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RESUMEN

La migracion en las poblaciones humanas favorece el flujo génico que a su vez genera cambios,
reduciendo las diferencias entre las poblaciones. Es importante tener bases de datos
actualizadas con frecuencias genéticas que representen una regién geografica de manera
adecuada. Debido a su alta tasa de mutacion, el genoma mitocondrial acumula una gran
cantidad de mutaciones y genera una gran cantidad de haplotipos, razén por la cual los
estudios que describan las frecuencias haplotipicas y nucleotidicas del mtDNA deben incluir
muestras poblacionales suficientemente grandes, lo cual no ha sido realizado en México
donde, el ultimo estudio de este tipo en poblacion de la CDMX se realiz6 en 2009, con sélo
100 individuos (Guardado et a/, 2009).

Con la finalidad de caracterizar las frecuencias de haplotipos y haplogrupos de la region control
del mtDNA en poblacion de la CDMX se analizé un fragmento de 917 pb de la region control
del mtDNA en 251 individuos. Se estandarizé una metodologia para el procesamiento del
mtDNA a partir de muestras de células de descamacién de mucosa oral desde la extraccion de
DNA hasta la secuenciacion del mtDNA. Se realizé la caracterizacion de las mutaciones, el
haplotipo y el haplogrupo para cada una de las secuencias. Se determind parametros de
diversidad genética (variabilidad nucleotidica, nimero de sitos segregantes, variabilidad
haplotipica y el test D de Tajima) para la poblacion completa, asi como para los grupos de
haplogrupos de origen nativo americano, europeo y africano. Se estimo de flujo génico con
Fst y prueba de Mantel y se obtuvieron redes medianas de haplotipos. Para determinar la
historia poblacional (tamafio poblacional) de la CDMX se hizo un analisis de mismatch
distribution. El 90% de los haplogrupos analizados son de origen amerindio o nativo
americano, el 8% es de origen europeo y sélo el 2% es de origen africano. De los haplogrupos
de origen amerindio, el 45% pertenece al haplogrupo A, el 18.7% al haplogrupo B, el 18.3% al
haplogrupo C y el 7.6% al haplogrupo D. Se encontraron 7 haplotipos distintos de origen
europeo y 3 de origen africano. Se caracterizaron 201 mutaciones, en 192 sitos polimorficos,
un total de 208 haplotipos y una diversidad haplotipica del 99.76%. La mayor diversidad
genética se encontro en el haplogrupo A, seguida de los haplogrupos B, Cy D. Se observo flujo
génico entre la mayoria de las muestras de la poblacion estudiada. Se obtuvieron valores
negativos del test D de Tajima, sugiriendo que la poblacidn se encuentra en expansion;
situacion que fue corroborada con un analisis de mismatch distribution. Las redes medianas
de haplotipos obtenidas muestran patrones de estrella. La conformacién de las redes muestra
la presencia de 32 homoplasias, distribuidas en todos los haplotipos a excepcion de los
pertenecientes al haplogrupo D, siendo mas frecuentes en los haplotipos de los haplogrupos
Ay B. Todos los resultados anteriormente mencionados sugieren que la poblacion de la CDMX
se encuentra en expansion.



ABSTRACT

Migration in human populations favors the gene flow that in turn generates changes, reducing
differences between populations. It is important to have updated databases with genetic
frequencies that adequately represent a geographic region. Due to its high mutation rate, the
mitochondrial genome accumulates a large number of mutations and generates a large
number of haplotypes, which is why studies describing the haplotypic and nucleotide
frequencies of mtDNA must include sufficiently large population samples, which does not It
has been carried out in Mexico where, the last study of this type in the population of Mexico
City was carried out in 2009, with only 100 individuals (Guardado et a/, 2009).

In order to characterize the frequencies of haplotypes and haplogroups of the mtDNA control
region in the CDMX population, a 917 bp fragment of the mtDNA control region was analyzed
in 251 individuals. A methodology for mtDNA processing was standardized from samples of
oral mucosa desquamation cells from DNA extraction to mtDNA sequencing. The
characterization of mutations, haplotype and haplogroup was performed for each of the
sequences. Genetic diversity parameters (nucleotide variability, number of segregating sites,
haplotypic variability and the Tajima D test) were determined for the entire population, as well
as for haplogroup groups of Native American, European and African origin. Gene flow was
estimated with Fst and Mantel test and medium haplotype networks were obtained. To
determine the population history (population size) of the CDMX, an analysis of mismatch
distribution was made. 90% of the haplogroups analyzed are of Native American or Native
American origin, 8% are of European origin and only 2% are of African origin. Of the
haplogroups of Native American origin, 45% belong to haplogroup A, 18.7% to haplogroup B,
18.3% to haplogroup C and 7.6% to haplogroup D. There were 7 different haplotypes of
European origin and 3 of African origin. 201 mutations were characterized, in 192 polymorphic
sites, a total of 208 haplotypes and a haplotypic diversity of 99.76%. The greatest genetic
diversity was found in haplogroup A, followed by haplogroups B, C and D. Gene flow was
observed among the majority of the samples in the population studied. Negative values were
obtained from the Tajima D test, suggesting that the population is expanding; situation that
was corroborated with an analysis of mismatch distribution. The medium networks of
haplotypes obtained show star patterns. The conformation of the networks shows the presence
of 32 homoplasms, distributed in all haplotypes except those belonging to haplogroup D,
being more frequent in haplotypes of haplogroups A and B. All the results mentioned above
suggest that the population of the CDMX is expanding.




INTRODUCCION

Globalizacion, migracion y mestizaje

La globalizacién es un proceso econémico, social, politico, tecnoldgico y cultural a nivel
mundial, que se caracteriza por generar una mayor conexion, comunicacion e
interdependencia entre las naciones, llevando consigo una serie de cambios y tendencias hacia
la pluralidad y la homogeneizacion. Consecuencia de la globalizacion es un alza en la tasa
migratoria que genera mestizaje entre las poblaciones involucradas.

El término mestizaje hace referencia a la fusién de dos o mas grupos humanos racialmente
diferenciados, con origenes y costumbres distintas que convergen tanto en su herencia
biol6gica como en sus habitos socioculturales (Ventura, 2010; Castafieda, 2015; Lépez-Beltran,
C., y Deister, 2013). El mestizaje en México inici6 en el siglo XVI con la llegada de los espafioles
en 1511 y posteriormente con la conquista espafiola en 1519. Aunque en su momento se
trataron de evitar las mezclas raciales, durante el siglo XVII y XVIII el mestizaje en México
comenzo a ser evidente, constituyéndose una poblacién con individuos procedentes de tres
grupos étnicos: indios (pobladores originales de México), blancos (espafoles que llegaron a
conquistar) y negros (esclavos de origen africano) (Bernabéu, y Varela, 2010).

En la actualidad, sin importar el origen racial de las poblaciones humanas, todas ellas se
encuentran sujetas a mestizaje, debido a los constantes movimientos poblacionales entre una
nacion y otra. Segun datos del INEGI, en 2010 habitaban en México 961,121 personas que
habian nacido en otro pais y en 2018, segun la Encuesta Nacional de la Dinamica Demografica,
se estimd que el 18% de la poblacién mexicana (22.5 millones de personas) son migrantes, de
los cuales 1,074,000 personas nacieron en otro pais.

