciones es la disciplina bioldgica que suministra los princi-
pios tedricos de la evolucion. En esta ciencia se parte del hecho de que los cambios
evolutivos a pequeiia escala se dan en el seno de las poblaciones de las especies
(Barbadilla, 2003). Casi todas las especies comprenden una o mds poblaciones de
individuos que se cruzan entre si, formando una comunidad de intercambio ge-
nético denominada poblacién mendeliana. Una poblacién consiste en un sistema
de organismos de una misma especie que conviven en espacio y tiempo y se re-
producen entre si. Para la genética de poblaciones, una poblacién es definida por
su reservorio génico, que es el conjunto de todos los alelos de todos los genes de
los individuos que la constituyen. El objetivo basico de la genética de poblaciones
es caracterizar los reservorios génicos, los cambios en su composicion a lo largo
del tiempo y del espacio geogréfico e investigar los procesos que explican estos
cambios (Curtis et al., 2008).

Inicialmente, los estudios de diversidad génica se realizaban a través de elec-
troforesis de proteinas, pero la resolucién en los estimados de heterocigosidad era
limitada, detectando sélo un 30 % de la variacién. Con la técnica para secuencia-
cién por dideoxinucleétidos disefiada por Sanger, y el desarrollo de métodos cada
vez mas novedosos se han ampliado considerablemente el nimero de marcadores
empleados en la genética de poblaciones.

Los STRs, (del inglés: Short Tandem Repeats) son unidades de DNA de 1
a 6 pares de bases de longitud que se distribuyen ampliamente por todo el geno-
ma nuclear de eucariontes (Putman y Carbone, 2014). Debido a que son altamente
polimérficos , los STRs, se han utilizado ampliamente para realizar estudios de ma-
croevolucién, tanto del ser humano como de otras especies debido a que el cambio



2 CAPITULO 1. Antecedentes

en la extension de un repetido de nucledtidos origina un nuevo alelo y cada re-
petido se puede considerar como un alelo neutral, por lo tanto la heterocigosidad
observada en la muestra se puede adecuar a un modelo de alelos infinitos, partiendo
de la teorfa neutral. Se han hecho estudios de diversidad genética en la poblacién
mexicana mestiza y amerindia, utilizando varios locus de STRs. Los locus que
han sido estudiados han sido APO-B, vWA, THO1, CSF1PO, HPRTB, FGA. Los
alelos vVWA y THOI1 pueden distinguir a la poblacién mexicana, respecto a otras
poblaciones como caucdsicas o africanas (Guardado-Estrada et al., 2008). La po-
blacién mexicana actual surge desde el contacto europeo con el nuevo mundo, lo
que origina una mezcla de dos razas que geogrdficamente estuvieron separadas
por mucho tiempo, la amerindia y la europea. Ademads de ascendencia europea,
en México existe la mezcla de ciertos linajes africanos traidos como esclavos de
varias regiones de Africa. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los genes afri-
canos podrian haber llegado a México de los soldados espafioles de ascendencia
morisca como resultado de la ocupacién isldmica de la Peninsula Ibérica durante
casi ocho siglos (Rubi-Castellanos et al., 2009¢). Los 500 afios de la mezcla entre
los indigenas americanos, esclavos africanos y europeos ha formado a la mayoria
de la poblacién actual de México. Esta poblacién de habla hispana es conocida
actualmente como mestiza. Para que un individuo sea considerado como mestizo
tiene que haber nacido en México, tener un apellido de origen espafiol y ances-
tros de origen mexicano tres generaciones hacia atras. Segun el INEGI, el 93 %
de la poblacién Mexicana es mestiza. A pesar de esto, se han estimado diferentes
componentes amerindios en las poblaciones americanas, que van desde el 0.9 hasta
el 94.5 % (Bonilla et al., 2005). Debido a esto, la composicién génica de los me-
xicanos es compleja, pues el mestizaje depende de diversos aspectos geograficos,
econdmicos, culturales y educativos, observdndose una estratificacién genética.

Ademas de ayudar a entender la composién génica de la actual poblacién me-
xicana, el conocimiento de la frecuencia alélica de los distintos STRs tiene diversas
aplicaciones. En el campo de la medicina forense proporcionan los datos necesarios
para mejorar la identificacién de individuos; y en la medicina gendmica facilitan la
prediccion de la predisposicion de la poblacién a diversas enfermedades asociadas
con algin alelo de los STRs estudiados.



Capitulo 2

Marco teorico

Creo que la razon por la que las personas se
interesan menos en la ciencia hoy en dia que
hace cincuenta afios atras es que se ha
hecho muy complicada

James Watson

Generalidades de los acidos nucléicos

Muchas ideas importantes acerca de la genética fueron descubiertas mucho
tiempo antes de que existiera cualquier conocimento sobre la molécula responsable
de la transmisién de la herencia (Stram, 2014).

Gracias a cientificos como F. Griffith, Avery, MacLeod, Mc Carty y demds
colaboradores, en 1944 se sabia que una cadena larga de quimica relativamente
simple, un 4cido nucléico, llevaba la informacién genética en las bacterias (Passar-
ge, 2010). En 1952, Hersey y Chase probaron que la informacién genética solo se
transfiere mediante DNA y excluyeron otras moléculas. Con este descubrimiento,
la pregunta acerca de la estructura de DNA cobré gran importancia en la Biolo-
gia (Passarge, 2010). Cuando en 1953 Watson y Crick finalmente publicaron sus
descubrimientos acerca de la estructura molécular del dcido desorribonucleico o
DNA ya existia una gran cantidad de conocimientos acerca de la naturaleza de la
herencia en plantas, animales y la especie humana. Las implicaciones inmediatas
de este descubrimiento en la herencia mendeliana, en conjunto con los descubri-
mientos de H.G Khorana, M.Nirenberg y colaboradores respecto a la relacion entre
los codones del DNA y los aminoacidos, revolucionaron la historia de la genética.

Hoy en dia se sabe que existen dos tipos de dcidos nucleicos: el DNA del in-
glés: Deoxyribonucleic Acid) y el RNA (del inglés: Ribonucleic Acid). Cada uno
de ellos es una cadena polimérica, en la que las unidades monoméricas estdn co-
nectadas por enlaces fosfodiéster. En ambos casos la unidad monomérica esta for-
mada por un azicar de cinco carbonos (la ribosa en el RNA y la desoxirribosa
en el DNA). La tnica diferencia entre los dos azicares radica en el sustituyente
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del carbono 2’: la ribosa tiene un grupo hidroxilo en esa posicion, mientras que la
desoxirribosa tiene un hidrégeno (Mathews et al., 2010) (véase figura 2.1).

Figura 2.1: Estructuras quimicas del 4cido ribonucleico RNA y del dcido desoxi-
rribonucleico DNA. Imagen adaptada de Mathews, Holde, y Ahern, 2013
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Los residuos de azicar unidos mediante enlace fosfodiéster constituyen el ar-
mazdn de los dcidos nucleicos. Cada mondmero de la cadena contiene ademds una
base heterociclica, que siempre va unida al carbono 1°del azticar por un enlace N-
glucosidico (véase figura 2.1). Existen dos tipos de bases heterociclicas: purinas o
pirimidinas. EI DNA tiene dos purinas: adenina (A) y guanina (G) y dos pirimidi-
nas: citosina (C) y timina (T). El RNA posee las mismas bases, con la diferencia
de que la timina se sustituye por el uracilo (U) (Mathews et al., 2010).

Dado que todos los 4cidos nucléicos pueden considerarse polimeros de nu-
cleétidos, se les suele asignar la denominacién genérica de polinucleétidos. A los
polimeros pequefios, que solo tienen algunos residuos se les denomina oligonu-
cleétidos.

La estrucutura primaria de los dcios nucléicos consiste en una cadena poli-
nucleotidica que posee un sentido o direccionalidad. El enlace fosfodiéster entre
las unidades monoméricas se produce entre el carbono 3‘ de un monémero y el
carbono 5° del siguiente. Esto provoca que los dos extremos de una cadena poli-
nucleotidica lineal sean diferenciables. Un extremo lleva normalmente un fosfato
5¢ sin reaccionar y el otro extremo un grupo 3 sin reaccionar. Por convencion, la
secuencia de una cadena polinucleotidica suele escribirse con el extremo 5° a la
izquierda y el 3° a la derecha (Mathews et al., 2010). La estrucutura secundaria
de los 4cidos nucléicos consta de dos largas cadenas polinucleotidicas enrolladas
alrededor de un eje central, formando una doble hélice de 20 nm de didmetro, en-
rollada hacia la derecha. Las dos cadenas son antiparalelas, es decir, que van en
sentidos opuestos, y las bases de las dos cadenas se encuentran al interior de la
estructura, formando escalones planos y perpendiculares al eje, separados por 0.34
nm (Mathews et al., 2010). Existe un apareamiento especifico entre las bases A-T
y G-C en el DNA 6 A-U y G-C en el caso del RNA. Las bases AT y AU se unen
mediante dos puentes de hidrégeno, mientras que las bases GC se unen con tres
puentes de hidrégeno. Cada vuelta completa de la hélice tiene una longitud de 3.4
nm, de este modo cada vuelta de la cadena contiene 10 bases (Klug et al., 2006).

Estrucutura y Funcion del DNA en eucariontes

En los individuos eucariontes el DNA se organiza en cromosomas. Los cromo-
somas estdn compuestos de cromatina espiralizada. La cromatina se compone de
una molécula de DNA con una cantidad sustancial de proteinas asociadas (Knight,
2009). Estas proteinas se clasifican en histonas y no histonas:

Histonas: Son proteinas con grandes cantidades de lisina y arginina, aminoacidos
que estdn cargados positivamente, lo que les posibilita unirse electrostética-
mente a los grupos fosfato con carga negativa de los nucledtidos. Existen
cuatro tipos diferentes de histonas: H2A, H2B, H3, H4 y H1.

Proteinas no histonas: Tienen funciones estructurales en la configuracién cromo-
sOmica, permitiendo la formacién de cromaétidas.
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Un tetrdmero es un conjunto de cuatro histonas en el que se enrrolla la doble
hélice de DNA. Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 forman dos tipos de tetrdmeros:

(H2A) — (H2B),

(H3)2 — (H4)>

Un nucleosoma estd formado por un tetrdmero de cada tipo, asociado a 147
pares de bases, unido con otros nucleosomas por la histona H1. La formacién del
nucleosoma representa el primer nivel de empaquetamiento del DNA, creando una
fibra de cromatina de 11 nm de didmetro. Esta fibra de 11 nm se empaqueta atin
mads, generando una fibra mds gruesa de 20 nm de ancho, conocida como solenoide,
que consiste en seis nucleosomas estrechamente enrollados. Esto es conocido como
el segundo nivel de empaquetamiento. La estructura de 30 nm forma una serie de
dominios en forma de lazo formados por las proteinas no histonas, que condensan
ain m4s la cromatina, originando estructuras de 300 nm. Estas fibras de 300 nm se
enrollan hasta crear una cromatida de 700 nm de didmetro. Un par de cromatidas
hermanas constituyen un cromosoma (Passarge, 2010) (véase imagen 2.2).

El genoma humano estd compuesto de 22 autosomas y 2 cromosomas sexua-
les X o Y. La mayoria de las células del cuerpo contienen dos copias del geno-
ma, es decir, son diploides. Una célula diploide normal contiene un total de 46
cromosomas, 22 pares de autosomas homdlogos, y un par de cromosomas sexua-
les; las mujeres tienen el par XX, y los hombres, el XY. Existen también células
que contienen una sola copia del genoma; estas células son llamadas haploides y
son el 6vulo y el espermatozoide, células encargadas de la reproduccién (Knight,
2009). Es posible encontrar muchos genes en un sélo cromosoma, aunque cada
cromsoma tiene diferente nimero de genes. El nimero de genes que tiene cada
cromosoma se puede encontrar en la pagina del Genome Referencie Consortium
(http = / /www.ncbi.nlm.nih.gov/ projects/genome /assembly/grc /human/), aun-
que es importante considerar que en el caso de los genes autosémicos habran dos
copias de cada gen en una célula diploide, uno por cada cromosoma (Knight, 2009).

Todos los cromosomas tienen un centrémero que se hace evidente durante la
duplicacién cromosémica antes de la division celular. El centrémero divide al cro-
mosoma en dos brazos. El brazo mds corto de los dos es el p petite y el mds largo
es el brazo q quarter (Stram, 2014). Las diversas técnicas de bandeo cromosémico
han facilitado notablemente la identificacién visual y agrupacién de cada cromo-
soma. Ademas de servir para difierenciar a los cromosomas, las tinciones cromo-
somicas pusieron de manifiesto que la mayor parte de un cromosoma se encuentra
presente como cromatina desespirilizada, mientras que algunas partes permanecen
condensadas y se tifien fuertemente durante la interfase. Este descubrimiento lle-
v6 a que en 1928 se acufaran los términos heterocromatina y eucromatina para
describir las partes de los cromosomas que estaban enrolladas o desespirilizadas,
respectivamente (Klug et al., 2006). A partir de este descubrimiento, se observé
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Figura 2.2: Modelo para el empaquetamiento del DNA en cromatina (Passarge,
2010).

que las dreas heterocromdticas son genéticamente inactivas y se replican més tarde
que la eucromatina durante la duplicacién del DNA en la divisién celular.

El hecho de que la eucromatina es genéticamente mds activa que la heterocro-
matina llevo al interés de la comunidad cientifica por esta parte del genoma. Por
este motivo, en el afio de 1988 inicio una investigacion de esta parte del genoma,
conocida como HGP (del inglés: Human Genome Proyect). Este proyecto se logré
gracias a la colaboracién de diversos organismos internacionales coordinadas por
el Departamento de Energia y el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos
de América. Los objetivos principales de este proyecto fueron la determinacién
de la secuencia de los cromosomas humanos y la identificacién y mapeo de genes
(ENA, 2015). EI HGP us6 un enfoque basado en clones para producir los mapas y
ensamblar la secuencia del genoma humano. En febrero del 2001 se publicé el pri-
mer borrador del genoma humano en la revista Nature, con el 90 % de la secuencia
completa. La secuencia completa se publicé en Abril del 2003, en la misma revista
(ENA, 2015). En el afio 2008 se formé el GRC, (del inglés: Genome Reference
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Consortium) encargado de mantener actualizada la informacién referente al ge-
noma humano. Los objetivos generales de este grupo son: la correccién de ciertas
regiones tergiversadas, eliminar las brechas restantes y la produccion de secuencias
alternativas para los locis con variantes estructurales. El GRC esta formado por The
Wellcome Trust Sanger Institute, The Genome Center at Washington University,
The European Bioinformatics Institute y The National Center for Biotechnology
Information (ENA, 2015).

Segtn la version 78.38 de Ensembl (Ensembl, 2015), el genoma humano tie-
ne un total del 3,381,944,086 pares de bases. En todo el genoma, solo existen
22,469 genes que se convertirdn en protefna, conocidos como genes codificantes.
La longitud total del todos los exones de los genes codificantes es de aproximada-
mente 34 Mb, lo que representa aproximadamente un 1.2 % del genoma humano
(IHGSC, 2004). Asi pues, el HGP, demostré que menos del 2 % del genoma es co-
dificante, mientras que los elementos repetitivos del genoma representan mas del
50% del genoma (IHGSC, 2004). El resto del DNA codifica para diferentes tipos
de RNA, incluyendo el RNA de transferencia o tRNA, RNA ribosomal o rRNA
y microRNAs o miRNA. Ademds el DNA contiene muchas otras partes que se
encuentran involucradas en la regulacién génica, como las secuencias promotoras
(Stram, 2014).

DNA codificante

La funcién de los genes codificantes encontrados en el genoma es obvia: la
sintesis de proteinas, que realicen diversas funciones en el organismo. Para que
un gen codificante pueda convertirse en una cadena de aminoécidos, es necesario
en primer lugar que la secuencia se convierta en RNA. Generalmente la secuencia
de DNA codificante para una proteina se encuentra contenida en exones, interca-
lados con secuencias no codificantes, conocidas como intrones (Stram, 2014). El
paso de DNA a RNA se conoce como transcripcion. Este proceso involucra facto-
res de transcripcion que reconozcan especificamente las secuencias no codificantes
reguladoras y la separacioén fisica de las dos hebras de DNA para que la RNA poli-
merasa (enzima encargada de la transcripcion) pueda unir las bases al nuevo RNA
sintetizado. Durante la transcripcidn, el DNA molde es leido por la RNA polime-
rasa en direcciéon 3¢ a 5°, de modo que el RNA se va ensamblando en direcién 5°
a 3’desde el inicio del primer ex6n, hasta el dltimo. Los intrones se eliminan del
RNA mensajero recién copiado mediante un proceso llamado empalme o splicing,
formandose un RNA maduro. Muchos genes pasan por un proceso de empalme
alternativo, pudiéndose eliminar algunos exones, o incluir trozos de intrones en el
RNA maduro. El proceso de empalme alternativo permite que de un mismo gen,
se produzcan diferentes proteinas. El dltimo paso para la creacién de una proteina
se llama traduccion. La traduccién implica la migracion del RNA maduro al cito-
plasma de la célula, para su unién con un complejo de RNAmicrosomal/proteinas,
Ilamado ribosoma. En el ribosoma el RNA mensajero maduro interaciona con mo-
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léculas de RNA de transferencia o tRNA; que reconoce los codones (mediante una
secuencia antisentido complementaria a los codones de RNA mensajero) y recluta
los aminodacidos especificos que se unirdn a la cadena polipeptidica en crecimien-
to (Stram, 2014). Un codén es el conjunto de bases que codifica un aminoécido
unico. En un principio, muchos investigadores reconocieron que los codones de-
bian de contener un minimo de tres nucleétidos. Si un codén estuviera formado por
un dnico nucleétido, entonces solo serian posibles 4 codones diferentes, lo que no
es suficiente para codificar los 20 aminodcidos distintos. De la misma manera, si
un codén estuviera hecho de dos nucleétidos habria sélo 16 codones posibles. En
cambio con tres nucleétidos por codén existen 64 codones posibles, suficientes pa-
ra especificar los 20 aminodcidos (Pierce, 2009). De los 64 codones posibles, tres
son codones de terminacidn, que especifican la finalizacién de la traduccion. Los
61 codones restantes codifican los otros 20 aminodciodos; esto quiere decir que se
puede especificar un mismo aminoacido con varios codones. Algunos amino4ci-
dos estan codificados hasta por 6 codones, como es el caso de la leucina. Solo el
triptéfano y la metionina estdn codificados por un tnico codén (Pierce, 2009).

DNA no codificante

La funcién del DNA no codificante no siempre fue clara; de hecho, en un prin-
cipio los elementos repetitivos del genoma fueron considerados como DNA "ba-
sura”, sin ninguna funcién importante (IHGSC, 2004). Sin embargo, conforme se
profundizé en el estudio del genoma humano, se descubrié que los genes no co-
dificantes tienen funciones muy importantes. Algunos, como los RNAs no codifi-
cantes, se encuentran involucrados en la regulacion de la expresién génica. Otros
como las secuencias promotoras o los tRNAs se encargan de llevar a cabo correc-
tamente procesos como la transcripcién y traduccién, respectivamente. Mientras,
que los elementos repetitivos del genoma tienen varias funciones: por una parte,
las repeticiones constituyen un rico registro paleontolégico, que contiene claves
cruciales sobre los eventos y fuerzas evolutivas. Asi mismo, estas zonas han cau-
sado reordenamientos y generando nuevos genes o modificando los ya existentes,
lo que se emplea como herramienta para la medicina gendémica o para la genética
de poblaciones (IHGSC, 2004). Para facilitar el estudio del DNA no codificante,
éste se ha clasificado de varias maneras. En este documento, el DNA repetitivo se
agrupard en dos grandes rubros:

1. DNA repetido disperso: Comprende a los elementos dispersos por diferentes
partes del genoma, en este rubro incluye todos los elementos trasponibles,
cuya naturaleza se explicard mas adelante.

2. DNA repetido en tdndem: Son repetidos de un nimero particular que se agru-
pan en ciertas partes del genoma.
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DNA repetitivo disperso

La mayoria de las secuencias repetidas en el genoma humano se derivan de los
elementos transponibles. Estos elementos abarcan aproximadamente el 45 % de to-
do el genoma humano (IHGSC, 2004). Un elemento transponible o mévil es una
secuencia de nucledtidos con la capacidad de moverse en el genoma, ya sea por si
misma o con la ayuda de secuencias auxiliares (Hackenberg, 2005). En el geno-
ma humano los elementos transponibles se dividen en cuatro clases principales: 1)
Elementos cortos de DNA disperso o SINEs (del inglés:Short Interspersed Nucleic
Element), 2) Elementos largos de DNA disperso o LINEs ( (del inglés:Long Inters-
persed Nucleic Element), 3) Elementos con repeticiones terminales largas o LTRs
(del inglés: Long Terminal Repeat Elements) y 4) Transposones de DNA (IHGSC,
2004). Los cuatro elementos trasponibles existentes se dividen a su vez en dos
grandes categorias dependiendo su método de transposicion. Estas categorias son:

= FElementos de clase I o retrotransposones

= Elementos de clase II o transposones de DNA

Los elementos de clase I o retrotransposones llevan a cabo su replicacién me-
diante la transcripcién inversa de un RNA intermediario (Avise, 2010). Dentro de
la categoria de los retrotransposones se encuentran tres principales subclases: 1)
LINEs, 2) SINEs y 3) LTRs. Cada una de estas subclases se compone a su vez de
subfamilias. Entre los LINEs, la subclase mds grande es la de los elementos L1.
Cada elemento L1 completo llega a medir aproximadamente 6,000 pares de bases,
existiendo en el genoma humano mds de 500,000 de estos elementos, compren-
diendo en conjunto 17 % del genoma humano (IHGSC, 2004). La secuencia mds
representativa de los SINES es la Alu, llamada asi por tener un patrén de reco-
nocimiento de la enzima de restriccién Alul (Hackenberg, 2005). Se estima que
la secuencia Alu se encuentra 1,090,000 veces en el genoma humano, y dado que
éstas miden aproximadamente 300 pares de bases de longitud, abarcan alrededor
del 11 % del genoma (Avise, 2010). Otra particularidad de las secuencias Alu es
su alto contenido en G+C (en torno al 57 %) (Hackenberg, 2005). Los elementos
SVA (SINE-R, VNTR, y Alu) son los més representativos de la subfamila de los SI-
NEs. Cada SVA tiene una longitud aproximada de 1,500 pares de bases y cerca de
3,000 copias en el genoma humano. Por dltimo, por parte de los LTRs, la subclase
mds abundante son los HERV (Human Endogenus Retroviruses), que solos repre-
sentan el 8 % del genoma humano (Avise, 2010). En la tabla 2.1 hay informacién
mas detallada sobre la cantidad de elementos moviles que existen en el genoma
humano.

Como ya se dijo anteriormente, los elementos de clase I se producen median-
te la transcripcion inversa de un RNA intermediario. Para transcribirse a un RNA
intermediario, estos elementos usan recursos celulares como la polimerasa III (en
el caso las Alus) y la polimerasa II (en el caso de los LINEs). El proceso de trans-
cripcidn inversa a DNA e insercidn en el genoma es un poco mas complicado. En
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Categoria No. de copias % del genoma Tamaiio de los elementos bdsicos (pb)

Transposones 294,000 2.8 2,500
Retrotransposones
LINEs 868,00 20.4 6,000
SINEs 1,558,00 13.1 300
LTRs 443,000 8.3 300
Total 3,163,000 44.6

Tabla 2.1: Datos sobre la abundancia de la mayoria de los elementos méviles de
genoma humano (Avise, 2010)

general se requieren de dos enzimas: una transcripasa inversa y una endonucleasa
encargada del corte de la secuencia donde se produce la insercién. Los elementos
LINE1 poseen dos marcos abiertos de lectura u ORFs (del inglés: Open Reading
Frame) (ORF1 y ORF2). Se ha podido demostrar que el ORF2 codifica para una
transcriptasa inversa que ademds posee un dominio de endonucleasa. Aunque to-
davia no se entiende completamente el papel que desempeifia la proteina del ORF1,
parece que su funcién es fijar el mRNA del elemento LINE (Hackenberg, 2005).
Una vez que el RNA del LINE ha sido traducido, este se retine con sus propias pro-
teinas codificadas y se mueve hacia el niicleo, donde la actividad endonucleasa de
la polimerasa realiza una muesca en el DNA monocatenario, mientras que la trans-
criptasa inversa utiliza el DNA mellado como cebador para realizar la transcripcién
inversa desde el extremo 3’del RNA perteneciente al LINE (IHGSC, 2004).

Los elementos LINE son auténomos, ya que codifican todas las proteinas nece-
sarias para su propia reproduccién. Por el contrario, las Alus no codifican ninguna
proteina y por lo tanto dependen de ezimas procedentes de otros elementos. Hay
varias evidencias que demuestran que las Alus utilizan la maquinaria enzimdtica de
los elementos LINE para llevar a cabo el proceso de retrotransposiciéon (Hacken-
berg, 2005). Se cree que la maquinaria enzimatica de los LINEs es la responsable
de la mayoria de trascripcion inversa en el genoma, incluyendo la retrotransposi-
cién de varios elementos no auténomos, como los SINEs y la creacién de pseudo-
genes (IHGSC, 2004).

Por otra parte, los elementos de clase II o transposones de DNA no necesitan
de un RNA intermediario, pues realizan el porceso de transposicién de manera
muy similar a los transposones bacterianos: mediante terminales de repeticiones
invertidas que codifican a la enzima transposasa. Esta enzima se une cerca de las
repeticiones invertidas y media la movilidad del transposén a través de un proceso
conocido como cortado y pegado (Klug et al., 2006) (IHGSC, 2004).

En general, los elementos transponibles o TEs (del inglés: Transposable Ele-
ments) son encontrados en diferentes tipos de regiones genémicas, como la croma-
tina pericentromérica, telémeros, regiones regulatorias, exones e intrones, siendo
mads frecuentes en la heterocromatina y las regiones reguladoras. Los TEs son en-
contrados de manera abundante en regiones gendmicas cercanas al telémero y a
lo largo de los brazos cromosémicos intercalados en la heterocromatina. En teoria
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los elementos trasponibles pueden moverse en cualquier parte del genoma, pero
se cree que las inserciones de TEs en la heterocromatina son menos perjudiciales
que las inserciones en la eucromatina y su concentracién en las regiones de baja
densidad génica son un mecanismo para evitar la recombinacién ectépica (Miller
y Capy, 2006).

Desde que se descubri6 la existencia de los elementos trasponibles en el geno-
ma humano, los investigadores se han preguntado si éstos tienen alguna funcién o
simplemente son fragmentos de DNA pardsito, cuyo unico fin es diseminarse por el
genoma, generando multiples copias de si mismo dentro del genoma del hospedero.
En la actualidad es evidente que los genomas pueden beneficiarse de la presencia
de elementos trasponibles, pues estos actian como un factor que acelera la evo-
lucién del genoma, en particular cuando estos se enfrentan a estrés poblacional o
ambiental (Miller y Capy, 2006).

DNA repetitivo en tindem

El DNA repetitivo en tdndem tiene varias caracteristicas que lo hacen notable-
mente diferente de las secuencias trasponibles. La caracteristica mas importante
es que estos tipos de repetidos se encuentran agrupados en cierta regién del ge-
noma sin ser separados por ningtin otro tipo de secuencia. A este tipo de DNA
también se le conoce como secuencias cortas repetidas o SSR (del inglés: Short
Sequence Repeats), ya que son secuencias relativamente cortas, comparadas con
otros elementos (IHGSC, 2004). La longitud de estas secuencias es un criterio que
se utiliza para su clasificacion. Segun este criterio, las SSRs se clasifican en tres
grupos:

= Satélites: Repetidos comprimidos en arreglos largos, tipicamente de 100 kb
o varias megabases de tamafio. La unidad de repeticion varia entre Sy 71 pb.

= Minisatélites: Repetidos en arreglos de tamaiio intermedio (entre 100 pb y
20 kb). Cada unidad de repeticion tiene entre 6 y 100 pb de longitud.

= Microsatélites: Arreglos cortos de menos de 100 pb de longitud, hechos de
repetidos simples de 1 a 6 pb de longitud. Sin embargo, en ocasiones el limite
entre microsatélites y minisatélites se ve desdibujado, pues en algunas fuen-
tes se considera que las unidades de repeticion de los microsatélites pueden
tener una longitud de 6 a 12 pb.

Como ya se menciond, el DNA satélite comprende matrices muy grandes de
DNA no codificantes repetidas en tdndem. Estas agrupaciones de megabases de
tamailo constituyen el componente principal de la hetercromatina. El DNA satélite
es el componente principal de los centrémeros funcionales, asi como de la hete-
rocromatina pericentromérica, de las regiones teloméricas y de los brazos cortos
de los cromosomas acrocéntricos (Cromosmas 13,14,15,21 y 22) (Knight, 2009).
Dado que la heterocromatina se encuentra en un estado sumamente condensado
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y empaquetado, alin existen algunas dificultades técnicas en la secuenciacion de
estas regiones, por lo que la compresion de la organizacion precisa y funcién de
este tipo de repetidos atin es imprecisa. Sin embargo, se estima que el DNA satéli-
te representa del 2% al 6 % del genoma (Pierce, 2009). La composicién del DNA
satélite es variable y tipica de cada especie. Los primeros trabajos relizados para
identificar el DNA satélite utilizaron gradientes de densidad, debido a que este tipo
de DNA tiene porcentajes diferentes de las bases nitrogenadas y en consecuencia se
separan como varias fracciones cuando se centrifugan a velocidades elevadas (Pier-
ce, 2009). Usando la centrifugacion en gradiente se pueden distinguir tres tipos de
DNA satélite: 1) el DNA Satélite 1, con una unidad de repeticion 42 nucleétidos 2)
el DNA Satélite 2 cuya unidad de repeticién de 10 nuclétidos es (ATTCCATTCG)
y 3) el DNA Satélite 3, que contiene repeticiones del pentdmero (ATTCC) (Cal-
Teba, 2000). Existe ademds otro tipo de DNA satélite que no es posible separar
facilmente por centrifugacion. Este tipo de DNA satélite se caracterizé por primera
vez con enzimas de restricién que reconocien ciertas regiones en las unidades de
repeticion. El satélite alfoide o satélite alfa pertenece a esta categoria. La secuencia
alfoide, que se encuentra principalmente en las regiones centroméricas, tiene un ta-
mafio de 171 pb y es rica en AT. Otros tipos de DNA satélite son el satélite beta
(repeticién de 68 pb) y el satélite gamma (repeticion de 220 pb), que también se
encuentran en la cromatina centromérica de varios cromosomas (Cal-Teba, 2000)
(Knight, 2009) (Klug et al., 2006). Cuando fue identificado por primera vez, el
DNA satélite fue considerado como DNA basura, aunque hoy en dia se sabe que
juega un papel fundamental en la organizacién y emparejamiento de los cromoso-
mas(Knight, 2009).

Los microsatélites y minisatélites estdn estrechamente relacionados y son no-
toriamente diferentes del DNA satélite. Esta clase de repetidos estd compuesta por
subunidades de menos de 13 pb de tamafio. Como ya se menciond, existen dife-
rentes criterios acerca del tamafio de las subunidades de micro y minisatélites, y
por este motivo puede ser dificil distinguir un grupo de otro basdndose tinicamente
en el tamafio de las unidades de repeticion (Salipante, 2013), (Debrauwere et al.,
1997)(Knight, 2009). A pesar de la confusién que se puede generar entre estos dos
tipos de repetidos, Debrauwere y colaboradores sefalan otras caracteristicas que
pueden tomarse en cuenta para distinguir a un grupo de otro: 1) Los minisatélites
forman arreglos de mas de 100 pb y hasta 20 kb, mientras que los microsatélites
forman arreglos pequefios, que como maximo alcanzan los 100 pb. 2) Los minisaté-
lites se encuentran abundantemente en las regiones centroméricas, subteloméricas
y en ciertos cromosomas, como el 19, mientras que los microsatélites se encuen-
tran dispersos por todos los cromosomas, en las regiones no codificantes cercanas
a las si codificantes. Ademads algunos autores consideran como caracteristicas im-
portantes de los minisatélites el alto contenido en G-C y su inestabilidad en lineas
germinales (Debrauwere et al., 1997).

Tanto microsatélites como minisatélites son altamente polimérficos, lo que
quiere decir que existen varios alelos (con diferente nimero de repetidos) para
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un solo locus. Esta caracteristica, de la cual se hablara mas extensamente en la
siguiente seccién, es la que los ha convertido en objeto de estudio para distintos
campos.

Polimorfismos del DNA

Un polimorfismo se define como una de las maltiples formas de un gen o molé-
cula normal, presente en al menos el 1 % de la poblacién. Es importante diferenciar
un polimorfismo de un heteromorfismo. Un heteromorfismo es una regién cromo-
somica microscopicamente visible que varia en tamafio, morfologia y tincién en
diferentes individuos, siendo esta una forma normal de la variacién del genoma hu-
mano. Asi pues, diferencia principal entre heteromorfismo y polimorfismo es que
el polimorfismo se refiere a variantes del genoma que solo pueden ser detectadas
a nivel molecular (Wyandt y Tonk, 2012). Existen varios tipos de polimorfismos
en el genoma humano, tanto en las regiones codifcantes como en las no codifican-
tes. En este trabajo solo se discutirdn tres tipos de secuencias polimérficas: Los
SNPs,VNTRs y STRs.