La Ciudad de México cuenta con una poblacién cercana a los 9 millones de habitantes y se
encuentra sujeta a multiples migraciones de personas que habitan otros estados de la
republica en busca de oportunidades laborales, asi como de personas de otros paises. Segun
el INEGI, en el 2010 llegaron a vivir a dicha ciudad un total de 239,125 personas procedentes
de distintos estados de la republica como el Estado de México, Puebla, Veracruz, Oaxaca y
Guerrero, y se estimo que 71,691 habitantes residentes de la CDMX habian nacido en otro pais.

Todos esos flujos migratorios, generan poblaciones dinamicas sometidas a constantes cambios
en las frecuencias alélicas de los genes; los cuales son proporcionales a las diferencias entre las
frecuencias de las poblaciones involucradas y a la tasa de migracion que existe entre ambas
naciones, homogeneizando cada vez mas la informaciéon genética de ellas.



Genética de poblaciones humanas

La genética de poblaciones estudia la variabilidad genética de los diferentes grupos humanos
desde una perspectiva evolutiva, asi como las causas que determinan dicha variabilidad a través
del analisis de los procesos micro-evolutivos que operan sobre la estructura genética de una
poblacién a lo largo de las generaciones. Aunque los procesos micro-evolutivos son iguales
para todas las especies, en las poblaciones humanas, ademas de los factores biologicos y
ecologicos deben contemplarse los culturales. Un ejemplo es que los cruzamientos no se
producen de forma aleatoria por las tendencias selectivas de indole sociocultural en las
poblaciones humanas (Fontdevila y Moya, 2007).

Otro aspecto a considerar en las poblaciones humanas son los procesos migratorios actuales
que ademas de evitar el aislamiento geografico-reproductivo, evitan la delimitacién genética
de los grupos humanos, generando grupos hibridos en areas geograficas muy alejadas de sus
zonas de origen. Debido a esta dispersion y mezcla de las variantes genéticas, es necesaria la
reconstruccion de las rutas migratorias con la finalidad de dilucidar los patrones evolutivos
(Herrera, 2013).

Las diferencias genéticas observadas entre las poblaciones, son la base fundamental de
disciplinas como la Antropologia Genética, la Genética Forense y recientemente la Medicina
Genomica. Para estas disciplinas, es indispensable generar bases de datos poblacionales que
recopilen la informacion de las variantes genéticas mediante el estudio de muestras
representativas. Por su parte, la genética forense requiere de bases de datos de referencia con
frecuencias alélicas para los marcadores o polimorfismos genéticos analizados, ya que éstas
son necesarias para establecer la probabilidad de coincidencia al azar de un perfil genético en
una determinada poblacién. Estas bases de datos involucran diversos marcadores como
pueden ser microsatélites de repeticion tipo STR, polimorfismos de insercidon/delecidon (InDels),
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) tanto en DNA nuclear o en mtDNA. Es de suma
importancia en dichas bases la actualizacion constante de las mismas, ya que como
anteriormente se menciong, la variacién genética de las poblaciones humanas se encuentra en
constante cambio, tanto por los fendmenos naturales que las generan (mutacién y herencia)
como por los procesos migratorios, consecuencia de la globalizacion actual en la que vivimos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las frecuencias haplotipicas de la regién control del mtDNA en una muestra de la
poblacién mestiza de la Ciudad de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer y estandarizar un protocolo metodolégico desde la extraccién hasta el
analisis electroforético de mtDNA a partir de muestras de epitelio bucal.

e Describir y reportar los haplotipos y haplogrupos de la poblaciéon de la Ciudad de
México.

e Determinar parametros de diversidad genética destacando variabilidad nucleotidica,
haplotipica.

e Generar un sistema general de referencia Util para estudios de identificacion con
mtDNA.




ANTECEDENTES
Identificacion humana

Se llama identidad a aquellas caracteristicas y rasgos particulares de un individuo que lo
diferencian del resto y lo hace Unico; se trata de un derecho humano universal que se encuentra
reconocido por distintos tratados internacionales como lo son: la Declaracion Universal de
Derechos Humanos, el Pacto Internacional sobre Derechos Civiles y Politicos, la Convencién
Americana sobre Derechos Humanos y la Convencion sobre los derechos del Nifio (INEGI y
UNICEF, 2018). Es un derecho que se tiene desde el nacimiento y se conserva aln después de
la muerte; a pesar de ello, en muchas ocasiones tras la muerte dicha identidad se pierde, motivo
por el cual es necesario llevar a cabo un proceso de identificacion que le devuelva la identidad
al cadaver en cuestion.

La identificacion humana en el contexto forense es una tarea multidisciplinaria en la que
trabajan de manera conjunta disciplinas como dactiloscopia, odontologia y genética, las cuales
buscan encontrar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas del cadaver que lo caracterizan
para devolverle su identidad. En la mayoria de las ocasiones resulta sencilla la identificacion
mediante el uso de disciplinas rutinarias como lo es la dactiloscopia y la odontologia. La
primera disciplina analiza los patrones de las crestas papilares, también conocidos como huella
dactilar. Debido a que el origen de dichas crestas, es el plegamiento de la piel desde la
gestacién, estos patrones resultan diferentes para cada persona aun cuando se trate de
gemelos monocigéticos, lo que permite identificar las personas de manera inequivoca
(Thompson y Black, 2007).

Otra disciplina que permite la identificacion de personas de manera certera es la odontologia,
la cual estudia la forma, disposicion y posibles heridas de los dientes, mandibula y otros tejidos
orales, asi como también los trabajos dentales de ortodoncias, endodoncias, placas dentales
parciales o totales, etc. Estas caracteristicas, al tratarse de un conjunto de sefias particulares, si
se cuenta con expedientes dentales ante mortem de la persona (radiografias, impresiones o
moldes dentales) es posible la identificacion de personas que se encuentran en calidad de
desconocidas (Thompson y Black, 2007).

Genética Forense

La genética a diferencia de las disciplinas anteriores, es capaz de identificar a las personas por
su genotipo (caracteristicas genéticas) y no por su fenotipo (caracteristicas fisicas). Esta tarea
se logra mediante la obtencion de perfiles genéticos y su posterior confronta con aquellos
familiares en linea directa, lo que permite identificar las relaciones de parentesco bioldgico
segun sea el caso y determinar la identidad de las personas en cuestion.



El genoma humano: Caracteristicas generales del DNA.