Polimorfismos de un solo nucleétido

El polimorfismo méds comun del genoma humano, que se encuentra tanto en
secuencias codificantes como en no codificantes, es conocido como polimorfismo
de un sélo nucleétido o SNP (del inglés: Single Nucleotide Polymorphism). Co-
mo su nombre lo dice, un SNP consiste en el polimorfismo de una sola base en
una posicion especifica del DNA, con el cambio medido en relacién con alguna
secuencia consenso existente (Stram, 2014). En ocasiones las variaciones de un
solo nucledtido no pueden considerarse como un SNP, pues no se presentan en el
1% de la poblacién, en cuyo caso, son llamados variante de un s6lo nucleétido o
SNV, (del inglés: Single Nucleotide Variant). En ocasiones la distincién entre un
SNV y un SNP se hace de manera arbritaria, pues esta depende del tamafio de la
poblacién en estudio. Un SNV puede originarse cuando ocurre un error en la copia
de un solo nucleétido durante la replicaciéon del DNA. Este error puede ocurrir du-
rante la mitosis o la meiosis. Sin embargo, si ocurriera durante la mitosis, no seria
heredado de generacién en generacion y solo se presentaria en un reducido grupo
de células que descendieran directamente de la célula con el SNV. En cambio, si el
error ocurriera durante la meiosis, el SNV se encontraria presente en el DNA del
6vulo o espermatozoide, y podria heredarse. Es por esto, que se ha propuesto que
un SNP se origina gracias a una mutacion puntual del DNA durante la meiosis. Es
importante sefialar que la tasa de mutacién en el proceso de meiosis es de 1078,
y que ademads existen varios mecanismos mediante los cuales el DNA dafiado se
repara completamente. Debido a que las mutaciones puntuales en el genoma son
raras, se sostiene la teoria de que la gran mayoria de SNPs que hay en el DNA
de una persona fueron heredados de uno o ambos padres (Stram, 2014). Actual-
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mente se han encontrado 104,000,000 SNPs en todo el genoma humano, pero se
ha estimado que existen aproximadamente 20 millones de estos en todo el geno-
ma, lo que llevaria a una distribucién de un SNP por cada 100 a 300 nucle6tidos
(Ramirez-Bello et al., 2013). Debido a su amplia distribucion, estos polimorfis-
mos se localizan en cualquier parte del genoma, generando diversos efectos en el
fenotipo de quien los posee. Con base en esto, los SNPs se pueden clasificar de
acuerdo con su importancia funcional. Los SNPs no funcionales son aquellos que
no generan ningin cambio en la cantidad o actividad de las proteinas codificadas
en los respectivos genes. Esta clase de SNP suele encuentrarse fuera de las regiones
codificantes, aunque también podrian encontrarse dentro de algtin gen, cambiando
el codoén, pero no el aminodcido resultante, debido a la degeneracién del cédigo
genético. Por otra parte, los SNPs funcionales desempefian un papel bioldgico im-
portante en el desarrollo de enfermedades comunes debido a que pueden afectar al
gen, al RNAm de genes que sintetizan proteinas o incluso a las mismas proteinas
(Ramirez-Bello et al., 2013). Los SNPs funcionales a su vez se subdividen en:

= rSNP: Este tipo de SNP se encuentran en los promotores de los genes que
sintetizan proteinas y afectan a los niveles de expresion génica.

= stSNP: SNP que puede localizarse en el RNAm maduro o en el inmmadu-
ro, en regiones no traducidas, regiones intrénicas y codificantes llegando a
afectar a la estructura y funcién normal de los mARN, incluyendo el corte y
empalme, la regulacion de la traduccion de los mRNA a proteinas, la estabi-
lidad de los mRNA, la poliadenilacién de los mARN, la funcionalidad de las
proteinas y otros procesos bioldgicos normales.

= cSNP: SNP que se localiza dentro de los exones de un gen y cuyo cambio de
nucleétido genera el cambio de un amino4cido, modifcando la secuencia de
aminodcidos de la proteina resultante.

El estudio de los SNPs tiene multiples aplicaciones en diversas dreas de la
ciencia. Es posible utilizar a los SNPs para estudiar la variacion de la secuencia de
DNA entre especies, ayudando a localizar los puntos de ramificacion de cada espe-
cie, lo que ayudaria a la comprension de como ha evolucionado el genéma moderno
(Shastry, 2002). Se han iniciado grandes consorcios, como el HaMap (del inglés:
The haplotype map) con el tnico fin de identificar todos los SNPs de genoma hu-
mano y caracterizar las diferencias de éstos en diferentes poblaciones (Guardado-
Estrada et al., 2008). Ademads, los SNPs se han convertido en herramientas su-
mamente ttiles para las empresas farmacéuticas, pues permiten determinar si un
individuo responderd a cierto medicamento o experimentara efectos secundarios
graves. Ademds, algunos SNPs suelen asociarse a ciertas enfermedades multigéni-
cas a partir del conocimiento del significado funcional que tiene el SNP en algtin
proceso biolégico. Sin embargo, ain no estd claro como una variacién genética
puede determinar la suceptibilidad de un individuo a alguna enfermedad, pues la
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mayoria de los rasgos fenotipicos comunes son el resultado de la interacién a largo
plazo de los factores genéticos y no genéticos.

Polimorfismos de mini y microsatélites

Los minisatélites, también conocidos como repetidos en tandem de ndmero
variable o VNTRs (del inglés: Variable Number of Tandem Repeats) son muy
frecuentes en el genoma humano. Se estima que existen alrededor de 3000 minisa-
télites en el genoma humano, y que cada locus contiene una unidad de repeticién
distintiva, de tamafio y secuencia diferente al resto de los minisatélites. Los minisa-
télites se consideran mitdticamente estables, pues solo mutan en raras ocasiones en
los tejidos somaticos, sin embargo las tasas de mutacién de los locis pueden variar
significativamente en la linea germinal. En general, la frecuencia de mutacion de
la mayoria de los minisatélites se estima en el orden de 10~3. Aproximadamente
300 minisatélites se han examinado en pedigrees humanos y sélo el 3% de estos
se definen como ‘ hipermutables’, lo que quiere decir que muestran en promedio
una tasa de mutacién mayor a 5x1073 en la linea germinal. El minisatélite mas
hipervariable conocido es el CEB1, cuya frecuencia de mutacién meidtica es de
1,3x10~! (Salipante, 2013). Ademds la frecuencia de mutacién de los minisatélites
puede variar de persona a persona, dependiendo de si estd expuesta a radiacién io-
nizante o agentes genotoxicos, pues se sabe que estos aumentan la inestabilidad de
los minisatélites (Bois, 2003).

Los microsatélites o STRs se encuentran por todo el genoma humano, con ma-
yor presencia en regiones subteloméricas. Sin embargo la densidad de STRs varia
ampliamente de un cromosoma al otro. En humanos, el cromosoma 19 es el que
tiene la mayor densidad de STRs (Fan y Chu, 2007). En promedio, hay un STR
por cada 2000 pb en el genoma humano. Los STRs tienen una tasa de mutacién
significativamente mayor que la observada en otras partes del genoma (10~ con-
tra 107 a 107°). Estas diferencias se han estudiado empleando diferentes técnicas,
encontrandose que existen grandes diferencias en las tasas de mutacién de un loci
a otro (Fan y Chu, 2007).

La elevada tasa de mutacion de STRs y VNTRs se puede explicar mediante
varios mecanismos, dos de ellos se han considerado como los més importantes: el
deslizamiento de la polimerasa durante la sintesis de DNA y el entrecruzamiento
cromosomico desigual.

El deslizamiento de la polimerasa es el fendmeno mds aceptado para la for-
macién y evolucion de STRs y VNTRs (Jobling et al., 2013). Este mecanismo se
produce durante la replicacién del DNA, como una consecuencia del desaparea-
miento de una o mds unidades de repeticién entre la hebra naciente y la hebra
molde. El fragmento desapareado se ve forzado a generar una horquilla sobre el
sitio de replicacion. Si la sintesis de DNA continua, entonces el nimero de repe-
tidos cambia (véase figura 2.3). La horquilla formada es estable cuando se forma
un arreglo de 3 a 4 unidades de repeticion.
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Las regiones del DNA que contienen repetidos en tdindem son mds propensas
la mutacidn, por lo que la estabilidad de los microsatélites es controlada in vivo
mediante el mecanismo de reparaciéon del DNA MMR, (del inglés: DNA mismatch
repair). Si este sistema fuera defectuoso, las secuencias codificantes con repetidos
en tindem serian objeto de mutacién, como ocurre en tejidos tumorales. Por lo
tanto, la inestabilidad de los repetidos en tandem desempefia un papel fundamen-
tal en la carcinogénesis. Se ha observado que un sistema MMR funcional reduce
la frecuencia de mutacién entre 100 y 1000 veces (Fan y Chu, 2007). Los genes
mayores y menores del sistema MMR contienen extensiones cortas de (A), dentro
de su regién codificante. Estas regiones son suceptibles de una delecion esponta-
nea o de la insercién de mutaciones, lo que podria resultar en la inactivacién de
estos genes, y por lo tanto la deficiencia de el sistema MMR (Chistiakov et al.,
2006). Ademads de la efectividad del sistema MMR, otros factores pueden afectar
la frecuencia, velocidad y direccion del desplazamiento. Por ejemplo, la tasa de
deslizamiento es mds alta en los dinucledtidos y més baja en los tetranucleétidos,
pues las unidades de repeticion mas largas requieren que la hebra se deslice mas
antes de que las beses puedan emparejarse correctamente de nuevo. Otro factor que
afecta el deslizamiento de la polimerasa es el nimero de repetidos; en humanos,
la tasa de deslizamiento aumenta exponencialmente con el incremento de unidades
de repeticién (Fan y Chu, 2007).

En STRs la posible existencia de otros mecanismos de mutacion sigue siendo
un debate, pues tedricamente las mutaciones de STRs en la linea germinal humana
podrian formarse por el entrecruzamiento desigual o la conversién génica (Debrau-
were et al., 1997) (Lopes et al., 2002). Sin embargo, existen diversas evidencias de
que los eventos de recombinacion no tienen un papel cualitativamente importante
en la mutacién de STRs. La evidencia clave incluye el hecho de la tasa y patrén de
mutacién de STRs no difiere entre cromosomas hemicigotos (como el cromosoma
Y) y cromosomas pares o diploides, lo que sugiere que los eventos de mutacién
no requieren contacto entre cromosomas homoélogos. Otra pista importante pro-
viene de los experimentos in vitro, pues se ha observado que los microsatélites
son propensos a sufrir resbalamiento de la polimerasa. No ocurre lo mismo para
VNTRs, pues el modelo del deslizamiento de la polimerasa no puede explicar al-
gunos eventos de mutacion de los minisatélites, pues los VNTRs mds inestables no
son necesariamente las secuencias mds homogéneas (Debrauwere et al., 1997).

El entrecruzamiento desigual o crossing over fue propuesto por diversos au-
tores para explicar la evolucidn de cierto tipo de VNTRs. Asi, en ocasiones las
moléculas de DNA se alinean de manera errénea, dando lugar a duplicaciones o
deleciones, que conducen a un alargamiento o acortamiento de la secuencia repeti-
tiva. En la figura 2.4 se muestra un esquema de este proceso.

Ademds del resbalamiento de la polimerasa y el entrecruzamiento desigual,
se han descrito otros mecanismos que pueden generar polimorfismos en VNTRs,
como la transferencia no reciproca de DNA de una molécula a su homdloga, o
la hibridacién de cadena sencilla en la que se inicia la mutacién por una o varias
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Figura 2.3: Modelo esquemético del deslizamiento de polimerasa. Modificado de
(Jobling et al., 2013)

rupturas de la doble hebra o DSB (del inglés:(Double-strand Break) (Ferndndez,
2005).

La mutacién de VNTRs durante la meiosis se explica mejor mediante un mo-
delo dependiente de las DSB. Los lugares del genoma donde ocurre este fenémeno
son conocidos como hotspots o sitios calientes de recombinacién. La estructura
molecular de los hotspots ha sido ampliamente estudiada en diversos genomas,
tanto eucariotas como procariotas, encontrandose similitudes grandes entre los si-
tios calientes de recombinacién de roedores y humanos, e incluso, existe una si-
militud importante entre los hotspots de mamiferos y la secuencia Chi, conocido
punto caliente de recombinacién en eucariontes (Bois, 2003). La hipétesis de que
los minisatélites tienen mecanismos de mutacién diferentes en células somaticas
y germinales se refuerza por el hecho de que la tasa de mutacién de minisatéli-
tes humanos es diferente entre las células germinales de hombres y mujeres, lo
que recuerda las diferencias observadas entre patrones especificos de sexo en la
recombinacién meidtica (Fernandez, 2005). El desarrollo de nuevas técnicas para
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Figura 2.4: Modelo esquemdtico del entrecruzamento desigual (Gonzaléz-Blanco,
2005).

el estudio de la inestabilidad de microsatélites, tales como la PCR, ha aumentado
nuestra comprensién de como ocurren estos procesos. Sin embargo, ain es necesa-
rio identificar varios compuestos intermediarios que ayuden a caracterizar de mejor
manera las vias de inestabilidad de SSRs (Vergnaud y Denoeud, 2000).

Estudio de los microsatélites

Existen varias razones importantes para interesarse en los microsatélites. Pri-
mero, la abundancia y alto nivel de variacién alélica de estas secuencias en varios
organismos los ha convertido en marcadores genéticos populares. Ademas, la dis-
tancia genética entre los microsatélites se puede utilizar para responder a preguntas
sobre la estructura de una poblacion y su divergencia. Finalmente, la expansién de
microsatélites con tripletes conduce a varios transtornos genéticos humanos, tales
como el sindrome de X frigil y la distrofia mioténica. Estas caracteristicas, aunadas
a su facil amplificacién mediante PCR, convierten a los STRs en secuencias que
son empleadas como herramientas en diversos campos de la ciencia. Por este moti-
vo los STRs han sido objeto de estudios detallados que nos han hecho comprender
mejor su naturaleza. Los aspectos de mds relevancia para esta tesis se desglosan a
continuacion.

Clasificacion y nomeclatura de los STRs

Para facilitar el estudio de los STRs estos se han clasificado de distintas formas.
En este apartado se mencionan los criterios de clasificaciéon mds importantes, y la
nomeclatura que se ha consensado para nuevos STRs.

Una de las clasificaciones de los STRs se basa en el orden y niimero de re-
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peticiones de los STRs. Segun esta clasificacion, los STRs se pueden dividir en
cinco rubros: puros, interrumpidos puros, compuestos, interrumpidos compuestos
y complejos. Un STR es considerado puro cuando se componen de una sola unidad
de repeticion copiada cierto nimero de veces. Cuando un STR puro se interrumpe
por un tinico motivo pequefio que divide el tindem de repetidos en dos partes, se le
denomina interrumpido compuesto. Un STR compuesto es aquel que se forma por
repeticiones de dos motivos diferentes. Si un STR compuesto es interrumpido por
una sola secuencia pequefia que corta el tandem en dos partes, el STR resultante se
denomina interrumpido compuesto. Finalmente, un STR complejo se forma de mas
de dos unidades repetitivas, que pueden estar interrumpidas por varias secuencias
cortas de copia tnica (tabla 2.2) (Ferndndez, 2005).

Tipo de SSR No. de UR diferentes Ejemplo
Puro 1 -(TAGGG),—
Puro interrumpido 1 -(TAGGG)s — (TGAGG) — (TAGGG)3—
Compuesto 2 -(TAGGG)y — (T GAAC)s—
Compuesto interrumpido 2 -(TAGGG)y — (TAAGG) — (TGAAC)4—
Complejo Mayor a 2 -(TAGGG)4 — (T GAAG)7 — (CAATG) — (TTGGG)3—

Tabla 2.2: Clasificacién de los SSRs segtin su organizacién (Ferndndez, 2005).

Otra clasificaciéon comun de los STRs es la que se hace segtin el nlimero de
pares de bases que componen la unidad de repeticiéon. Como ya se sabe, un STR
se forma por unidades de repeticion de hasta 6 pb, por lo que los microsatélites se
clasifican en: mononucléotidos, dinucéotidos, trinucleétidos, tetranucleétidos, pen-
tanucledtidos y hexanucledtidos. La abundancia de cada tipo de STR ha sido am-
pliamente estudiada en el genoma, obteniendo varias observaciones importantes.
En el caso de los mononucleétidos, la densidad de los repetidos poli(A)y poli(T)
es mucho mayor que la de poli(G) o poli (C). De manera similar, los dinucleétidos
AC y AT son mds abundates que GC. Siguiendo este patrdn, los trimeros, tetra-
meros, pentdimeros y hexdmeros mas comunes son aquellos con mayor contenido
de adenina: AAT, AAAT,AAAAT, AAAAAG. Esto puede explicarse tomando en
cuenta que las bases A/T se separan con mayor facilidad de la cadena de DNA en
comparacién con las bases GC (Subramanian et al., 2003).

Ademas de las diferentes clasificaciones existentes para los STRs, estos tienen
una nomeclatura especifica, que depende de sus caracteristicas. Por ejemplo, en el
locus D3S1266 la letra D representa el DNA, el nimero 3 indica que este STR se
localiza en el cromosoma 3, la letra S significa que es un STR y el nimero 1266 es
el identificador tinico, nimero exclusivo de cada STR (Fan y Chu, 2007).

Evolucion de los microsatélites

La pregunta de como se originaron los STRs en los genomas eucariontes, ha
sido un tema controversial. Sin embargo, la mayoria de los autores conciden en el
hecho de que el origen de un nuevo STR requiere la generacién de un ‘proto-STR6
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‘proto-minisatélite’. Un proto-STR es una secuencia corta, la cual mutard gene-
rando un nuevo STR. La principal caracteristica de un proto-STR es su capacidad
de mutacién. Existe un nimero minimo de repeticiones necesarias para una ma-
yor expansion; es de cuatro a cinco repeticiones para un STR dinucléotido y dos
repeticiones para un tetranucledtido

Existen diversas hip6tesis sobre el origen de los microsatélites en los genomas.
Una de estas hipdtesis sugiere que los microsatélites se originaron a partir de la de-
generacion de secuencias de copia Unica, cuyos repetidos se originaban mediante
inserciones, sustituciones o ambas (Ferndndez, 2005). Un ejemplo de esta hipéte-
sis se observa en especies que tienen al primate como ancestro comun (es decir,
gorilas, chimpances y humanos). Una sustitucion de G por A en el locus de la n
globina del primate cambi6 la secuencia ATGTGTGT a ATGTATGT, creandose
asi el microsatélite (AT GT ), que se convirtié en (AT GT )4 en monos africanos, y
finalmente en (AT GT)s en humanos (Oliveira et al., 2006). Otra hipétesis plan-
tea que el origen de algunas secuencias repetidas puede deberse a algin elemento
retrotansponible que contendria en su secuencia lugares proclives a la formacion
de este tipo de secuencias repetitivas (Ferndndez, 2005). Se especula que los mi-
crosatélites ricos en adenina pudieron generar una extension del extremo terminal
de un elemento trasponible, pues el extremo 3°de dichos elementos contienen un
segmento muy similar al mecanismo de poliadenilacién de mRNAs (Fan y Chu,
2007). Esta teoria se formul6 despties de encontrar relacion entre los STRs més
comunes (aquellos con alto contenido de A) y ciertos elementos trasponibles. La
secuencia Alu, perteneciente a la familia de los SINEs, esta distribuida amplia-
mente en el genoma de los primates, y es posiblemente la que contibuyo al origen
de microsatélites, debido a la presencia de regiones ricas en adenina en el extre-
mo terminal 3’y dentro de dicha secuencia. La asociacién entre microsatélites y
elementos Alu puede ser explicada en tres mecanismos: 1) los elementos Alu se
integran a un microsatélite preexistente, dando como resultado que el microsatélite
preexistente flanqueé el elemento insertado, 2) elementos Alu con mutaciones en
el extremo terminal 3’son integrados en el transcrito primario durante la transcrip-
cidén inversa y la mutacién actiia como un nicleo para la génesis de microsatélites
y 3) La acumulacién de mutaciones aleatorias en la cola de poli A de los elementos
Alu, seguido por la expansion de esta regidn por deslizamiento o recombinacién
intra-alélica produce nuevos microsatélites (Oliveira et al., 2006). A pesar de que
esta hipdtesis puede aplicarse a un gran nimero de organismos, una gran canti-
dad de elementos trasponibles no siempre concide con una alta densidad de STRs,
por lo que serd necesario realizar estudios mds detallados para dilucidar si es este
realmente un mecanismo para la mutaciéon de STRs (Fan y Chu, 2007).

Una vez que se ha producido el proto-STR, este sufrird variaciones en su lon-
gitud, por pérdida y ganancia de unidades repetitivas. Las tasas de mutacién de los
STRs varia de manera considerable, no solo entre especies, sino también entre loci
diferentes de una misma especie (Ferndndez, 2005). Se ha demostrado en diversos
estudios que uno de los factores mas determinantes en la tasa de mutacién de un
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microsatélite es la longitud de este. En la especie humana, el promedio de unidades
de repeticidn que tenga un STR es directamente proporcional a su grado de poli-
morfismo, observandose que los loci mds largos mutan mas a menudo. Es posible
que la correlacién positiva entre el grado de mutacién de un STR y el tamafio de
este se pueda explicar por el hecho de que el resbalamiento de la polimerasa ocurre
en mds lugares en un STR con muchas unidades repetitivas. Se ha propuesto que la
tasa de mutacién de un STR puede variar debido a otros factores, diferentes de la
longitud del loci. Uno de estos podria ser la secuencia que flanquea al microsatéli-
te. Otro factor importante podria ser la diferencia entre los alelos que presente un
individuo o el rango entre alelos. Aln no existe evidencia experimental sélida que
respalde alguna de estas teorias (Ellegren, 2000).

Es poco comin que los microsatélites alcancen longitudes mayores a unas
cuantas decenas de unidades de repeticion. Esta observacién ha provocado una
discusion sobre qué factores impiden el crecimiento infinito de un microsatélite.
Asi, en humanos se ha observado que mientras la tasa de expansién de un STR
es lineal y constante, la tasa de contraccién aumenta exponencialemte a medida
que aumenta el nimero de unidades repetitivas del microsatélite (Xu et al., 2000).
Mientras mds crece un microsatélite, mas pobable es que pierda un buen nimero de
unidades de repeticion, lo que evita su crecimiento infinito. Otro mecanismo que
evita el crecimiento infinito de un STR es la ocurrencia de mutaciones puntuales.
Como cualquier tipo de secuencia, los microsatélites estdn expuestos a los eventos
de mutacién puntual. Si un STR puro (es decir, compuesto de un nimero entero
de unidades de repeticion) sufriera una mutacién puntual, daria como resultado un
STR interrumpido, lo que disminuiria su tasa de mutacién, pues los microsatélites
interrumpidos son menos variables que los puros. Se ha demostrado que una sola
interrupcién en un microsatélite resulta en la disminucion de la tasa de mutacién
de dos a seis veces, en comparacién con los microsatélites puros (Ananda et al.,
2014). Esto se debe a que la mutacién puntual genera una division de los repetidos
perfectos, teniendo el més largo de estos una mayor tasa de mutacién, pues el po-
limorfismo de una regién repetitiva depende de la cantidad de unidades repetitivas
continuas, no de la longitud total de la region repetitiva. Hay indicios de que estas
mutaciones puntuales tienen cierta polaridad, efecto que también se ha observa-
do en minisatélites, aunque las causas de esta polaridad se desconocen (Ellegren,
2000).

En algunos procesos patoldgicos, los microsatélites tienden inevitablemente a
la expansion, a pesar de los mecanismos que regulan el crecimiento descontrolado
de los STRs. Por ejemplo, algunos STRs con trinucle6tidos implicados en las en-
fermedades de explansién de tripletes(como CCG,CGC, AGG, CCT y otros) tienen
una alta probabilidad de formar horquillas estables durante el resbalamiento de la
polimerasa, lo que hace que se expandan sin importar la longitud y naturaleza del
alelo (Chistiakov et al., 2006).

De acuero a lo dicho anteriormente, la evolucion de los microsatélites es un
proceso complejo, donde algunos alelos son expandidos o reducidos de manera
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arbitraria por el resbalamiento de la polimeras, hasta el punto en que una mutacién
corta la matriz de repeticiones perfectas en dos tramos mds cortos. El conjunto de
todos estos procesos degenerarian la secuencia original, lo que podria resultar en
la formacién de microsatélites nuevos (Ellegren, 2004).

Importancia funcional de los microsatélites

Algunos microsatélites tienen un efecto neutro en el genoma, mientras que al-
gunos otros tienen funciones importantes. Evidencia reciente sugiere que los STRs
pueden modular una gran variedad de procesos biolégicos, tanto de organismos
maduros como en organismos en desarrollo (Hannan, 2010). El hecho de que al-
gunos STRs se encuentren altamente conservados entre diferentes especies sugiere
que estos microsatélites podrian cumplir funciones importantes. Tal es el caso de
los STRs que estan implicados en la organizacion de la estrucutura cromosémica.
Por ejemplo, la secuencia hexamérica (TTAGGG), es reconocida por la ribonu-
cleoproteina de la polimerasa, que es una telomerasa encargada de sintetizar repe-
ticiones teloméricas en la parte terminal de los cromosomas para superar la pérdida
de secuencias de DNA durante la replicacién, lo que le confiere estabilidad a los
cromosomas (Chistiakov et al., 2006). Algunos reportes idican que los microsaté-
lites también se asocian con la regulacién y/o funcidn de genes. Se ha demostrado
que los microsatélites ricos en C y T adyacentes al punto de inicio de la transcrip-
cién fungen como secuencias diana para la unién de los factores de trascripcion
y podrian ser importantes en la frecuencia con que esta inicia. En muchos casos,
el nimero de repeticiones podria influir significativamente en el nivel de la expre-
sién génica. Los microsatélites ubicados en las regiones no traducidas del extremo
5’podrian formar estructuras especificas e inusuales de DNA. En este caso, la longi-
tud de la regién de repeticion podria afectar el nivel de traduccion del mRNA diana
(Sharma et al., 2007). Los microsatélites en la region no traducida 3’ pueden afectar
la expresion génica a través de la infuencia de la estabilidad de los productos trans-
critos. Se ha demostrado que atin los STRs en regiones intrénicas pueden afectar la
transcripcion génica (Chistiakov et al., 2006). Los STRs también pueden regular la
funcién génica mediante epigenética. Recientemente se ha observado la metilacién
del DNA mediante regulacion epigenética asociada al trinucle6tido CCG (Rama-
moorthy et al., 2014). Ademds los STRs pueden influir en la replicacién del DNA,
formando bucles que sirven como sefial de parada para la DNA polimerasa. Los
genes humanos que codifican factores de fidelidad y crecimiento importantes (co-
mo BCL2, IGF2R, BRCA2 O TGFp-2) contienen STRs, cuya mutacién (ya sea
inserciones o deleciones) afectan a estos genes y como consecuencia se inicia el
proceso de tumorigénesis (Chistiakov et al., 2006). La evidencia anterior sugiere
que la variacion de los microsatélites puede ocasionar cambios importantes en la
expresion génica. Debido a la gran abundancia y alta mutabilidad de los STRs, los
cambios en estos son importantes en la adaptacién y supervivencia de una pobla-
cién (Oliveira et al., 2006).

Los STRs también estan implicados en muchas enfermedades monogénicas
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que afectan principalmente al sistema nervioso, incluyendo la enfermedad de Hun-
tington, varias ataxias espinocerebelosas, enfermedades poliglutaminicas, ataxia de
Friedreich, sindrome de X fragil, la epilepsia mioclénica, trastornos polialanina y
distrofia mioténica. La naturaleza exacta de cada trastorno depende de la ubicacién
de la repeticién en tdndem, asi como el patrén de expresion espacio-temporal y la
funcién de cada gen de la enfermedad (Siwach y Ganesh, 2008).

Aplicaciones de los microsatélites

Después de que en 1986 Kary Mullis desarrollada la PCR, la genética empez6
a utilizar esta técnica para el estudio de la variabilidad genética a nivel molecular.
Asi comenz6 la utilizacién de los microsatélites como marcadores utiles para toda
clase de estudios genéticos, pues sus caracteristicas los convierten en marcadores
valiosos (Aranguren-Méndez et al., 2005). El mapeo genético representa uno de
los principales campos de investigacion en los que se han aplicado los STRs co-
mo marcadores. El mapeo genético consiste en el uso de técnicas genéticas para
construir mapas que muestran las posiciones de los genes. Para desarrollar un ma-
pa genético es necesario el uso de marcadores. Un marcador génico util tiene al
menos dos alelos segregados de manera independiente, ademds de ser altamente
polimoérfico y fécil de identificar. Los STRs cumplen con todas estas caracteristi-
cas, por lo que se han convertido en marcadores de eleccion para la construccién
de mapas genéticos (Brown, 2002).

Los microsatélites son una herramienta muy util en el campo de la criminalis-
tica, empledndose para la identificacién forense. Ademads, los STRs se utilizan en
la determinacién de paternidad en humanos, plantas y animales (delaRosa et al.,
2004) (Chistiakov et al., 2006). A pesar de que es posible identificar individuos
usando minisatélites y MLPs, el uso de minisatélites no resulta ttil en la identifi-
cacion forense, ya que para obtener una huella genética confiable son necesarios
varios (g de DNA genémico de buena calidad, y comtiinmente las muestras foren-
ses contienen DNA escaso y/o degradado. El andlisis de microsatélites es la técnica
mas sensible que existe en la identificacion forense, pues es posible realizar la iden-
tificacion incluso si se tiene una sola célula, lo que hace que en la prictica forense
se prefiera el uso de STRs en lugar de VNTRs. (Tamakia y Jeffreys, 2005). Los
mejores marcadores para estimar la paternidad o parentesco de dos individuos son
sin duda los microsatélites, pues son codominates, abundantes en varios genomas y
lo suficientemente hipervariables para distinguir entre individuos relacionados. El
hecho de que se usen STRs en vez de VNTRs en los estudios de paternidad se debe
principalmente a que estos son amplificables por PCR a diferencia de los VNTRs
(Oliveira et al., 2006).

Una parte importante de las pruebas de paternidad es la tasa de mutacién de
los STRs empleados, que deberd tomarse en cuenta para saber que tan posible es
que este mute al transmitirse (Asicioglu et al., 2004). Es por este motivo que los
STRs han demostrado ser m4s eficientes que los VNTRs en pruebas de paternidad,
pues muestran un polimorfismo consierable, pero son mucho menos variables que
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la mayoria de los minisatélites. (Tamakia y Jeffreys, 2005).

Los microsatélites también se emplean para evaluar la estructura genética de
las poblaciones. Durante los dltimos afios se han realizado muchos estudios que
han utilizado los microsatélites para andlisis filogenéticos, concluyendo que, con
un buen ndmero de loci analizados y con apropiada tasas de mutacidn, los micro-
satélites pueden dar una buena aproximacién de la filogenia (Aranguren-Méndez
et al., 2005). Un factor importante a considerar durante un estudio de filogenia es
el nimero de microsatélites a estudiar, pues aumentar moderadamente la cantidad
de loci empleados potenciard la estimacion de las distancias génicas y la exactitud
de los filogramas (Koskinen et al., 2004). Sin embargo, es importante tomar en
cuenta que los STRs poseen ciertos atributos que limitan su utilidad en esta drea.
Por ejemplo, el rango de tamaiio de los alelos puede ser limitado y con una alta
tasa de mutacién. Como consecuencia de la combinacion de estas propiedades el
potencial de divergencia génica puede ser limitado, especialmente en grandes po-
blaciones (Richard y Thorpe, 2001). En los estudios de genética de poblaciones,
los STRs permiten la identificacién de cada alelo por locus, la obtencién de da-
tos poblacionales y el cdlculo de las frecuencias alélicas. De esta manera podemos
estimar las distancias genéticas entre poblaciones o entre individuos logrando de-
terminar la estructura de la poblacién. Las aplicaciones de los STRs en la genética
de poblaciones se desglosardn con mds detalle en la siguiente seccién.

Genética de Poblaciones y STRs

La genética de poblaciones puede ser definida simplemente como la parte de la
genética que se ocupa de la descripcion de las caracteristicas heredables observadas
o inferidas de las poblaciones a través del espacio y el tiempo (Amorim, 2013). En
otras palabras, la genética de poblaciones trata de explicar el proceso de adaptacién
en términos cuantitativos.

El proceso de adaptacion es uno de los componentes fundamentales de la evo-
lucién. La adaptacién y la especiacion son los principales fenémenos que han cam-
biado la herencia de las poblaciones a través del tiempo. La especiacién es el pro-
ceso mediante el cual se originan nuevas entidades evolutivas y el causante de la
gran biodiversidad, mientras que la adpatacion es el mecanismo que habilita a las
poblaciones para resolver problemas que les presenta el ambiente, permitiéndoles
adquirir caracteristicas favorecedoras a la sobrevivencia y fertilidad con respecto a
un medio dado (Eguiarte, 2009). En 1859 C. Darwin, en su libro El origen de las
especies, proponia la teoria de que la evolucidn orgédnica se da gracias a la seleccién
natural, definiendose a la seleccion natural como la sobrevivencia y reproduccién
diferencial de organismos diversos. Cincuenta afios después de que Darwin publi-
cara su teoria, R. Fisher, J. Haldane y S. Wright conjugaron la genética y la teoria
de Darwin, en un nuevo enfoque conocido como genética de poblaciones, mostran-
do cémo podia actuar la seleccién natural en un mundo mendeliano

La genética de poblaciones presenta dos aspectos fundamentales: el aspecto
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predictivo que se encarga de predecir la composicidn futura de cierta poblacion, y el
aspecto retrospectivo, que se encarga de entender los factores que determinaron la
composicién actual de la poblacion en estudio. El aspecto predictivo de la genética
de poblaciones se desaroll6 en el siglo XX, proponiendo cambios en las frecuencias
de ciertos alelos y genotipos bajo ciertas condiciones, mientras que el enfoque
retrospectivo, es mds reciente, y se enfoca en la ancestria de los genes (Nielsen y
Slatkin, 2013).