El material de estudio de la genética es el acido desoxirribonucleico o DNA (por sus siglas en
inglés). El DNA es la molécula en donde se almacena toda la informacion genética (genoma)
de un individuo (Butler, 2005). En 1990 dio inicio el proyecto del Genoma Humano, el cual
buscaba la decodificacién del genoma humano a través de la técnica “"Shotgun sequencing”,
llevada a cabo de manera simultanea en distintos centros involucrados en el proyecto. En 2001,
se obtuvo una porcién consenso del genoma humano de 2,910,000,000 pb, a partir de la cual
se pudo determinar que Unicamente el 1.1% del genoma son exones, 24% intrones y 75% del
genoma se trata de DNA intergénico (Venter et al, 2001). En la Fig. 1 se muestra la clasificacion
de los tipos de DNA en los que se divide el genoma humano de acuerdo a su estructura y
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Fig. 1. Clasificacion del genoma humano. Se muestra la clasificacion del genoma humano de acuerdo a su estructura y
funcién, asi como el porcentaje de cada uno de ellos (Tomado y modificado de Goodwin et a/, 2011).

DNA nuclear y su variabilidad en el genoma

La mayor parte del DNA contenido en el genoma humano consiste de fragmentos repetidos
no codificantes (54%), de los cuales el 9% son repetidos en bloque o tdndem, a partir de los
cuales podemos identificar tres categorias: DNA satélite, minisatélites y microsatélites (Fig. 2).
Lo importante de dichos repetidos es que en ellos se encuentra la mayor parte de la
variabilidad humana; se sabe que todos los humanos compartimos alrededor del 99% de la
informacion genética, mientras que el 1% restante es distinto entre cada individuo (excepto
gemelos monocigoéticos), lo que permite individualizar e identificar a las personas si se analizan
esas variantes o polimorfismos del genoma (Goodwin et a/, 2011; Thompson y Black, 2007).

La identificacién humana mediante polimorfismos del DNA comenzd en 1984 cuando Alec
Jeffreys descubri6 los minisatélites; regiones del DNA que se repetian consecutivamente una'y
otra vez. También descubrié que el nimero de repetidos que tenian las personas podia ser



diferente entre ellas, lo que le permitio realizar las primeras pruebas de identificacion humana
(Jobling y Gill, 2004).

Los minisatélites tienen una longitud de 104 a 134 repetidos (Goodwin et al/, 2011),
convirtiéndolos en fragmentos largos y hasta cierto punto dificiles de obtener si se cuenta con
material bioldégico degradado o en pequeias cantidades; es por ello que la identificacion
humana a partir del estudio de los microsatélites (los cuales constan de unidades de repeticion
de 2 a 6 pb) se ha convertido en la mayor herramienta de identificacion humana en los ultimos
ahos (von Wurmb-Schwark et a/, 2009). Los microsatélites mayormente utilizados son los
repetidos cortos en tandem o STR (por sus siglas en inglés); se trata de repetidos mas pequefios
que los minisatélites y son los /oc/mas polimérficos del genoma humano (Willems et a/, 2014,
Butler, 2005).

Los polimorfismos de un solo nucle6étido o SNPs (por sus siglas en inglés) se tratan del
polimorfismo mas sencillo que existe, el cual consiste en la diferencia de la secuencia de DNA
en una sola base. Estos cambios en la secuencia se deben a errores que ocurren en la
replicaciéon del DNA (Goodwin et al/, 2011). Los SNPs son abundantes en todo el genoma
humano y se han utilizado para estudios de vinculacién de enfermedades, asi como para
identificacion humana (Butler, 2009). Los polimorfismos de un solo nucledtido, ademas de
encontrarse presentes en el DNA nuclear también lo hacen en el DNA mitocondrial, situacion
que permite estudios de identificacion humana, asi como estudios de ancestria.

DNA mitocondrial

El DNA mitocondrial (mtDNA) es un tipo de DNA eucarionte, que como su nombre lo indica,
corresponde al genoma particular de los organelos denominados mitocondrias. Es una
molécula circular de 16,569 pb que codifica 37 genes: 22 tRNAs, 13 proteinas y 2 rRNAs (12S 'y
16S). En su mayoria se trata de DNA codificante, sin embargo, existe una region no codificante
de 1,122 pb conocida como D-loop, region hipervariable o region control, en la cual se
encuentra el sitio de inicio de la transcripcion y que acumula un gran nimero de mutaciones
tipo SNP caracteristicas de este tipo de DNA (Fig. 2) (Butler, 2011).

El nUmero de copias de mtDNA que puede tener una mitocondria varia de 1 a 15, teniendo en
promedio de 4 a 5; debido a que una célula contiene cientos de mitocondrias, por célula se
tienen de cientos a miles de copias de mtDNA (de acuerdo al tipo de célula que se trate) y, en
promedio se estiman 500 copias de mtDNA por célula (Butler, 2011). De esta manera, se tiene
que el genoma mitocondrial comprende alrededor del 0.25% del total de DNA en una célula,
pero Unicamente el 0.00006% del total de la informacién genética humana (Stoneking, 1994).
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Fig. 2. DNA mitocondial. Se muestra la estructura circular del genoma mitocondrial, asi como la posicion de la regién control.
Tomada de Rangel, 2019.

Una de las caracteristicas de mayor relevancia del mtDNA es que no lleva a cabo recombinacion
genética de una generacién a otra, como sucede con el DNA nuclear, sino que se hereda en
bloque Unicamente en via materna. Al momento de la fecundacion, Unicamente ingresa al
ovulo la cabeza del espermatozoide (que contiene el nucleo celular), dejando fuera la parte
intermedia y con ello las mitocondrias. De esta manera, el material genético resultado de la
fecundacion consiste en dos copias de DNA nuclear (materno y paterno), asi como una copia
de mtDNA (materno).

Sin embargo, en algunas ocasiones al momento de la fertilizacion, alcanza a ingresar al 6vulo
una fraccién muy pequefia de la parte intermedia de los espermatozoides, por lo que se activan
mecanismos selectivos de eliminacion de las mitocondrias paternas después de su entrada al
ovulo (Chinnery y Hudson, 2013). Ejemplo de ello es mediante la enzima CPS-6 (endonucleasa
G). Posterior a la fertilizacion, las mitocondrias paternas sufren despolarizacién y sus
membranas internas pierden su integridad generando una marca autofagica; ademas de que
el rompimiento de la membrana interna permite la entrada de la CPS-6 a la matriz de las
mitocondrias paternas para degradar su DNA, de esta manera se preserva Unicamente el
mtDNA materno (Zhou, 2016).

Otro mecanismo que permite la eliminacion del mtDNA paterno es mediante marcas de
ubiquitinacion. Las marcas de ubiquitinacion en las mitocondrias de los espermatozoides se
adquieren durante la diferenciacion de las espermatidas en los testiculos y se enmascaran
mientras el espermatozoide se encuentra en el epididimo. Posterior a la fertilizacién, el



espermatozoide se encuentra expuesto a péptidos como el glutation y sinergistas del mismo
que se encuentran presentes en el ovocito, dichos péptidos favorecen la exposicion de la marca
de ubiquitinacién que contiene el espermatozoide. Posterior a la exposicion de la marca, las
mitocondrias del espermatozoide son detectadas y eliminadas del ovocito (Sutovsky, 2003).

El mtDNA paterno que ingresa al évulo también se puede eliminar por efecto de dilucién; los
espermatozoides Unicamente contienen 100 copias de mtDNA, comparado con las 100, 000
copias de un o6vulo no fertilizado que, sumado al efecto de cuello de botella (pérdida de
variabilidad en aquellas mutaciones que se encuentran en menores cantidades dentro del
genoma) al cual se encuentra sometido el mtDNA, es que se favorece la herencia del mtDNA
materno sobre el paterno. Los mecanismos por los cuales ocurren los cuellos de botella se
deben a una segregacién desigual ya sea de los nucledtidos del mtDNA durante la division
celular o bien de todo genoma mitocondrial, asi como a la replicacion selectiva de una
subpoblacion especifica de mtDNA (Chinnery y Hudson, 2013).

Lo anterior justifica que el genoma mitocondrial de un individuo es heredado en su totalidad
via materna. Sin embargo, un estudio realizado en tres familias no relacionadas entre si,
demostré que existe herencia biparental de mtDNA entre algunos de sus individuos. Una de
las particularidades que presentan los genotipos de mtDNA con herencia biparental es una
alta tasa de heteroplasmias y haplogrupos miscelaneos. Aunque en dicho estudio se demuestra
la herencia biparental en el mtDNA, la herencia paterna consiste en el 40% o menos del total
del mtDNA y no se observa en todos los casos (Luo et a/, 2018).

Lo anterior genera duda sobre los mecanismos de herencia del mtDNA, si bien es cierto que
aun se desconocen las razones por las cuales puede existir herencia biparental, una posible
explicacion es que sea debida a mutaciones en las endonucleasas G (CPS-6) que se encargan
de eliminar el mtDNA paterno que ingresa a la matriz del évulo posterior a la fertilizacion. A
pesar de tal hallazgo en la herencia del mtDNA, es claro ver que la herencia materna continda
siendo dominante en la escala evolutiva y en determinadas ocasiones han existido eventos de
herencia paterna que parecen no tener efectos detectables en el registro genético humano
(Luo et al, 2018).

Utilidad del mtDNA en casos de identificacion

La identificacion humana con sistemas de DNA nuclear (STR) en determinadas ocasiones no
aporta los resultados esperados, o sencillamente no genera resultado alguno, debido al alto
grado de degradacion del DNA, debido a minimas cantidades o porque se trata de DNA
antiguo. Sin embargo, en esas muestras la recuperacién de DNA no se encuentra totalmente
perdida ya que, aunque la recuperacion de DNA nuclear haya fallado, ain es posible la
obtenciéon de mtDNA. En escenarios de desastres masivos que involucren terremotos,
incendios, derrumbes, etc. que hayan dejado un gran numero de victimas y cuerpos reducidos
a escombros o cenizas, es donde el mtDNA resulta Util. Si bien es cierto que el poder de
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significancia en un match es mucho menor comparado con el DNA nuclear, en cualquier
escenario puede resultar lo suficientemente informativo para la identificacion de una persona.

En la Fig. 3 se ejemplifica la herencia del mtDNA de 18 personas, de las cuales ocho de ellas
presentan el mismo haplotipo; si bien es cierto que esto no permite individualizar una persona
porque su genoma mitocondrial se comparte con todo su linaje materno, si permite la inclusion
o exclusion de parentescos bioldgicos debido a la diferenciacion de sus haplotipos debido a la
presencia o ausencia de mutaciones particulares de cada uno de ellos (Butler, 2011).

1[ A @2

3 4 5 6 7 8
B @ D B E B
9 10 11 12 13 14
Grupos de Haplotipos
P 1 16 17 18

5
B 2,3.6,811,1315.16 @ e G G
C: 4,910

D:5

E7

F12
G: 14,1718

Fig. 3. Herencia materna. Se muestra la herencia materna en un arbol genealégico de 18 individuos. Cada haplotipo
mitocondrial se ejemplifica con una letra y color en distinto; los individuos en circulo ejemplifican mujeres y los cuadrados
hombres. Tomado y modificado de Butler, 2011.

Polimorfismos del mtDNA

El mtDNA tiene una tasa de mutacién de 5 a 10 veces mas alta que el DNA nuclear (Butler,
2011). Se estima que es de 0.017 x 10 sustituciones por sitio/afio para el genoma mitocondrial
en general, sin considerar a la regién control (Ingman et a/, 2000). Esa gran tasa de mutacion
se debe a la exposicion del mtDNA ante especies reactivas de oxigeno producto de la
fosforilacién oxidativa. El sistema respiratorio mitocondrial es la principal fuente intracelular de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los radicales libres, que se generan como
subproductos durante la transferencia de electrones de NADH o FADH2 al oxigeno molecular
en condiciones fisiologicas normales (Wei, 1998). Lo anterior genera que las mutaciones se

11



acumulen rapidamente pasando de una generacion a otra. Se estima que dichas mutaciones
se transmiten una vez en cada 30 eventos, siendo la mayoria de las veces mutaciones en el
cambio de un nucleétido (Goodwin et a/, 2011).

Dentro de la regidn control existen bloques de DNA altamente conservados y dos bloques
altamente polimérficos a los que se les conoce como regiones hipervariables 1y 2. En ellas se
encuentran los niveles mas altos de variacion del mtDNA humano (Goodwin et af, 2011;
Thompson y Black, 2007); se estima que la tasa de mutacion para dichas regiones es del 0.075-
0.165 x 107 sustituciones por sitio/afio (Pakendorf y Stoneking 2005).

Cada célula contiene miles de moléculas de mtDNA y en la mayoria sus secuencias son
idénticas, a esto se le conoce como homoplasmia. Sin embargo, se generan mutaciones
frecuentes por la continua exposicion del mtDNA a un ambiente oxidativo, ineficiente
reparacion del mtDNA y una constante replicacién sumado a la naturaleza poliploide del
mtDNA; dichas mutaciones pueden coexistir con el genotipo original en diferentes
proporciones, a lo que se le conoce como heteroplasmia (Chinnery y Hudson, 2013). Un
estudio estimo que el 14% de la poblacion presenta un segundo tipo de mtDNA que constituye
al menos el 1% de su genoma mitocondrial (Tully et a/, 2000).

A la suma de los polimorfismos de mtDNA que tiene un individuo, se le conoce como
haplotipo. La herencia jerarquica sin recombinacién de cada haplotipo, se le conoce como
haplogrupo. Debido a que la herencia es uniparental y no existe recombinacion genética, los
haplogrupos de mtDNA son susceptibles a sufrir deriva génica, y con ello la eliminacién o
disminucién de la variabilidad genética, situacién que ha generado patrones de diferenciacion
en distintas areas geograficas, especialmente a escala continental (Royrvik et a/, 2016). La
caracterizacion del mtDNA en primer lugar conlleva la obtencidn de la secuencia nucleotidica,
se recomienda que sea tanto la secuencia sentido como la anti-sentido (forward y reverse),
para poder comparar entre ambas y corroborar los resultados. Posteriormente es necesaria la
comparacién de dicha secuencia con una secuencia de referencia.