Dado que la genética de poblaciones es una generalizacion de la teoria men-
deliana, a continuacién se dard una breve recapitulacién de los conceptos mds im-
portantes de la genética mendeliana. Los genes suelen presentarse en versiones
diferentes denominadas alelos. Un locus (o loci en plural) es la posicién del geno-
ma en la que puede haber uno o mas alelos segregantes. El genotipo es el conjunto
de alelos que posee un organismo individual. Un organismo diploide que posee
dos alelos idénticos es homocigoto para ese locus, mientras que uno que posee dos
alelos diferentes es heterocigoto para ese locus (Pierce, 2009).

Frecuencias génicas y genotipicas

Una frecuencia es simplemente una proporcién o porcentaje, expresado de ma-
nera habitual como una fraccién decimal.

Por lo tanto, una frecuencia génica o frecuencia alélica no es méas que el nimero
de copias de cierto alelo dividido por el nimero total de copias génicas en la pola-
cién. En una poblacion diploide, los individuos contienen dos copias de un mismo
gen, una en cada cromosoma, lo que implica que si en cierta poblacién hay N indi-
viduos, hay entonces 2N copias génicas (Nielsen y Slatkin, 2013). Para simplificar
el andlisis de las frecuencias genicas, comunmente se utilizan modelos donde so-
lamente existen dos alelos de un mismo gen, por ejemplo, el alelo A y a. Estos
modelos son llamados modelos dialélicos. En este tipo de modelos la frecuencia
de los alelos A y a suele representarse con los simbolos p y g, respectivamente.

Entonces, para calcular la frecuencia de los genes A y a, se emplean las férmu-
las:

_ = Da
P=f=5y 2.1
y
Na
9=fa= 3y (2.2)

Donde Ny y N, son el nimero de alelos de A y a, respectivamente. Dado que
se esta manejando un modelo dialélico, la suma de las frecuencias de A y a deben
dar como resultado el total de la poblacién, es decir f4+f, =1op+g=1.

Aunque los locus dialélicos son los més simples de estudiar, en ocasiones es
necesario calcular la frecuencia de locus con varios alelos diferentes. Un locus que
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tiene k alelos diferentes, donde k4 es cualquier nimero natural, es comiinmente
conocido como un locus k-alélico. Es posible encontrar expresiones para calcular
la frecuencia alélica de locus k-alélicos; pues dichas expresiones son muy similares
a las utilizadas para locis dialélicos. Para cada alelo i € 1,2, ...,k con N; copias en
la poblacién, la frecuencia génica es:

=N
La frecuencia genotipica es la proporcién de individuos que poseen cierto ge-
notipo en una poblacidn. Para calcular una frecuencia genotipica sumamos la can-
tidad de individuos que poseen cierto genotipo y dividimos este nimero por el
nimero total de individuos en la muestra o N. Para un locus dialélico existen tes
posibles genotipos. Suponiendo que representamos al gen dominante con la letra A
y al recesivo con a, los genotipos probables serian : AA, Aa y aa. La frecuencia de
cada genotipo se calcularia con las formulas:

(2.3)

_ haa
faa= "
n
faa= % (2.4)
n

Notese que la suma de la frecuencia de todos los genotipos debe ser 1, es decir
Jfaa+ faa+ faa =1 0p2+2PCI+q2 =1L

Las frecuencias alélicas también pueden calcularse a partir de las frecuencias
genotipicas. Un individuo diploide tiene dos copias de un mismo gen, pudiendo ser
estas diferentes o iguales, asi pues, la frecuencia del genotipo homocigoto mas la
mitad de la frecuencia del heterocigoto dardn como resultado la frecuencia alélica.
Con base en este razonamiento, la frecuencia del alelo A y a podria calcularse de
la siguiente manera:

2na4 +n
po fy= Tt a o Saa
2N 2 (2.5)
:f 72naa+nAa:f _i_&
q a 2N aa 2

Donde ng4 representa el nimero de individuos con el genotipo AA, na, el nd-
mero de individuos con el genotipo Aa y n,, el nimero de individuos con el geno-
tipo aa.

En locis con alelos multiples o k-alélicos también es posible calcular las fre-
cuencias génicas a partir de las frecuencias genotipicas. El procedimiento es similar
al empleado para locis dialélicos: se suma la frecuencia del genotipo homocigoto,
mads la mitad de las frecuencias heterocigotas. La expresion matemdtica se muestra
a continuacion:
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fi=fit Y Sl (2.6)

Ji#

Equilibrio de Hardy-Weinberg

En la seccidn anterior se explicé como calcular las frecuencias alélicas a partir
de las frecuencias genotipicas, sin embargo no se mostré el proceso inverso. ;Es
posible calcular las frecuencias genotipicas a partir de las frecuencias alélicas?
La respuesta a esta pregunta es afirmativa, siempre y cuando se asuman ciertas
condiciones.

El cédlculo de frecuencias genotipicas a partir de las frecuencias génicas se hizo
por primera vez en 1908, cuando el matematico inglés Godfrey H. Hardy y el fisico
aleman Whihelm Weinberg descubrieran independientemente la relacion entre las
frecuencias alélicas y genotipicas (Chen, 2010). El equilibrio de Hardy-Weinberg o
HWE (del inglés: Hardy-Weinberg equilibrium) afirma que bajo ciertas condicio-
nes, las frecuencias genotipicas de un locus son determinadas por las frecuencias
alélicas, y que ambas frecuencias (genotipicas y alélicas) permaneceran constan-
tes en el futuro (Wigginton et al., 2005). Las condiciones que son necesarias para
mantener el HWE son:

1. Que la poblacién sea grande
2. Que los apareamientos se realicen al azar y no exista la endogamia
3. Que la poblacién no esté sujeta a seleccidon natural, mutacion o migracién

4. Que las poblaciones no estén solapadas

Esto quiere decir que, si una poblacién se encuentra bajo el HWE, sea cual sea
la frecuencia genotipica inicial, la generacion siguiente presentara las frecuencias
genotipicas que se observan en la tabla 2.3.

Genotipo | AA  Aa aa
pp pq q49

Frecuencia fj 2fafa 12
P rqa ¢

Tabla 2.3: Frecuencias genotipicas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg (Nielsen
y Slatkin, 2013).

La versiéon del HWE que se presenta en la tabla 2.3 es la mds sencilla posible:
aquella que involucra tnicamente un locus con dos alelos. Sin embargo, elHWE
también puede usarse para un loci multialélico. Imaginemos un locus k-alélico con
las frecuencias alélicas f1, f2,- -, fx,- Después de una generacion de apareamiento
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aleatorio, las frecuencias genotipicas pueden ser obtenidas mediante la multipli-
cacion de los alelos adecuados. Es decir, la frecuencia genotipica esperada de los
individuos homocigotos con el genotipo ii es f? para cualquier alelo i, mientras
que la frecuencia genotipica para los individuos heterocigotos con el genotipo ij es
2fif;, para cualquier par de alelos i y j.

En términos generales es dificil pensar que las cuatro condiciones del HWE
puedan cumplirse siempre en todas las poblaciones. Basta con que una no se cum-
pla para que las frecuencias alélicas cambien, y en consecuencia también lo hagan
las frecuencias genotipicas. Asi pues, analicemos las diferentes violaciones a las
condiciones del HWE. La primera condicién es el tamaiio de la poblacién. En teo-
ria, el HWE requiere de una poblacién que tenga un tamaiio infinitamente grande,
aunque en la préctica, no existe ninguna poblacién que tenga un tamafio infinito
(Amorim, 2013). A pesar de esto, muchas poblaciones cumplen las proporciones
esperadas por el HWE, y las desviaciones importantes s6lo surgen cuando el tama-
o de la poblacién es més bien pequefio (Pierce, 2009). La violacién a la condicién
de que la poblacién tenga un tamafio grande se llama deriva génica, y va ser mas
importante entre mas pequefia sea la poblacion (Eguiarte, 2009).

Una segunda presuncién del HWE es que los individuos no estdn expuestos
al apareamiento selectivo. El apareamiento ocurre cuando los individuos son mas
propensos a aparearse con individuos del mismo genotipo o de uno similar (Nielsen
y Slatkin, 2013). Si el proceso de apareamiento selectivo continua durante varias
generaciones, esta se verd empobrecida de individuos heterocigotos. La endoga-
mia tiene efectos similares a los del apareamiento selectivo, con la diferencia de
que la endogamia afecta al genoma entero, mientras que el apreamiento selectivo
solo afecta aquelos loci que determinan el rasgo o rasgos que afectan la preferencia
del apareamiento.

El tercer supuesto del HWE es que las frecuencias alélicas de la poblacién no
son afectadas por la seleccion natural, la migracion o la mutacién. Si bien en toda
poblacién aparecen mutaciones, su tasa es tan baja que tiene poco efecto en las
prediciones del HWE, y por lo general tienen efecto sélo tras largos periodos de
tiempo, o cuando no hay otras fuerzas en accién. Por otra parte la seleccién natural
y la migracidn son factores significativos que hay que considerar en las poblaciones
reales (Pierce, 2009). La selecciéon natural ocurre cuando existe una diferencia de
supervivencia o reproducion entre individuos debido a su genotipo, mientras que la
migracion consiste en el movimiento de individuos (y por tanto sus alelos) entre
poblaciones. Tanto la seleccién natural como la migracién causan el cambio de las
frecuencias alélicas y genotipicas de manera importante, motivo por el cual existen
diversas maneras de calcular sus efectos sobre una poblacién.

Por dltimo, el supuesto de que no existan poblaciones solapadas se refiere a
la estructura de una poblacién. En ocasiones las muestras recolectadas al azar de
una poblacién no pertenecen a una, sino a varias subpoblaciones. Al ignorar la
estructura de la poblacién, se pasa por alto el principio del apareamiento al azar,
pues los individuos de una poblacién no siempre pueden aparearse con los de otra
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(Chen, 2010).

A pesar de que el HWE se ha empleado durante mds de un siglo como herra-
mienta para entender mejor las caracteristicas de una poblacion, en ocasiones no es
muy sensible a ciertos tipos de desviaciones a las condiciones explicadas anterior-
mente, e incluso en ocasiones los efectos de las desviaciones de varios supuestos
pueden anularse entre si (Wittke-Thompson et al., 2005). Por lo tanto la violacién
a estas presunciones no necesariamente da lugar a una desviacion observable en el
HWE. Sin embargo, una desviacién en el HWE, sugiere fuertemente que al menos
uno de los supuestos se viola. Es debido a este motivo, y a su elegancia e impor-
tancia tedrica que el HWE se ha convertido en un punto de partida importante para
las distintas investigaciones genéticas (Wigginton et al., 2005).



Capitulo 3

Planteamiento del problema

La formulacion de un problema es mds
importante que su solucion.

Albert Einstein

Justificacion

Determinar la frecuencia génica de los STRs en poblacién mexicana, ayuda
a la mejora de la identificacion de individuos, pues las frecuencias alélicas y las
tasas de mutacién de ciertos STRs cambia de poblacién en poblacién. Establecer
la frecuencia y niimero de alelos distintos de estos STRs en individuos de diferentes
estados del centro y sur de México, permite convenir los STRs mds informativos
para fines criminalisticos.

Ademds, el conocimiento de estas frecuencias también puede ser aprovechado
en el campo de la genética de poblaciones, ayudando a definir la estructura de
las poblaciones estudiadas y si estas se desvian del HWE. En caso de que una
poblacién se encuentre fuera del HWE, podria investigarse mas a fondo los motivos
a los que obedece este desequilibrio.

Actualmente numerosos articulos han descrito las frecuencias alélicas de los
15 STRs que detecta el kit AmpF/STR®Identifiler®Plus en poblacion del centro
y sur de la Republica Mexicana. Sin embargo, son pocos los investigadores que
consideran el origen de los padres y abuelos de un sujeto para considerarlo parte
de una poblacién o no. Esta diferencia podria hacer que los resultados previamente
reportados sean distintos de los obtenidos en este trabajo, no sélo en efectos de
frecuencias alélicas, sino también en la distancia genética entre poblaciones.

Hipotesis

Si los sujetos de las poblaciones evaluadas no son endogdmicos, ni estdn ex-
puestos a migracion, mutacidn o seleccién natural, entonces las frecuencias alélicas

31



32 CAPITULO 3. Planteamiento del problema

de los 15 STRs analizados deben cumplir con las frecuencias genotipicas del HWE.

Objetivos del trabajo

Objetivo General

Determinar la frecuencia de los alelos D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO,
D19S433, vWA, TPOX, D18S51, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338,
D5S818, y FGA en una poblacién del centro y sur de México, mediante electrofo-
resis capilar utilizando el kit AmpF/(STR®Identifiler®Plus PCR identificando los
alelos mas comunes en cada estado.

Objetivos Particulares

= Comparar las frecuencias de los 15 alelos analizados en los 9 estados de
la Republica Mexicana muestreados para determinar si existen diferencias
significativas entre un estado y otro, lo que permitird identificar si existen
alelos caracteristicos de algtin estado en particular.

= Contrastar las frecuencias alélicas obtenidas en este estudio con las reporta-
das anteriormente para la poblacion del centro y sur de México, analizando
las discrepancias entre los datos obtenidos y los reportados, si las hubiera.



Capitulo 4

Materiales y Métodos

Hay tres principales medios de adquirir
conocimiento: la observacion de la
naturaleza, la reflexion y la experimentacion.
La observacion recoge datos, la reflexion los
combina; la experimentacion verifica el
resultado de esa combinacion

Denis Diderot

Materiales

Cebadores para la PCR

Los cebadores o primers empleados para la amplificacion de los 15 STRs y el
marcador de género Amelogenina provienen del kit AmpF/STR®Identifiler®Plus
PCR, fabricado por Applied Biosystems. Se emplearon enlazadores no nucleoti-
dicos para la sintesis de los primers para los loci: CSF1PO, D13S317, D16S539,
D2S1338, y TPOX para permitir el posicionamiento reproducible de los alelos, fa-
cilitando la separacion interlocus. Ademas, el kit utiliza 5 colorantes fluorescentes
0 5-dye set, que permiten la amplificacién simultdnea y eficiente separacion de los
15 loci de STR y Amelogenina durante el andlisis automatico de los fragmentos
de DNA (Biosystems, 2015). La tabla 4.1 muestra los locis amplificados, su lo-
calizacién cromosémica y el colorante fluorescente con el que estd marcado cada
primer.

Kits comerciales

= DNeasy ®Blood&Tissue (Qiagen), para la extraccion de DNA
= AmpF/¢ STR®Identifiler®Plus PCR (Applied Biosystems®)
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Reactivos

Etanol anhidro desnaturalizado de pureza grado biologia molecular
Alcohol isopropilico de pureza grado biologia molecular

Agua ultra pura MiliQ®

AmpliTaq Gold™DNA Polymerase

Hi-Di ™Formamida

Equipos

Centrifuga

Microcentrifuga

Centrifuga para microplacas

Vortex

Espectrofotémetro NanoDrop 1000 V3.7

Termociclador GeneAmp®PCR System de Applied Biosystems

Sistema de electroforesis capilar ABI PRISM®3100/3100-Avant Genetic
Analyzer de Applied Biosystems

Micropipetas Rainin Classic ™de 0.5 a 10 uL, 2 a 20 uL, y 100 a 1000 uL.
de Mettler Toledo

Puntas para pipeta de 10, 20 y 100 uL.

Tubos eppendorf de 1.5 mL y 0.6 mL

Metodos

Poblacion en estudio

La poblacidén analizada tiene un total de 656 individuos no emparentados entre
si provenientes de los estados de Veracruz, Oaxaca, Estado de México, Chiapas,
Puebla, Guerrero, Hidalgo, Tabasco y Ciudad de México. Todos los individuos
incluidos en el estudio tienen padres y abuelos originarios del mismo estado. En la
tabla 4.2 se muestra el nimero de individuos estudiados por estado.
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Estado Nuimero de individuos
Veracruz 135
Oaxaca 134
Estado de México 91
Chiapas 79
Puebla 78
Guerrero 49
Hidalgo 48
Tabasco 31
Ciudad de México 20
Total 656

Tabla 4.2: Numero de individuos estudiados por estado

Consideraciones éticas

Las muestras usadas en este trabajo fueron obtenidas de personas que dieron
su autorizacién mediante una carta de consentimiento informado. Todos los datos
personales de los sujetos se mantendrdn confidenciales.