La primera vez que se secuencio el genoma mitocondrial humano fue en 1981, en el laboratorio
de Frederick Sanger en Cambridge, Inglaterra (Anderson et a/, 1981). A dicha secuencia se le
nombré Secuencia de Referencia de Cambridge (CRS por sus siglas en inglés). Poco tiempo
después fue sometida a una revision para confirmar los resultados de la secuencia y poder
utilizarla como la secuencia de referencia universal. En esa revision se corrigieron 11 errores en
la secuencia, aunque ninguno de ellos se encontraba en la region control y, a partir de dicha
revision se le nombré como Secuencia de Referencia de Cambridge Revisada (rCRS por sus
siglas en inglés) (Andrews et al, 1999). Es importante destacar que la rCRS no es una secuencia
consenso del mtDNA, sino que se trata de una secuencia de Haplotipo Europeo (haplogrupo
H2a2) que se utiliza como estandar para el reporte de los polimorfismos del mtDNA desde
hace mas de 30 afios (Bandelt et a/, 2013).
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Para determinar las mutaciones que tiene la secuencia a caracterizar, se debe alinear con la
sCRS y aquellas posiciones en las que el nucledtido sea diferente respecto a la referencia, son
consideradas mutaciones. Existen diferentes guias para tipificar las mutaciones del mtDNA, una
de ellas es la de la Comisién de DNA de la Sociedad Internacional de Genética Forense (Parson
et al, 2014) y la del Grupo Europeo de Perfilacion de DNA (EDNAP por sus siglas en inglés)
(Tully et a/, 2001). El presente trabajo utilizara las recomendaciones de la segunda guia para la
interpretacion de las secuencias de mtDNA que se analicen.

Una vez que se tienen descritas todas las mutaciones de la secuencia en cuestion (haplotipo),
es posible determinar el haplogrupo al cual pertenece. La caracterizacion de los haplogrupos
de mtDNA se basa en la presencia de ciertas mutaciones que en conjunto se denominan
“Marcadores de Haplogrupo”. Las secuencias que presenten cierto conjunto de mutaciones
perteneceran a un determinado haplogrupo. Sin embargo, esto no significa que sean las Unicas
mutaciones que presente la secuencia, sino que adicional a ellas su haplotipo puede estar
compuesto por otras mutaciones. Los marcadores de cada haplogrupo pueden ser consultados
en la Base de Datos del Genoma Mitocondrial Humano MITOMAP (Lott, 2019).

Origen y ancestria humana

Conocer nuestro origen evolutivo y ancestros es un tema al cual se le ha buscado dar respuesta
mediante distintos estudios, de caracter paleontologico, antropoldgico, arqueoldgicos y
recientemente molecular. Estudios antropoldgicos y arqueolégicos sitian a los yacimientos
mas antiguos de los humanos al este de Africa. A partir del estudio de las mutaciones que se
encuentran en la region control del mtDNA surge la hipdtesis denominada “Eva mitocondrial”
(Cann et al, 1987), en la cual se propone que todas las mitocondrias humanas provienen de
un mismo ancestro en comun que vivié aproximadamente hace 200,000 afios en Africa y que
posteriormente migrd hacia el resto del mundo (Stoneking, 1994).

Lo anterior no significa que Unicamente existid una mujer en el inicio de los tiempos, y que a
partir de su mtDNA deriva toda la descendencia humana actual, sino que fue sélo la
descendencia de una mujer la que sobrevivio a lo largo de las generaciones hasta la actualidad.
En contraparte, el resto de los genomas de mtDNA proveniente de otras mujeres sufrid
procesos de extincion aleatorios (Fig. 4).

13



Eva
[ ] ~
mitocondrial ~197,900 afios
" a.C.

mie
=i o
mie
mile
=i o
miie
= ¢

=» e
mile

=» o

mie
=»e
mile — =pe
mie
mie
i
miie
e
mile
=
mil)e
-

=ine
il e
mil e
mil e
=i o
L[]
=»e
i e
i) e
=»e
mile
=»e
e

= e
=i

=» e
mile
mil e
=»e
mie
= e
e
mii)e

' * * '* Actualidad

Fig. 4. Eva mitocondrial. Se ejemplifica la herencia mitocondrial; cada genotipo de mtDNA se muestra en un color distinto. Se
observa como es que todos los genomas mitocondriales actuales provienen de uno denominado Eva mitocondrial.

Gracias al estudio y caracterizacion de los haplotipos de mtDNA en distintas poblaciones del
mundo, se han clasificado haplogrupos que representan genomas que comparten mutaciones
en comun y que ademas muestran especificidad regional. En la Fig. 5 “A” se muestra la filogenia
de los haplogrupos de mtDNA hasta ahora descritos; en "B" se representan las areas
geograficas donde se encuentran mayormente representados los haplogrupos. Se observa que
los haplogrupos L (LO, L1, L2, L3, L4, L5 y L6) se encuentran restringidos a Africa. Por su parte,
el macrohaplogrupo L3 se expandié desde Africa hacia Europa y Asia mediante los
macrohaplogrupos M y N. Los haplogrupos H, |, J, N1b, T, U, V, W y X son caracteristicos de
Europa. En Asia los haplogrupos pertenecientes a los macrohaplogrupos M y N se encuentran
representados, con una ligera mayoria de A, B, Cy D; los haplogrupos G, Y y Z se encuentran
predominantemente en Asia central y Siberia. En el continente americano, la variacion se
encuentra en los haplogrupos A, B, C, D y X (Pakendorf y Stoneking, 2005; Mishmar et a/, 2003;
Reidla et a/, 2003).
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Fig. 5. Filogenia de haplogrupos mitocondriales humanos y su geografia aproximada. (A) Haplogrupos y filogenia para
grupos de DNA mitocondrial humano (mtDNA); MRCA, antepasado comuin mas reciente. (B) Haplogrupos tipicos en poblaciones
humanas precoloniales por geografia aproximada. Basado en datos de MitoMAP (Lott et a/, 2019) y referencias en ellos. Tomado
de Royrvik et al, 2016.
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Poblamiento de América

Como anteriormente se menciond, el origen del hombre moderno (el género Homo) sucediod
en Africa, en donde evolucioné hace 150,000 afios y comenzo a migrar al resto del mundo
hace 100,000 afos, principalmente hacia Europa y Asia (Templeton, 2006). Debido al
aislamiento geografico que guarda el continente americano respecto a Europa, Asia y Africa,
América fue el dUltimo continente en ser poblado por el hombre moderno. El entendimiento de
como sucedid tal situacién, ha generado décadas de investigacion paleontologica,
arqueolodgica, genética, paleo ecoldgica y cultural, las cuales han permitido vislumbrar el
modelo que explique la colonizacidon de América (Potter et a/, 2018).

Durante el Pleistoceno, el extremo norte de Eurasia se encontraba unido con América territorio
al que se le denominaba Beringia o Estrecho de Bering, que en la actualidad se encuentra
sumergido bajo el mar. La teoria mayormente aceptada es que los primeros pobladores de
América migraron a lo que hoy en dia es Alaska a través del estrecho de Bering (Hace ~14,900
afnos) y posteriormente se fueron desplazando hacia el sur del continente hasta colonizarlo en
su totalidad (Potter et a/, 2017).