Toma de muestra

El material biolégico utilizado fueron células de la mucosa oral, obtenidas por
raspado del carrillo bucal con un cepillo citoldgico estéril. Una vez obtenidas las
células, éstas se conservaron en 2 mL de buffer de fosfatos salino o PBS (por sus
siglas del inglés: Phosphate Buffered Saline)

Extraccion de DNA

La extraccidon de DNA se llevo a cabo utilizando el kit DNeasy ®Blood&Tissue
de Qiagen. El protocolo utilizado se llama Purification of Total DNA from Ani-
mal Tissues (Spin-Column Protocol) y viene descrito en el manual FGA DNeasy
®Blood&Tissue Handbook. (Qiagen, 2006). Los pasos de este procedimiento son:

1. Centrifugar la muestra a 13,200 rpm durante 5 minutos.
2. Descartar 700 puL de sobrenadante y agregar 120 mAU de Proteinasa K.

3. Agitar en el vortex por 15 segundos. Afiadir 200uL de buffer AL a la mues-
tra.

4. Agitar en el vortex de 15 a 20 segundos y posteriormente incubar a una
temperatura de 70 °C durante 30 minutos.
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Figura 4.1: Pasos a seguir en el protocolo Purification of Total DNA from Animal
Tissues (Spin-Column Protocol).

5.

10.

11.

12.

Agregar 200 uL de etanol anhidro y mezclar inmediatamente en el vortex
por 15 segundos.

. Tomar 700 uL de la mezcla realizada (incluyendo cualquier precipitado) y

colocarlo en la columna DNeasy Mini spin colum colocada dentro de un tubo
colector de 2 mL. Centrifugar a 8,000 rpm durante 2 minutos.

. Descartar el sobrenadante y colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5

mL limpio. Adicionar a la columna 500uL de solucién AW1. Centrifugar a
8,000 rpm durante 2 minutos.

. Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo y adicionar 500

uL de solucién AW2. Centrifugar a 13,200 rpm durante 3 minutos.

. Poner la columna en un tubo colector limpio y agregar 100 L de buffer AE.

Dejar incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 8,000
rpm durante 2 minutos.

Afadir a la columna otros 100 uL de buffer AE. Dejar reposando 10 minutos
a temperatura ambiente.

Finalmente centrifugar a 8,000 rpm. Desechar la columna. El DNA extraido
se encuentra en el tubo colector.

El procedimiento mencionado anteriomente se resume en la imagen 4.1

Cuantificacion de DNA

Una vez obtenido el DNA, se cuantificé y midi6 su pureza mediante el espec-
trofotémetro NanoDrop 1000 V3.7. El procedimiento fue el siguiente:

L.

2.

Prender el equipo, es decir, espectrofotémetro y la computadora asociada a
este.

Realizar un lavado, colocando en el espectro 3 uL de agua ultra pura Mi-
liQ®.
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3. Calibrar el espectro con 3 uL de buffer de elusion AE. Esta solucién se
utiliza como blanco, por lo que su absorbancia debe ser ajustada a 0 ng/uL.

4. Verificar que la longitud de onda del espectro sea de 260 nm.

5. Realizar la lectura de cada muestra, colocando en el NanoDrop 3 uL de cada
una.

Reaccion de PCR
Preparacion de la mezcla de reaccion

Para preparar la mezcla de reaccién es necesario calcular el volumen de ca-
da componente necesario para preparar las reacciones, usando como referencia la
tabla 4.3

Reactivo Volumen por reaccién ((L)
AmpF/¢ STR®Identifiler®Plus Master Mix 10
AmpF/¢ STR®Identifiler®Plus Primer Set 5
AmpliTaq Gold ® DNA polymerase 0.5

Tabla 4.3: Reactivos empleados en la preparacion de la mezcla de reaccion

Nota: Incluir una o dos reacciones adicionales al momento de preprarar la
mezcla de reaccidn, para prevenir la pérdida de volumen que ocurre durante el
pipeteo de los reactivos.

Una vez que se pipetean los volimenes requeridos de los dos componentes de
la mezcla de reaccién en un tubo eppendorf de tamafio adecuado, se prosigue a
mezclar en el vortex durante 3 segundos. Finalmente, centrifugar brevemente el
tubo en una microcentrifuga para remover cualquier liquido de la tapa.

Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras se lleva a cabo segtin lo indicado en la tabla 4.4

Tipo de muestra Preparacion
Control Negativo 10 uL de agua MiliQ®

Muestra 10 uL de DNA diluido, con una concentracién de 0.1 ng/uL.
Control positivo 10 uLL de DNA control 9947A (0.1 ng/uL)

Tabla 4.4: Indicaciones para la preparacion de muestras

Nota: Es importante que se utilice agua MiliQ®para realizar la dilucién de las
muestras.
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Una vez preparada, se debe agregar a cada muestra 15 uL de la mezcla de
reaccién. El volumen final de la reaccion serd de 25 uL. Antes de realizar la PCR
se debe agitar el tubo con la muestra y mezcla de reaccién durante 3 segundos y
después centrifugar a 3000 rpm durante 20 segundos.

Programar el termociclador GeneAmp®PCR System de Applied Biosystems
con las condiciones de la tabla 4.5

Incubacion inicial Ciclos (28) Extension final | Contencion final
Mantener Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension Mantener Mantener
95°C 94°C 59°C 72°C 60°C 4°C

11 min 1 min 1 min 1 min 60 min S

Tabla 4.5: Condiciones de la PCR

Electroforesis capilar
Preparacion de las muestras para la electroforesis

Las muestras para la electroforesis se preparon directamente en los pocillos
de la placa 3100/3100-Avant. La preparacion de las muestras tiene los siguientes
pasos:

1. Agregar en cada pocillo 17 uL. de Hi-Di ™Formamida, 0.6 uL de GenScan
500 LIZ Size Standar y 2 uL del producto de la PCR.

Nota: Es importante que, una vez agregados los tres reactivos en el pocillo,
estos se mezclen varias veces con la micropipeta.

2. Preparar escalera alélica (por cada 15 muestras), agregando en un pocillo
18 uL de Hi-Di ™Formamida y 2 uL del reactivo que contiene la escalera
alélica o allelic ladder.

3. Sellar la placa y centrifugar brevemente.
4. Calentar la placa en un termociclador durante 3 minutos a 95°C.

5. Inmediatamente después, colocar la placa en hielo duante 3 minutos.

La placa con las muestras preparadas se coloca en la bandeja de muestras en
el inyector automético del equipo 3130 Genetic Analyzer de Applied Biosystems.
El polimero empleado en el equipo es POP-4 ™y Jos arreglos capilares empleados
miden 36 cm.

Los resultados obtenidos por el equipo se analizan en la computadora acoplada
a este, con el software GeneMapper®ID V3.2. El software se encarga de la iden-
tificacién, separacién por color y cuantificacién de los picos. Ademds compara los
picos obtenidos con los de la escalera alélica para asi poder generar los genotipos.
Dando como resultado un grifico conocido como electroferograma(Figura 4.2).
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Figura 4.2: Electroferograma obtenido por el software GeneMapper®ID-X. Ca-
da STR es separado por color, segtin el fluoréforo con el que fue marcado en la
reaccién de PCR (tabla 4.1). En el eje de las y se grafica la fluorescencia relativa,
mientras que en el eje de las x se grafica el tamafio del producto de la PCR en
pares de bases. Nétese que en el caso de los genotipos homocigotos, la fluores-
cencia relativa aumenta significativamente en comparacién a la sefial de un alelo
heterocigoto.
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Analisis genético de las muestras

Una vez obtenidos los genotipos de todos los individuos estudiados se obtuvie-
ron los pardmetros mencionados a continuacién, empleando el programa Arlequin
Ver 3.5.1.

= Frecuencias alélicas: Son un indicador de diversidad genética, pues reflejan
la cantidad de alelos existentes en una poblacién (Eguiluz Moya, 2014).

= Heterocigosis observada y heterocigosis esperada: La heterocigosis es una
medida de la variacion genética dentro de una poblacién. Altos valores de
heterocigosis pueden darse por una seleccién natural a largo plazo, o a apa-
reamientos al azar y entre diferentes poblaciones, mientras que un bajo nivel
de heterocigosis puede significar el aislamiento de una poblacién. La hetero-
cigosis observada (H,), es el célculo directo de la frecuencia de individuos
o genotipos heterocigotos.

Por otra parte, la heterocigosis esperada (H,), también llamada diversidad
génica (Nei, 1973) se calcula de las frecuencias alélicas individuales y se
define como la probabilidad de que dos alelos escogidos al azar en una po-
blacion sean diferentes. En términos practicos, este término equivale a la
heterocigosis que se esperaria en condiciones de HWE.

» Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE): La mayoria de las deduciones sobre
las poblaciones y la genética cuantitativa dependen de este pardmetro. Las
caracteristicas que debe tener una poblacién para encontrarse en HWE se
discuten ampliamente en la seccion 2.7 de este trabajo. La desviacion de una
poblacién del HWE se puede probar usando diferentes métodos. En esta tesis
para detectar una desviacién importante en el HWE se utilizé una prueba
andloga a la prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia (Excoffier
y Lischer, 2010). Ademads, como los locis son multialélicos, se empled un
algoritmo de cadena de Markov que se utiliz6 para obtener una estimacién
imparcial de la probabilidad exacta de equivocarse al rechazar la hipétesis
nula. Este método se emplean en muestras con tamafios pequefios (menos de
50 muestras) y locus multialélicos, ya que la prueba de Chi cuadrada no es
valida en estos casos.

= Estadistico de Wright y comparacion entre pares de poblaciones: El esta-
distico de Wright es la medida mds comtinmente utilizada para cuantificar
las posibles subdivisiones de una poblacién y puede ser utilizado como una
medida de las distancias genéticas entre poblaciones a corto plazo. La signi-
ficancia de los valores de Fsr calculados es evaluada permutando los haploti-
pos entre poblaciones. La comparacién entre pares usando el valor de Fsr se
da en forma de matriz, y el valor de P es la proporcién de permutaciones que
dan como resultado un valor de Fsr mayor o igual al observado. Los valores
de P también se dan en forma de matriz (Excoffier y Lischer, 2010).
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Capitulo 5

Resultados

Si buscas resultados distintos, no hagas
siempre lo mismo

Albert Einstein

Frecuencias alélicas

Una vez obtenidos los electroferogramas, se prosiguio a capturar los datos en el
software Arlequin V 3.5.2, obteniéndose asi las frecuencias alélicas de cada locus
en las diferentes poblaciones. Estos datos se muestran a continuacién en las tablas
5.1 ala 5.9. Para facilitar el andlisis de las frecuencias alélicas se realizaron las
tablas 5.10 a la 5.24, en las que se analizan las frecuencias alélicas de un solo
locus los nueve estados muestreados.
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Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
8 0.00370 0 0.00549 0 0 0 0 0.01613 0
9 0.00370 0 0.00549 0 0.01282 0 0 0 0
10 0.10370 | 0.10163 0.09890 0.04430 | 0.14744 | 0.08163 | 0.07292 | 0.09677 0.15000
11 0.04074 | 0.02033 0.04396 0.01899 | 0.04487 | 0.01020 | 0.05208 | 0.01613 0.05000
12 0.12222 | 0.13415 0.08791 0.12658 | 0.11538 | 0.10204 | 0.12500 | 0.12903 0.10000
13 0.34074 | 0.35772 0.34615 0.34810 | 0.33333 | 0.33673 | 0.28125 | 0.27419 0.27500
14 0.23704 | 0.22764 0.29670 0.29747 | 0.25000 | 0.30612 | 0.28125 | 0.27419 0.35000
15 0.12222 | 0.10976 0.09890 0.15823 | 0.07051 | 0.10204 | 0.14583 | 0.17742 0.07500
16 0.01481 | 0.04878 0.01648 0.00633 | 0.01923 | 0.05102 | 0.04167 | 0.01613 0
17 0.01111 0 0 0 0.00641 | 0.01020 0 0 0
Tabla 5.10: Frecuencias alélicas para el locus D8S1179.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
25 0 0.00407 0 0 0 0 0 0 0
26 0.00370 0 0 0 0 0 0 0 0
27 0.00370 | 0.00407 0.01099 0.00633 0 0.01020 0 0.01613 0
28 0.04074 | 0.03252 0.03297 0.07595 | 0.05769 | 0.03061 | 0.04167 | 0.06452 0.07500
29 0.18889 | 0.15447 0.19231 0.27848 | 0.19231 | 0.12245 | 0.22917 | 0.30645 0.22500
29.2 0.00370 0 0.00549 0.00633 0 0 0 0 0.02500
30 0.28519 | 0.28862 0.27473 0.20253 | 0.32051 | 0.33673 | 0.22917 | 0.22581 0.25000
30.2 0.01111 | 0.00407 0.01648 0 0.00641 | 0.02041 0 0.04839 0
31 0.07407 | 0.05691 0.11538 0.04430 | 0.08333 | 0.06122 | 0.10417 | 0.03226 0.05000
31.2 0.11852 | 0.15447 0.14286 0.19620 | 0.12821 | 0.15306 | 0.11458 | 0.14516 0.15000
32 0.01481 | 0.00813 0.01099 0 0.01282 | 0.04082 | 0.01042 0 0
322 0.16667 | 0.20732 0.15385 0.10759 | 0.12821 | 0.18367 | 0.18750 | 0.09677 0.15000
33 0 0.00407 0 0 0 0 0 0 0
332 0.08148 | 0.08130 0.03297 0.06962 | 0.04487 | 0.03061 | 0.08333 | 0.04839 0.07500
333 0 0 0.00549 0 0 0 0 0 0
34.2 0.00370 0 0.00549 0.00633 | 0.01923 0 0 0.01613 0
35 0.00370 0 0 0 0.00641 0 0 0 0
352 0 0 0 0.00633 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 0 0.01020 0 0 0