Existen distintas teorias acerca de las rutas que siguieron para llegar al continente americano,
una de ellas es la “Costa Norte del Pacifico” (NPC), la cual supone que las rutas de colonizacion
sucedieron desde el sur y/o centro del Estrecho de Bering, mientras que la teoria del “Corredor
libre de hielo” (IFC) plantea la posibilidad de multiples rutas que ingresan al norte del
continente por el oeste del Rio Mackenzie entre las secciones del norte de Laurentida y la
Cordillera de Hielo, o a través de las areas de Liard y Peace River (Fig. 6) (Potter et al, 2017;
Potter et a/, 2018).
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Fig. 6. Rutas de poblamiento del continente americano. Se ejemplifican las rutas de migracion que siguieron los primeros
pobladores del continente americano, a través del estrecho de Bering mediante las rutas propuestas: IFC, “Corredor Libre de
Hielo” (Lineas rojas) y NPC “Costa Norte del Pacifico” (Lineas azules) hace aproximadamente 15,000 afios. Tomada y modificada
del portal https://www.thinglink.com/scene/846051939102752768.
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Evidencias del mtDNA

Distintos analisis con secuenciacion de genomas completos y regiones hipervariables del
mtDNA indican que los ancestros de nativos americanos descienden de poblaciones de Siberia
de hace 24,900 - 18,400 afios de antigiiedad, los cuales se diversificaron hace 16,000 - 13,000
ahos (Llamas et a/, 2016; Raghavan et a/, 2015). A pesar de que en Siberia existe una gran
variabilidad de mtDNA, en el continente americano se perdi¢ la gran mayoria de esa diversidad
genética "original” debido al efecto fundador al que se vio sometida la poblacion humana
(Comas, 2014); es decir, la poblacion del continente americano derivé a partir de un niumero
pequeio de individuos provenientes de una gran poblacién ancestral. El tamafio de la
poblacion de América fue muy pequefio por algunas generaciones, seguido de su posterior
crecimiento, fendmeno conocido como cuello de botella (Templeton, 2006), en donde sumado
a las constantes migraciones, se fueron generando gradientes genéticos de diversidad
denominadas clinas genéticas. A medida que los individuos descendientes de una poblacién
avanzan y se desplazan a lo largo de las generaciones, se van diferenciando genéticamente de
manera gradual, por el efecto de la deriva genética de la poblacion actual; esto significa que
se pueden encontrar cambios graduales en las frecuencias de las variantes genéticas de las
poblaciones (Comas, 2014).

Un estudio con haplogrupos de mtDNA demuestra que existe una gran cantidad de variacion
en la distribucién de frecuencias de haplogrupos entre regiones geogréaficas de América, lo
que sugiere que los primeros colonizadores se diseminaron por todo el continente en
pequefas bandas que se vieron fuertemente afectadas por la deriva genética. Sin embargo, el
hecho de que el 40% de los haplotipos compartidos entre los nativos americanos de América
del Norte son compartidos entre individuos geograficamente distantes sugiere que los
primeros habitantes de esta region experimentaron cantidades sustanciales de flujo genético
(Malhi et al, 2002).

Por los procesos de deriva génica anteriormente mencionados, en poblaciones nativas de
América, se encuentran representados Unicamente 5 haplogrupos de mtDNA que representan
el 100% de la variabilidad de mtDNA. Los haplogrupos A, C y D (que representan el 58%),
provienen de poblaciones del norte de Siberia, que llegaron a América a través del estrecho
de Bering. El haplogrupo B debidé haber llegado después ya que no se encuentra en
poblaciones de Siberia; se encuentra representado en la costa Asiatica del Pacifico, por lo que
debid haber llegado a América por la ruta de la Costa Norte del Pacifico. Por su parte el
haplogrupo X se encuentra concentrado en la parte central de América del Norte y es distante
con el haplogrupo X que se encuentra en Europa; nuevamente, la posible ruta de llegada de
éste haplogrupo al continente americano fue por la ruta del Norte (Mishmar et a/, 2003).
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Diversidad de mtDNA en México

Las frecuencias observadas de los haplogrupos de mtDNA en México son: 89-97% de linajes
de origen nativo americano, 2-5% con ancestria europea y 1-4% con ancestria africana (Green
et al, 2000 y Gonzalez-Sobrino et al, 2016). La mayoria de los haplotipos europeos que se
encuentran en México pertenecen a los haplogrupos H, |, J, K, T, U, V, W y X; finalmente, los
haplotipos africanos que se encuentran en México pertenecen principalmente al haplogrupo
L3 (Green et al, 2000).

Las frecuencias de los haplogrupos amerindios en poblacion mexicana varian de acuerdo a la
region geografica, asi como a las comunidades analizadas. En la Tabla 1 se muestran las
frecuencias de los haplogrupos nativo americanos reportadas en los trabajos:

Green et al, (2000). Estudio con 223 muestras de poblaciones de Juarez y Ojinaga, Chihuahua
del norte del pais.

Pefaloza et al, (2007). Estudio con 513 muestras de individuos pertenecientes a 14 poblaciones
indigenas (Mixteca-Alta, Mixteca-Baja, Otomi, Purépecha, Tzeltal, Tarahumara, Huichol, Nahua-
Atocpan, Nahua-Xochimilco, Nahua-Zitlala, Nahua-Chilacachapa, Nahua-Ixhuatlancillo,
Nahua-Necoxtla y Nahua-Coyolillo) distribuidas en principalmente en la zona centro y sur del
pais.

Sandoval et al, (2009). Estudio con 477 muestras de 11 poblaciones indigenas (Triqui,
Tarahumara, Purépecha, Otomi, Mixteca, Nahua Xochimilco, Nahua Zitlatla, Nahua Necoxtla,
Maya y Pima.)

Guardado et al, (2009). Estudio con 270 individuos de poblaciéon de 18 estados (Ciudad de
México, Veracruz, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas,
Durango, Sinaloa, Estado de Meéxico, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Morelos, Querétaro vy
Guanajuato) del pais.

Gorostiza et al, (2012). Estudio con 605 individuos provenientes de 8 grupos indigenas de
Mesoameérica (Pima, Mayo, Huichol, Nahua, Otomi Valle, Otomi Sierra, Tepehua, Maya), en su
mayoria pertenecientes al territorio mexicano.

Martinez et al, (2013). Estudio con 742 individuos de poblacion mestiza de 10 estados del pais:
Chihuahua, Sinaloa, Durango, Aguascalientes, Jalisco, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y
Yucatan.

Gonzalez-Martin et al, (2015). Estudio con 520 individuos pertenecientes a 8 grupos indigenas
(Yucatan Maya, Quintana Roo Maya, Campeche Maya, Tojolabal, Tzotzil, Mazateco, Purepecha
y Huichol).

Gonzalez-Sobrino et al, (2016). Estudio con 3,036 individuos pertenecientes a 10 estados de
México (Sonora, Durango, Zacatecas, Guanajuato, Tamaulipas, Veracruz, Guerrero, Oaxaca,
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Campeche y Yucatan) y 9 grupos indigenas (Tarahumara, Cora, Huichol, Southern Tepehuan,
Otomi, Mixe, Mixteco, Zapoteco y Maya).

Gonzalez-Oliver et al, (2017). Estudio con 250 individuos de dos grupos indigenas del Estado
de Méxcio, 149 de ellos Mazahua y 101 Otomies.

Tabla 1. Frecuencia de haplogrupos nativo americanos en poblacién mexicana. Se muestra la frecuencia (%) de haplogrupos
nativo americanos, europeos y africanos reportados en distintos trabajos para distintas poblaciones de México. (*) = Se muestran

las frecuencias reportadas para poblacién Mazahua y Otomi respectivamente separadas por una diagonal. (-) = Ausencia de datos.
Haplogrupo nativo americano Haplogrupos Haplogrupos
Trabajo reportado A B C D Europeos Africanos
Green et al, (2000) 33.6 26.5 23.3 5.8 5.4 4.5
Pefaloza et a/, (2007) 50.7 28.8 11.7 74 0.8 0.6
Sandoval et a/, (2009) 50.5 17.6 28.5 3.1 0.2 -
Guardado et al, (2009) 51.1 17.8 18.5 5.9 5.9 0.8
Gorostiza et al, (2012) 499 20.8 20.1 8.2 0.8 -
Martinez et al, (2013) 47.0 23.7 15.9 6.2 53 1.9
Gonzéalez-Martin et al, (2015) 494 24.4 19.4 6.7 - -
Gonzalez-Sobrino (2016) 49.8 24.3 15.4 74 1.8 1.2
*Gonzalez-Oliver et al, 31.5/57.4 35.0/20.8 13.4/14.8 20.1/7.0 -/- -/-

(2017)

El haplogrupo A es el mas frecuente en poblacién mexicana (31.5-57.4%). En segundo lugar,
se encuentra el haplogrupo B (17.6-35%), destacando una mayor frecuencia en el norte y
poblaciones indigenas del centro del pais. El haplogrupo C tiene una frecuencia similar (11.7-
28.5%), siendo mayor en poblaciones indigenas y poblacion del norte del pais. Finalmente, el
haplogrupo D es el de menor frecuencia en México (3.1-20.1%). La frecuencia de los
haplogrupos europeos, es menor al 1% en poblaciones indigenas, mientras que en poblaciones
mestizas va de 1.8-5.9%; en cuanto a los haplogrupos africanos, aunque su frecuencia es baja
México, es mayor en poblaciones mestizas (0.8-4.5%) respecto a lo reportado en poblaciones
indigenas que va de 0 a 0.6% (Tabla 1).

Evolucion molecular

La evolucion molecular permite elucidar los procesos que generan cambios y adaptaciones
constantes en las secuencias de DNA, RNA o las proteinas a lo largo del tiempo. El estudio de
la adaptacion molecular se ha realizado a partir del estudio de la distribucion de polimorfismos
en secuencias de DNA y mediante la determinacion de sustituciones sinénimas y no sinénimas
en secuencias codificantes de DNA, utilizando el codéon como unidad minima evolutiva
(Eguiarte et al, 2007). Ambas aproximaciones utilizan las predicciones de la teoria neutral, es
por ello que es necesario conocer las bases de dicha teoria para el entendimiento de la
evolucion molecular.

La “Teoria neutral” propuesta por Motoo Kimura en 1968, pasa de una interpretacion
seleccionista de la evolucion, a una en donde la mayor parte del cambio no es adaptativo.
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Supone que la probabilidad de remplazo de un nucleétido por otro en una secuencia, solo
dependera de su tasa de mutacion (Perfectti et a/, 2009). De esta manera, propone que la
mayoria de las mutaciones que surgen tienen una minima o nula ventaja adaptativa, lo que las
convierte en mutaciones “selectivamente neutrales”. Bajo este supuesto, la seleccion natural
seria una fuerza evolutiva que no actua en la fijacién o pérdida de dichas mutaciones, y se
considera a la deriva génica como la principal fuerza evolutiva que lleva a cabo dicha tarea. El
modelo de la teoria neutral permite la prediccion de la cantidad de polimorfismos dentro de
una poblacién de una especie y el grado o la tasa de divergencia entre secuencias
muestreadas de especies diferentes (Hamilton, 2009).

Para la caracterizacion los de polimorfismos en la secuencia del DNA en una especie se utilizan
los parametros 6 y

Numero de sitos segregantes (S). Un sito segregante es cualquier /ocus del DNA que tiene
dos o mas nucledtidos presentes dentro de la poblacion; la suma total de los sitios segregantes
se le denomina S. Teta (8) es un valor calculado a partir de la expresion @ = 4N pu (Kimura,
1968), en donde N es el tamafo efectivo poblacional y p es la tasa de mutacion). Debido a que
dichos factores son dificiles de determinar de manera exacta, 8 también puede determinarse
de manera indirecta bajo modelos de neutralidad utilizando el total de sitios segregantes en

un grupo de secuencias a partir de la siguiente formula: 0,, = g (Watterson, 1975) (donde K es
igual al nUmero de sitios segregantes en una muestra de secuencias (S) y a = % + % + o+ ﬁ

(n=numero de secuencias en la muestra) (Eguiarte et al, 2007).

Diversidad nucleotidica (rt = pi). Es el nimero de nucledtidos diferentes por sitio entre dos
secuencias tomadas al azar, es decir, la proporcion de diferencias nucleotidicas entre todos los
pares de secuencias valoradas con la frecuencia de las secuencias (Eguiarte et a/, 2007).

El valor de mt es sensible a la frecuencia de los alelos o polimorfismos de cada secuencia en una
muestra e independiente del tamafio de la muestra, mientras que 8 si depende del tamafo
muestral y de los alelos o polimorfismos poco frecuentes (Hamilton, 2009). La relacion que
existe entre estos dos estimadores permite determinar si las secuencias se encuentran bajo el
modelo neutral o se desvian de él (Eguiarte et a/, 2007).

Para determinar si la frecuencia de los polimorfismos encontrados en un grupo de secuencias
se explica mediante la teoria neutral, se utiliza el estadistico D. Fumio Tajima desarroll6 un test
basado en las diferencias de n (proporcién de diferencias nucleotidicas entre las secuencias

comparadas por pares) y 0 (total de sitios polimérficos en el grupo de secuencias) (Perfectti et
-0

JVa-0)
la varianza muestral de la diferencia entre my 8 que Tajima obtuvo bajo el modelo de sitios
infinitos (Templeton, 2006). Si m y 8 son iguales, D sera igual a cero, indicando que los
polimorfismos observados se encuentran bajo equilibrio neutral. Si ® es mayor a i, D sera
negativa, lo que indica mutaciones deletéreas y si mes mayor a 6, D sera positiva, sinbnimo de

al, 2009); el cual se basa en la siguiente féormula: D = en donde V es una estimacion de
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que algunos polimorfismos se encuentran bajo seleccién positiva incrementando sus
frecuencias (Equiarte et a/, 2007).