Tabla 5.11: Frecuencias alélicas para el locus D21S11.
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Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
7 0.00741 | 0.00407 0.00552 0 0.01282 0 0 0 0
8 0.04444 | 0.04878 0.05525 0.03165 | 0.06410 | 0.11224 | 0.07447 | 0.08475 0.10000
9 0.03333 | 0.01626 0.03867 0.03165 | 0.03846 | 0.06122 | 0.02128 | 0.05085 0.05000
10 0.22222 | 0.20732 0.24862 0.29114 | 0.25641 | 0.25510 | 0.25532 | 0.27119 0.25000
11 0.32963 | 0.39024 0.39779 0.28481 | 0.33974 | 0.33673 | 0.24468 | 0.33898 0.35000
12 0.32963 | 0.30081 0.17127 0.32278 | 0.23077 | 0.19388 | 0.31915 | 0.25424 0.22500
13 0.02963 | 0.03252 0.07182 0.03165 | 0.05128 | 0.03061 | 0.06383 0 0.02500
14 0.00370 0 0.01105 0.00633 | 0.00641 | 0.01020 | 0.02128 0 0
Tabla 5.12: Frecuencias alélicas para el locus D7S820.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
7 0 0 0.00549 0.00633 0 0 0 0.01613 0
8 0 0.00407 0.01099 0 0 0 0.01042 | 0.03226 0
9 0.03333 | 0.01220 0.01099 0.01899 | 0.03205 | 0.01020 | 0.01042 | 0.03226 0.02500
10 0.26667 | 0.25203 0.19780 0.22152 | 0.24359 | 0.15306 | 0.27083 | 0.16129 0.35000
11 0.25926 | 0.24797 0.27473 0.26582 | 0.25000 | 0.27551 | 0.26042 | 0.20968 0.32500
12 0.40370 | 0.42683 0.40659 0.36076 | 0.42949 | 0.41837 | 0.39583 | 0.45161 0.27500
13 0.03704 | 0.05691 0.07692 0.10127 | 0.03205 | 0.13265 | 0.03125 | 0.09677 0.02500
14 0 0 0.01099 0.02532 | 0.00641 | 0.01020 | 0.01042 0 0
15 0 0 0 0 0.00641 0 0.01042 0 0
19 0 0 0.00549 0 0 0 0 0 0
Tabla 5.13: Frecuencias alélicas para el locus CSF1PO.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
11 0 0 0.00549 0 0.00641 0 0 0 0
13 0.01852 0 0.00549 0 0.01923 0 0 0.01613 0
14 0.03704 | 0.03252 0.03297 0.04430 | 0.03205 | 0.10204 | 0.02083 | 0.06452 0.07500
15 0.53704 | 0.60976 0.53846 0.56962 | 0.53205 | 0.50000 | 0.54167 | 0.51613 0.45000
16 0.26296 | 0.28455 0.27473 0.24051 | 0.32692 | 0.25510 | 0.26042 | 0.25806 0.30000
17 0.10370 | 0.05285 0.09890 0.12025 | 0.07051 | 0.11224 | 0.14583 | 0.09677 0.15000
18 0.02963 | 0.02033 0.03846 0.02532 | 0.00641 | 0.02041 | 0.03125 | 0.04839 0
19 0.00370 0 0.00549 0 0 0.01020 0 0 0.02500
20 0.00741 0 0 0 0.00641 0 0 0 0
Tabla 5.14: Frecuencias alélicas para el locus D3S1358.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
4 0 0.00813 0 0 0 0 0 0 0
6 0.42593 | 0.33333 0.28177 0.50633 | 0.42949 | 0.43878 | 0.32292 | 0.50000 0.27500
7 0.37407 | 0.41057 0.41989 0.25949 | 0.35256 | 0.34694 | 0.38542 | 0.30645 0.27500
8 0.01481 | 0.00813 0.00552 0.01899 | 0.01282 | 0.04082 | 0.01042 | 0.03226 0
9 0.03704 | 0.03659 0.07735 0.03797 | 0.02564 | 0.04082 | 0.03125 | 0.08065 0.02500
9.3 0.14815 | 0.19919 0.20994 0.17089 | 0.17949 | 0.12245 | 0.25000 | 0.08065 0.42500
10 0 0.00407 0 0.00633 0 0.01020 0 0 0
10.3 0 0 0.00552 0 0 0 0 0 0
Tabla 5.15: Frecuencias alélicas para el locus THO1.
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Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudade de México
8 0.02963 | 0.04878 0.06044 0.06329 | 0.03846 | 0.01020 | 0.02083 | 0.08065 0.10000
9 0.33704 | 0.26829 0.35165 0.33544 | 0.33333 | 0.30612 | 0.32292 | 0.25806 0.10000
10 0.16667 | 0.16260 0.10989 0.10759 | 0.13462 | 0.18367 | 0.17708 | 0.11290 0.17500
11 0.11852 | 0.15447 0.19231 0.13291 | 0.13462 | 0.11224 | 0.14583 | 0.08065 0.22500
12 0.14815 | 0.13415 0.13736 0.13291 | 0.13462 | 0.16327 | 0.17708 | 0.17742 0.20000
13 0.14815 | 0.15854 0.10440 0.14557 | 0.15385 | 0.13265 | 0.07292 | 0.14516 0.15000
14 0.04815 | 0.06911 0.04396 0.07595 | 0.07051 | 0.09184 | 0.08333 | 0.12903 0.05000
15 0 0.00407 0 0.00633 0 0 0 0.01613 0
18 0.00370 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 5.16: Frecuencias alélicas para el locus D13S317.
Alelos ) Frecuencias . .
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
7 0 0 0 0.01266 0 0 0 0 0
8 0.00370 | 0.00407 0.00549 0 0 0 0.01042 0 0
9 0.08148 | 0.06911 0.07692 0.11392 | 0.08974 | 0.12245 | 0.10417 | 0.16129 0.05000
10 0.28519 | 0.29675 0.29121 0.24684 | 0.18590 | 0.25510 | 0.27083 | 0.32258 0.25000
11 0.24074 | 0.23984 0.26923 0.27848 | 0.30769 | 0.29592 | 0.21875 | 0.30645 0.42500
12 031111 | 0.32520 0.26923 0.29114 | 0.38462 | 0.26531 | 0.33333 | 0.16129 0.20000
13 0.07778 | 0.04878 0.07692 0.05696 | 0.03205 | 0.06122 | 0.06250 | 0.03226 0.07500
14 0 0.01220 0.00549 0 0 0 0 0.01613 0
15 0 0.00407 0.00549 0 0 0 0 0 0
Tabla 5.17: Frecuencias alélicas para el locus D16S539.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
14 0 0.00407 0 0 0 0 0 0.01613 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0.01613 0
16 0.00370 | 0.00813 0.01657 0 0 0 0.01042 0 0.02500
17 0.10370 | 0.08537 0.08287 0.05063 | 0.05128 | 0.13265 | 0.09375 | 0.11290 0.12500
18 0.06667 | 0.04065 0.04972 0.05696 | 0.07692 | 0.05102 | 0.03125 | 0.01613 0.10000
19 0.28148 | 0.24797 0.34807 0.31013 | 0.33333 | 0.23469 | 0.36458 | 0.35484 0.27500
20 0.12963 | 0.16667 0.16022 0.18354 | 0.16667 | 0.15306 | 0.17708 | 0.09677 0.15000
21 0.02593 | 0.02033 0.01105 0.00633 | 0.03205 | 0.01020 0 0.01613 0.05000
22 0.11481 | 0.08943 0.09945 0.05696 | 0.08333 | 0.10204 | 0.07292 | 0.12903 0.02500
23 0.22593 | 0.28049 0.14917 0.27848 | 0.20513 | 0.20408 | 0.18750 | 0.22581 0.15000
24 0.04074 | 0.04472 0.05525 0.05063 | 0.03846 | 0.07143 | 0.05208 | 0.01613 0.02500
25 0.00741 | 0.01220 0.02210 0.00633 | 0.00641 | 0.03061 | 0.01042 0 0.05000
26 0 0 0.00552 0 0.00641 | 0.01020 0 0 0.02500

Tabla 5.18: Frecuencias alélicas para el locus D2S1338.
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Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
10 0.00370 0 0 0.00633 0 0 0 0 0
10.2 0 0 0.00549 0 0 0 0 0 0
11.2 0 0 0 0 0.01282 0 0 0.01613 0
12 0.01111 | 0.02439 0.02747 0.00633 | 0.00641 | 0.03061 | 0.01042 0 0.02500
12.2 0.03704 | 0.00407 0.03846 0.02532 | 0.04487 | 0.03061 | 0.01042 | 0.06452 0
13 0.17037 | 0.12602 0.17033 0.25316 | 0.15385 | 0.08163 | 0.12500 | 0.14516 0.17500
13.2 0.17037 | 0.19106 0.15385 0.20253 | 0.22436 | 0.25510 | 0.26042 | 0.12903 0.07500
14 0.21111 | 0.22358 0.19780 0.18354 | 0.21154 | 0.24490 | 0.26042 | 0.33871 0.22500
14.2 0.08148 | 0.06911 0.06593 0.05063 | 0.04487 | 0.04082 | 0.05208 | 0.08065 0.10000
15 0.14074 | 0.15447 0.11538 0.12025 | 0.15385 | 0.14286 | 0.12500 | 0.16129 0.15000
152 0.11111 | 0.13821 0.13187 0.06962 | 0.11538 | 0.10204 | 0.08333 | 0.03226 0.15000
16 0.03704 | 0.02846 0.04945 0.04430 | 0.01282 | 0.03061 | 0.04167 | 0.03226 0.02500
16.2 0.01852 | 0.02439 0.03846 0.03165 | 0.01923 | 0.03061 | 0.02083 0 0.07500
16.3 0 0 0.00549 0 0 0 0 0 0
17 0.00370 | 0.00407 0 0.00633 0 0 0.01042 0 0
17.2 0.00370 0 0 0 0 0.01020 0 0 0
18 0 0.01220 0 0 0 0 0 0 0
Tabla 5.19: Frecuencias alélicas para el locus D195433.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
13 0.00370 0 0 0.00633 0 0 0 0.01613 0
14 0.01481 | 0.02033 0.03297 0.04430 | 0.00641 | 0.04082 | 0.03125 | 0.09677 0
15 0.05926 | 0.05285 0.03297 0.05063 | 0.05128 | 0.09184 | 0.04167 | 0.03226 0.15000
16 0.44815 | 0.45935 0.42308 0.41139 | 0.46154 | 0.38776 | 0.33333 | 0.45161 0.35000
17 0.27407 | 0.23984 0.31868 0.30380 | 0.30769 | 0.28571 | 0.36458 | 0.17742 0.32500
18 0.14815 | 0.17073 0.14286 0.10759 | 0.15385 | 0.11224 | 0.17708 | 0.17742 0.12500
19 0.04074 | 0.04878 0.04945 0.05696 | 0.01923 | 0.08163 | 0.05208 | 0.04839 0.05000
20 0.01111 | 0.00813 0 0.01899 0 0 0 0 0
Tabla 5.20: Frecuencias alélicas para el locus VWA.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
6 0.00370 | 0.00407 0 0 0 0 0.01042 | 0.01613 0
7 0 0 0 0 0.00641 | 0.01020 0 0 0
8 0.51852 | 0.47154 0.52747 0.41772 | 0.57051 | 0.47959 | 0.47917 | 0.35484 0.50000
9 0.04074 | 0.00813 0.02198 0.00633 | 0.00641 | 0.04082 | 0.01042 | 0.06452 0.05000
10 0.00370 | 0.00407 0.03297 0.02532 | 0.00641 | 0.01020 0 0.08065 0.02500
11 0.26296 | 0.27236 0.26923 0.33544 | 0.24359 | 0.14286 | 0.26042 | 0.24194 0.27500
12 0.17037 | 0.22764 0.13736 0.21519 | 0.16667 | 0.30612 | 0.23958 | 0.24194 0.15000
13 0 0.01220 0.01099 0 0 0.01020 0 0 0

Tabla 5.21: Frecuencias alélicas para el locus TPOX.
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Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
10 0.00370 0 0.00549 0.00633 0 0 0 0.01613 0
11 0 0.00407 0.00549 0.01266 0 0.01020 0 0 0
11.2 0 0 0 0 0.00641 0 0 0 0
12 0.09630 | 0.09350 0.10989 0.06962 | 0.09615 | 0.08163 | 0.06250 | 0.08065 0.12500
13 0.11852 | 0.12602 0.09341 0.10759 | 0.10256 | 0.13265 | 0.07292 | 0.11290 0.10000
14 0.20370 | 0.19512 0.10440 0.24051 | 0.21154 | 0.15306 | 0.13542 | 0.17742 0.27500
15 0.17407 | 0.16260 0.21978 0.13924 | 0.15385 | 0.20408 | 0.12500 | 0.27419 0.07500
16 0.08889 | 0.04472 0.08791 0.11392 | 0.06410 | 0.13265 | 0.15625 | 0.06452 0.12500
17 0.19259 | 0.21951 0.18681 0.13924 | 0.22436 | 0.20408 | 0.28125 | 0.19355 0.22500
18 0.04815 | 0.08130 0.08242 0.08228 | 0.07692 | 0.01020 | 0.07292 | 0.03226 0.02500
19 0.02963 | 0.01626 0.01648 0.03165 | 0.01923 | 0.03061 | 0.02083 | 0.03226 0
20 0.01852 | 0.00813 0.03297 0 0.01923 0 0.04167 0 0.05000
21 0.01111 | 0.03659 0.02198 0.02532 | 0.01282 0 0.01042 0 0
22 0.01111 | 0.00813 0.00549 0.00633 0 0.01020 0 0 0
23 0.00370 | 0.00407 0.00549 0.01899 | 0.00641 | 0.02041 | 0.02083 0 0
24 0 0 0.00549 0 0.00641 0 0 0.01613 0
25 0 0 0.00549 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0.01020 0 0 0
Tabla 5.22: Frecuencias alélicas para el locus D18S51.
Alelos Frecuencias
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
7 0.11481 | 0.06911 0.08242 0.06329 | 0.07051 | 0.07143 | 0.06250 | 0.16129 0.07500
8 0 0 0 0 0 0.01020 0 0 0
9 0.07407 | 0.06098 0.06044 0.09494 | 0.05128 | 0.04082 | 0.09375 0 0.02500
10 0.03704 | 0.03252 0.06044 0.05063 | 0.04487 | 0.03061 | 0.03125 | 0.03226 0.12500
11 0.58148 | 0.58537 0.52747 0.51266 | 0.56410 | 0.61224 | 0.55208 | 0.67742 0.40000
12 0.15556 | 0.21138 0.17582 0.18987 | 0.18590 | 0.19388 | 0.17708 | 0.08065 0.22500
13 0.03704 | 0.04065 0.08791 0.08228 | 0.08333 | 0.04082 | 0.08333 | 0.04839 0.15000
14 0 0 0.00549 0.00633 0 0 0 0 0
Tabla 5.23: Frecuencias alélicas para el locus D5S818.
Alelos Frecuencias . .
Veracruz | Oaxaca | Estado de México | Chiapas | Puebla | Guerrero | Hidalgo | Tabasco | Ciudad de México
16 0 0 0 0 0 0 0.01042 0 0
18 0.00741 | 0.00407 0 0.03165 0 0.01020 0 0 0
19 0.09259 | 0.10569 0.07692 0.06962 | 0.10256 | 0.12245 | 0.06250 | 0.04839 0.12500
19.3 0 0 0 0 0 0 0.01042 0 0
20 0.04444 | 0.02846 0.03297 0.03165 | 0.01282 | 0.06122 | 0.01042 0 0.07500
21 0.05185 | 0.09350 0.07143 0.07595 | 0.07051 | 0.08163 | 0.07292 | 0.04839 0.27500
22 0.05556 | 0.07724 0.12088 0.04430 | 0.10256 | 0.19388 | 0.11458 | 0.12903 0.12500
222 0.01111 0 0 0 0 0 0 0 0
23 0.10370 | 0.13008 0.17033 0.09494 | 0.08333 | 0.08163 | 0.10417 | 0.09677 0.10000
232 0.00370 | 0.02033 0 0.00633 | 0.00641 0 0.01042 0 0
24 0.23333 | 0.15041 0.12088 0.17089 | 0.21154 | 0.14286 | 0.18750 | 0.17742 0.07500
25 0.23704 | 0.18699 0.20330 0.18987 | 0.23718 | 0.15306 | 0.20833 | 0.19355 0.12500
26 0.11481 | 0.13821 0.18132 0.20253 | 0.12821 | 0.11224 | 0.17708 | 0.25806 0.10000
27 0.03704 | 0.04878 0.02198 0.08228 | 0.03205 | 0.02041 | 0.02083 | 0.04839 0
28 0.00741 | 0.00813 0 0 0 0.02041 | 0.01042 0 0
29 0 0 0 0 0.01282 0 0 0 0
322 0 0.00407 0 0 0 0 0 0 0
342 0 0.00407 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 5.24: Frecuencias alélicas para el locus FGA.
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Numero de alelos

En la tabla 5.25 se muestran cudntos alelos se encontraron por locus. Este
pardmetro se calcul6 con el software Arlequin ver 3.5.2.

Locus  VERACRUZ OAXACA EDO.MEX. CHIAPAS PUEBLA GUERRERO HIDALGO TABASCO CDMX

D8S1179 10 7 9 7 9 8 7 8 6
D21S11 14 12 13 11 11 11 8 10 8
D7S8820 8 7 8 7 8 7 7 5 6
CSFI1PO 5 6 9 7 7 6 8 7 5
D3S1358 8 5 8 5 8 6 5 6 5

THO1 5 7 6 6 5 6 5 5 4
D13S317 8 8 7 8 7 7 7 8 7
D16S539 6 8 8 6 5 5 6 6 5
D2S1338 10 11 11 9 10 10 9 10 11
D19S433 13 12 12 12 11 11 11 9 9

VWA 8 7 6 8 6 6 6 7 5

POX 6 7 6 5 6 7 5 6 5
D18S51 13 13 18 14 13 12 11 10 8
D5S818 6 6 7 7 6 7 6 5 6

FGA 13 14 9 11 11 11 13 8 8

Tabla 5.25: Nimero de alelos diferentes encontrados para cada locus.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para poder probar la existencia del HWE en los diferentes locus de las pobla-
ciones se planted una prueba de hipdtesis bilateral, que se muestra a continuacion:

Hy = Hesperada = Hopservada

(5.1
H, = Hgsperada 7é Hobservada

El nivel de confianza de la prueba es del 95 %, por lo tanto, el valor de o = 0,05.
Sin embargo, hay que considerar que en este trabajo se probaron miiltiples pruebas
de hipétesis simultdneamente, por lo tanto es necesario realizar la correcién de
Bonferroni (Weisstein, 2004). El nuevo valor de « para todas las comparaciones se
calcul6 usando la siguiente férmula: agy = a@/k. Lo que nos da como resultado
un valor de @ = 0,05/15 = 0,003. En las tablas 5.26 a la 5.34, se encuentran
los valores para la H, y H, y el p-value. El locus fuera del HWE se muestran en
negritas (tabla 5.29.
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Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 135 0.74074  0.78797 0.64000
D21S11 135 0.84444  0.83004 0.85220
D7S820 135 0.69630 0.73198 0.08692
CSF1PO 135 0.69630 0.69880 0.41414
D3S1358 135 0.64444  0.63136 0.13040
THO1 135 0.60000 0.65755 0.09111
D13S317 135 0.80000  0.80044 0.81708
D16S539 135 0.77037  0.75401 0.77448
D2S1338 135 0.79259  0.82520 0.16224
D19S433 135 0.81481 0.85852 0.49478
VWA 135 0.71111  0.69916 0.79376
POX 135 0.62963  0.63362 0.59465
D18S51 135 0.89630 0.85926 0.63754
D5S818 135 0.60000 0.61856 0.36340
FGA 135 0.77778  0.85064 0.01987

Tabla 5.26: Célculos del HWE para la poblacién de Veracruz.

Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 123 0.78862 0.78022 0.84394
D21S11 123 0.79675 0.81828 0.39309
D7S820 123 0.70732  0.71342 0.13296
CSF1PO 123 0.70732  0.69222 0.15867
D3S1358 123 0.53659 0.54518 0.06967
THO1 123 0.70732  0.68193 0.14487
D13S317 123 0.78862  0.83079 0.60328
D16S539 123 0.78049 0.74435 0.78636
D2S1338 123 0.79675 0.81580 0.88407
D19S433 123 0.81301 0.85117 0.66104
VWA 123 0.73984  0.69952 0.12680
POX 123 0.60976  0.65406 0.19435
D18S51 123 0.82927 0.85578 0.13141
D5S818 123 0.54472  0.60392 0.08640
FGA 123 0.88618 0.88037 0.35263

Tabla 5.27: Célculos del HWE para la poblacién de Oaxaca.
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Locus Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 91 0.81319 0.76680 0.63114
D21S11 91 0.76923  0.83195 0.12147
D7S820 90 0.77778  0.74389  0.50805
CSF1PO 91 0.73626  0.71769  0.82060
D3S1358 91 0.63736  0.62558 0.71397
THO1 90 0.70000  0.69547 0.64692
D13S317 91 0.83516  0.79631 0.21934
D16S539 91 0.79121  0.76249 0.85885
D2S1338 90 0.84444  0.81397 0.11797
D19S433 91 0.86813  0.87171 0.43629
VWA 91 0.64835 0.69826 0.27372
POX 91 0.62637  0.63220 0.70266
D18S51 91 0.89011  0.87329 0.49450
D5S818 91 0.65934  0.67270 0.96056
FGA 91 0.91209 0.85969 0.57974

Tabla 5.28: Célculos del HWE para la poblacién del Estado

de México.

Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 79 0.77215  0.75167 0.54216
D21S11 79 0.82278  0.82383  0.44563
D7S820 79 0.67089  0.73152  0.23498
CSF1PO 79 0.75949 0.74353  0.74514
D3S1358 79 0.60759  0.60445  0.74961
THO1 79 0.62025 0.64936  0.03247
D13S317 79 0.82278  0.81472  0.58060
D16S539 79 0.82278  0.76522  0.35763
D2S1338 79 0.72152 0.78586  0.89905
D19S433 79 0.87342  0.84093 0.25810
VWA 79 0.70886  0.72329  0.29609
POX 79 0.63291 0.67024  0.34195
D18S51 79 0.83544  0.87043  0.35528
D5S818 79 0.62025 0.68306  0.00269
FGA 79 0.89873  0.86882  0.69392

Tabla 5.29: Célculos del HWE para la poblacién de Chiapas.
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Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value

D8S1179 78 0.65385 0.78883 0.12614
D21S11 78 0.84615 0.81977 0.26441
D7S820 78 0.78205 0.76203 0.22533
CSF1PO 78 0.66667  0.69603 0.58163
D3S1358 78 0.61538 0.60744 0.92376

THO1 78 0.55128 0.66245 0.33148
D13S317 78 0.73077  0.80959 0.02796
D16S539 78 0.65385 0.71836 0.17002
D2S1338 78 0.74359 0.80612 0.49735
D19S433 78 0.87179  0.84491 0.06012

VWA 78 0.75641  0.66989 0.29342

POX 78 0.56410 0.59107 0.79480
D18S51 78 0.83333  0.85591 0.03879
D5S818 78 0.65385 0.63474 0.66934

FGA 78 0.85897 0.85368 0.70033

Tabla 5.30: Célculos del HWE para la poblacién de Puebla.

Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value

D8S1179 49 0.73469  0.77046 0.86282
D21S11 49 0.85714  0.81485 0.34800
D7S820 49 0.75510 0.77446 0.47739
CSF1PO 49 0.65306 0.71513 0.15332
D3S1358 49 0.71429  0.66821 0.69765

THO1 49 0.61224  0.67557 0.21792
D13S317 49 0.77551 0.81548 0.65558
D16S539 49 0.81633  0.76604 0.97204
D2S1338 49 0.85714  0.85167 0.76123
D19S433 49 0.83673  0.84052 0.43844

VWA 49 0.73469  0.74627 0.29187

POX 49 0.71429  0.66064 0.97362
D18S51 49 0.97959 0.85841 0.90142
D5S818 49 0.67347 0.58405 0.22496

FGA 49 0.87755 0.88197 0.21632

Tabla 5.31: Célculos del HWE para la poblacién de Guerrero.
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Locus Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 48 0.77083  0.80351 0.47754
D21S11 48 0.87500 0.83575 0.26866
D7S820 46 0.76087  0.77090 0.82363
CSF1PO 48 0.81250 0.70811 0.34277
D3S1358 48 0.58333  0.62259 0.28809
THO1 48 0.54167  0.69079 0.04559
D13S317 48 0.77083  0.80746  0.37601
D16S539 48 0.68750  0.76075 0.39799
D2S1338 48 0.79167  0.79079 0.03825
D19S433 48 0.89583  0.82961 0.73567
VWA 48 0.70833  0.72675 0.23135
POX 48 0.64583  0.65175 0.20277
D18S51 48 0.83333  0.85417 0.21987
D5S818 48 0.66667  0.65000 0.92870
FGA 48 0.89583  0.86491 0.32237

Tabla 5.32: Célculos del HWE para la poblacién de Hidalgo.

Locus Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value
D8S1179 31 0.80645 0.80434 0.19027
D21S11 31 0.80645 0.82760 0.43715
D7S820 28 0.75000 0.73831 0.04082
CSF1PO 31 0.70968  0.72607 0.07143
D3S1358 31 0.70968 0.66155 0.88718
THO1 31 0.64516  0.65256 0.90462
D13S317 31 0.80645 0.85193 0.04133
D16S539 31 0.77419  0.76097 0.77575
D2S1338 31 0.77419  0.79588 0.49601
D19S433 31 0.70968  0.82179 0.00430
VWA 31 0.64516  0.73189 0.04428
POX 31 0.67742  0.75833 0.22162
D18S51 31 0.87097 0.84347 0.37193
D5S818 31 0.51613 0.51348 0.61835
FGA 31 0.80645 0.84506 0.61520

Tabla 5.33: Célculos del HWE para la poblacién de Tabasco.
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Locus  Num. de genotipos Het.Obs. Het.Esp. p-value

D8S1179 20 0.75000  0.78077 0.65443
D21S11 20 0.80000 0.84872 0.68573
D7S820 20 0.65000 0.77051 0.39722
CSF1PO 20 0.70000 0.71282  1.00000
D3S1358 20 0.60000 0.69615 0.32073

THO1 20 0.75000  0.68462 1.00000
D13S317 20 0.85000 0.85513 0.81523
D16S539 20 0.65000 0.72692 0.72187
D2S1338 20 0.80000 0.86795 0.19529
D19S433 20 0.85000 0.87308 0.44544

VWA 20 0.55000 0.75000 0.51805

POX 20 0.60000 0.66538 0.73465
D18S51 20 0.95000 0.84487 0.99642
D5S818 20 0.80000 0.76410 0.29108

FGA 20 0.90000 0.86795 0.97362

Tabla 5.34: Calculos del HWE para la poblacién de CDMX.

Comparacion entre pares usando el estadistico de Wright(Fgr)

Los valores de Fsr entre pares fueron obtenidos en forma de matriz y se mues-
tran en la tabla 5.35.

Para poder probar que los valores de Fsr son diferentes de una poblacion a otra
se utiliz6 una prueba de hipdtesis como la siguiente:

Hy = Fsrpobl,1 = Fsypobl 2

(5.2)
H, = FSTpobl,l 7& FSTpobl,z

El nivel de confianza de la prueba es del 95 %, por lo tanto, @ = 0,05. Una vez
realizada la correcién de Bonferroni (Weisstein, 2004) oo = 0,05/9 = 0,005, pues
se hiceron nueve comparaciones con las diferentes poblaciones. Por lo tanto:

Si el p —value < 0,005 se rechaza Hy, es decir, el valor de Fsr de la poblacién
1 no es significativamente diferente del de la poblacién 2.

En cambio, si p —value > 0,003 no se rechaza Hy, es decir, el valor de Fsy de
la poblacion 1 es diferente al de la poblacién 2.

El valor de la probabilidad (P-value) también se dan en forma de matriz. Los
valores de Fgr los P-values de Fsy se obtuvieron usando el software Arlequin ver
3.5.2. Los P-values Fsr significativos se muestran en negritas, en la tabla 5.36.
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5.4. Comparacion entre pares usando el estadistico de Wright(Fsr)
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Capitulo 6

Analisis de Resultados y
Conclusiones

Nada tiene sentido en evolucion si no es a la
luz de la Genética de poblaciones

Michael Lynch

Analisis de resultados

Frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas representan la incidencia de una variante de un gen. En
una poblacién las frecuencias alélicas son el reflejo de diversidad genética. En este
trabajo, los loci con mayor nimero de alelos diferentes fueron el D21S11, D18S51
y el FGA. Estos datos corresponden con lo reportado anteriormente, donde los lo-
cus mas polimérficos son el D1851 y el FGA para poblaciones del centro, norte,
sur y occidente de México (Rubi-Castellanos et al., 2009a) (Salazar-Flores et al.,
2015) (Juarez-Cedillo et al., 2008). Algunos alelos de los loci D21S11, CSF1PO,
THO1, D13S317, D2S1338, D19S433, D18S51, D5S818 y FGA soélo se encontra-
ron en una de las nueve poblaciones analizadas. Estos alelos, podrian considerarse
exclusivos de cierta regidn, sin embargo, este efecto puede deberse al azar, pues
s6lo se muestred una pequefia parte de la poblacién y es factible que dichos alelos
se encuentren en otras poblaciones en individuos que no fueron muestreados.

Equilibrio de Hardy Weinberg

Respecto al HWE, después de evaluar los valores de p una vez aplicada la co-
rreccion de Bonferroni, inicamente el locus D5S18 en la poblacién de Chiapas no
se encuentra en equilibrio. Esta desviacién del HWE puede deberse a numerosas
causas. La primera de ellas es que no se cumplan las presunciones establecidas
por HWE y que el locus analizado en esta poblacién se encuentre bajo seleccion,

71
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mutacién o deriva génica. Esto parece improbable, ya que si asi fuera, otros loci
de la misma poblacién no cumplirian con el HWE. La causa mds probable de la
desviacién encontrada son los errores de genotipificacion. Estos errores ocurren
cuando el genotipo reportado de un individuo no coincide con el genotipo verdade-
ro. Las principales causas de estos errores fueron agrupadas en tres categorias por
Pompanon y colaboradores. Estas categorias son: 1) variaciones en la secuencia de
DNA, 2) baja calidad o cantidad de DNA y 3) errores humanos. Es posible que
alguno o algunos de estos errores pudieran surgir en la realizacion de este trabajo.
En los estudios de genética de poblaciones un error de genotipicacién tiene como
resultado el reconocimiento incorrecto de un alelo, resultando en estimados de Fgr
incorrectos (Pompanon et al., 2005). Como sugieren Sen y colaboradores, los erro-
res de genotipificaciéon cominmente no son estocdsticos, y son mds comunes en
ciertos loci. Si cierto locus es propenso a un error de genotipicacioén entonces la
desviacién del HWE se hara mas grande conforme el tamafio de muestra aumente,
lo que no ocurrird si el error no existe o es de origen aleatorio (Sen y Burmeister,
2008). Por este motivo, se sugeriria aumentar el nimero de individuos muestreados
para evaluar si en verdad existe un error de genotipificacion que afecte el EHW del
locus D5S818 en la poblacién de Chiapas.

Division de la poblacion usando el estadistico de Wright

El estadistico de Wright se ha usado muy ampliamente para cuantificar la sub-
divisién de una poblacién, usando como guia el pardmetro Fsr, que se define como
la correlacién que existe entre alelos escogidos de manera aleatoria dentro de la
misma poblacidn, relativo a la poblacién entera, o dicho de otra manera, la propor-
cién de la diversidad genética debido a las diferencias de frecuencias alélicas entre
poblaciones (Holsinger y Weir, 2009).

Si las frecuencias alélicas son las mismas en todas las poblaciones Fsr = 0.
Si por el contrario las frecuencias alélicas estan diferenciadas de manera maxima
en las diferentes poblaciones (ciertos alelos han sido fijados) entonces Fsy = 1.
Valores negativos de Fgr se toman como cero.

Una guia para la interpretacion de los valores de Fsr sugiere que valores entre O
y 0.05 indican nula o minima diferenciacion, valores entre 0.15 y 0.25 indican gran
diferenciacion y valores mayores de 0.25 indican una diferenciacion excesivamente
grande (Nielsen y Slatkin, 2013).

A pesar de que estos valores dan una referencia de la diferenciacién de las po-
blaciones, es necesario hacer una prueba estadistica adicional para determinar si
éstos son significativamente diferentes de una poblacién a otra. Por esta razon se
calcularon los valores de P (P-value). Despues de realizar la correcién de Bonfe-
rroni (P < 0,0056) los valores significativamente diferentes se muestran en la tabla
5.36 en negritas. La poblacién de Chiapas es la que presenta mds diferenciacién
con respecto a las demds regiones del pais, siendo diferente a casi todas las pobla-
ciones estudiadas, excepto a Tabasco e Hidalgo. Es muy probable que la similutud
de la poblacién de Chiapas con la de Tabasco se deba principalmente a su cercania.
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Por otra parte, Chiapas no se diferenci6 de la poblacion de Hidalgo, a pesar de que
se encuentran a una distancia considerablemente mayor. Interesantemente, la po-
blacién de Hidalgo no se diferencié de ninguna de las poblaciones de este estudio.
Este fenémeno se habia documentado anteriormente, en el estudio realizado por
Castellanos y colaboradores en el 2009, en donde se estudiaron 10 poblaciones di-
ferentes y todas mostraron diferencias con una o mas poblaciones, a excepcion de
la poblacién de Hidalgo. Es muy probable que esto se deba a la presencia de alelos
nulos, en vez de que no exista una diferencia real entre esta poblacion y otras de la
Republica Mexicana (Rubi-Castellanos et al., 2009b).

[ centro Sur
[ centro Oriente
I sureste
I suroeste

Figura 6.1: Localizacién geografica de las poblaciones bajo estudio y su agrupacion
en regiones segun el estadistico de Wrigth

Segtin los resultados de este trabajo, las poblaciones estudiadas se agruparon
en cuatro regiones diferentes, basandose en la diferenciacion que existe entre ellas
(figura 6.1):

Centro Sur: Estado de México y Distrito Federal

Centro Oriente: Puebla, Veracruz e Hidalgo

Sureste: Chiapas y Tabasco

Suroeste: Guerrero y Oaxaca
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Segtn lo reportado anteriormente por Castellanos y colaboradores en 2 articu-
los diferentes (Rubi-Castellanos et al., 2009a); (Rubi-Castellanos et al., 2009b), las
poblaciones de México se pueden dividir de manera general en dos grandes regio-
nes: la region noreste(Chihuahua, Jalisco y Nuevo Ledn) y la regién centro-sureste
(Ciudad de México, Puebla, Veracruz, y Campeche). En el caso del presente tra-
bajo, no fue posible evaluar la regién noreste, ya que no se cuentan con muestras
de la regién norte del pais. Por otra parte, a diferencia de lo encontrado por Caste-
llanos, nosotros encontramos una fuerte diferenciacion entre la region centro y sur
de la Republica. Estas diferencias pueden deberse a los distintos criterios con los
que se seleccionaron los individuos pertenecientes a la poblacién, pues como se
indica en el capitulo 4, todos los individuos incluidos en este estudio tienen padres
y abuelos originarios del mismo estado, criterio que no se utilizé en los estudios de
Castellanos anteriormente citados.

Nuestro trabajo coincide con los encontrados en la literatura en el hecho de que
Puebla es la poblacién menos diferenciada del centro de la Reptiblica, presentando
similitudes con la mayoria de las poblaciones del centro y suroeste del pais. La
explicacién mds probable para este fendmeno tiene que ver con la cercania de este
estado con muchos de centro sur y centro oriente, tales como Hidalgo, Veracruz,
Oaxaca, Guerrero, Morelos y el Estado de México (Figura 6.1).

Conclusiones

Los alelos mds polimoérficos fueron el D21S11, D18S51 y el FGA, lo que con-
cide con otros trabajos de poblacién mestiza mexicana.

La mayoria de los loci se encuentran en HWE, a excepcion del locus D5S818
para la poblacién de Chiapas.

Usando el estadistico de Fgr se pudieron calcular las distancias genéticas en-
tre las diferentes poblaciones en estudio, dando como resultado la agrupacién de
estas en cuatro regiones principales: Centro Sur, Centro Oriente, Sureste y Suroes-
te. La poblaciéon mas diferenciada fue la de Chiapas, mientras que la poblacién de
Hidalgo no fue significativamente diferente de ninguna otra, posiblemente a con-
secuencia de alelos nulos.
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—; Qué te parece desto, Sancho? — Dijo Don Quijote —
Bien podrdn los encantadores quitarme la ventura,
pero el esfuerzo y el dnimo, serd imposible.

Segunda parte del Ingenioso Caballero
Don Quijote de la Mancha
Miguel de Cervantes

—Buena estd — dijo Sancho —; firmela vuestra merced.
—No es menester firmarla — dijo Don Quijote—,
sino solamente poner mi riibrica.

Primera parte del Ingenioso Caballero
Don Quijote de la Mancha
Miguel de Cervantes
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