Cuando no existe recombinacién en las secuencias (tal es el caso del mtDNA) un polimorfismo
nuevo, genera la fijacion del mismo y de todos los otros sitios; a esto se le llama barrido
selectivo. Posterior a ese barrido selectivo, cada nueva mutacion crea un sitio de segregacion
bajo el modelo de sitios infinitos e inicialmente esas mutaciones seran raras y contribuiran
poco a la heterocigosidad media; una D negativa de un 7est de Tajima estaria describiendo
dicha situacion. Por el contrario, si la seleccién natural se encuentra favoreciendo a
determinados polimorfismos, existiran haplotipos con mutaciones de frecuencias intermedias
mas alla de las expectativas neutrales, los cuales contribuiran a la heterocigosidad media pero
no significaran nuevos sitios de segregacion por lo que el resultado de un 7est de Tajima sera
positivo (Equiarte et a/, 2007; Templeton, 2006). Es importante destacar que el valor D de
Tajima es sensible a cambios en el tamafio de las poblaciones a lo largo del tiempo, a la
estructura poblacional y a la seleccion natural (Hamilton, 2009).

Otro parametro que se utiliza para determinar variabilidad genética en estudios poblacionales
es la diversidad haplotipica (Hd). La diversidad haplotipica es la probabilidad de que dos
haplotipos tomados al azar en una poblacion sean diferentes, mide la singularidad de un
haplotipo determinado en una poblacion dada en relacion con el tamafio muestral y esta dada
por la formula: Hd = 1 — Y1, p? (donde H es el nimero de haplotipos y pies la frecuencia del
haplotipo) (Depaulis, 1998).

Estimacion de flujo génico en una poblacion

Todos los mecanismos que generen movimiento de genes de una poblacion a otra es a lo que
se le denomina flujo génico; el cual se presenta en mayor o menor grado debido al movimiento
de los individuos o los gametos entre las poblaciones, eventos de extincion, colonizacion o
recolonizacion de las poblaciones. El estudio del flujo génico permite conocer la estructura de
las poblaciones para asi determinar si poblaciones que se encuentran fragmentadas se
comportan como metapoblaciones. Para mediar las tasas de flujo génico entre las poblaciones
se utilizan métodos que se basan en datos moleculares, los cuales observan la distribucion
espacial de alelos o polimorfismos en las poblaciones, para después hacer inferencias de los
niveles o patrones de flujo génico entre las poblaciones (Eguiarte et a/, 2007).

Un modelo utilizado para estimar el flujo génico es el modelo de islas infinitas, el cual considera
subpoblaciones de igual tamafo que intercambian migrantes en una tasa constante. Debido a
que las subpoblaciones son iguales, el modelo puede ser caracterizado con el tamafio
poblacional (N) y la tasa de migracion (m). Con la finalidad de dividir el coeficiente de
endogamia en una poblacion subdividida, en 1951 Wright introdujo un coeficiente de
correlacion entre la endogamia y la subdivision entre las poblaciones (Fst). El Fst mide la
variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, es decir, la diferenciacidén genética entre
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ellas; el cual esta dado por la formula Fy; = donde H; es la heterocigocidad esperada y Hs

t
es la frecuencia observada de los heterocigotos en el total de la poblacion (Equiarte et a/, 2007;

Templeton, 2006).

El estadistico Fst proporciona un estimado del balance de variabilidad genética en una
poblacién y entre poblaciones; es un estimador imparcial de la divergencia genética entre pares
de poblaciones bajo un modelo de isla en el que todas las poblaciones divergieron al mismo
tiempo y estan unidas por similares tasas de migracion. Dicho coeficiente tiene un rango de 0
a 1, donde 0 significa que comparten la informacion genética y 1 que no comparten la
informacion genética (Templeton, 2006). Cuando la diferencia en las Fst es significativa, se dice
que existe estructura entre las poblaciones analizadas, es decir, no existe flujo genético entre
ellas, situacion que genera poblaciones diferenciadas genéticamente.

La tasa de fijacién de un alelo en una determinada poblacién es inversamente proporcional al
tamafo efectivo de la poblacion (N), esta tasa puede ser contrarrestada por el flujo génico de
otras poblaciones con una tasa m. A partir del valor de Fst se puede hacer una estimacion
indirecta de la tasa de migraciéon (Nm) (flujo génico) necesaria para contrarrestar la

diferenciacion genética debida a la deriva génica mediante la ecuacion Fy = (para el

1
2Nm+1
caso de genomas diploides), despejando la ecuacion se tiene que Nm = %(i —1). Si el valor
de Nm es mucho mayor que 1, significa que el flujo génico sobrepasa los efectos de la deriva
genética, mientras que, si es menor de 1, la deriva actia de forma independiente en la
poblacion (Eguiarte et a/, 2007; Slatkin, 1994).

Otro modelo para determinar si existe flujo génico dentro de una poblacion es el de
aislamiento por distancia, el cual busca determinar el grado de diferenciacion genética entre
dos poblaciones situadas en diferentes puntos geograficos. Para ello se utilizan las distancias
genéticas entre las poblaciones (diferenciacion genética entre las poblaciones). Uno de los
modelos para medir la distancia genética entre las poblaciones mayormente utilizadas es el de
Fst pareadas (calculo de la Fst aplicado Unicamente a dos poblaciones; en donde la poblacién
total que ahora se usa para calcular H; se refiere sélo a las dos poblaciones de comparadas). A
partir del calculo de las Fst pareadas, se obtiene una matriz de distancias genéticas, la cual
debe ser correlacionada con una matriz de distancias genéticas entre los mismos pares de
poblaciones (Templeton, 2006). Para determinar si existe una relacién lineal significativa entre
el flujo génico y la distancia geografica entre las poblaciones, se utiliza la prueba de Mantel
(Eguiarte et al, 2007).

Relaciones filogenéticas en el mtDNA

El mtDNA se ha convertido en una herramienta importante en el estudio de la historia y
estructura poblacional humana, sin embargo, su interpretacion en la mayoria de los casos
resulta compleja (Bandelt et a/, 1995) La regidn control presenta una gran variabilidad debida
a la alta tasa de mutacion del genoma mitocondrial, aunado a que se trata de una region no
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codificante del genoma que permite la acumulacién de un gran nimero de mutaciones. A
pesar de que cualquier posicion de la region control es susceptible a mutar, algunas de ellas
son extremadamente variables entre los linajes, mientras que otras se mantienen constantes.
Durante la tipificacion del mtDNA es dificil determinar si las mutaciones que se observan se
deben a un cambio ancestral que ha sido heredado en el linaje o porque se produjeron de
manera independiente en una linea no relacionada (homoplasia) (Fernandez, 2000).

La mayoria de los estudios filogenéticos realizados con mtDNA que utilizan polimorfismos tipo
SNP o secuencias de la region control, fallan en la formacion de conjuntos anidados de
haplotipos debido a que encuentran incompatibilidad entre los pares de nucleétidos (Bandelt
et al, 1995). Los analisis filogenéticos como el de maxima parsimonia (MP) o el de diferencias
en pares de nucledtidos, otorgan el mismo peso a todas las posiciones, por lo que van a
agrupar secuencias que comparten posiciones entre si creando grupos polifiléticos. Sin
embargo, en el analisis del mtDNA se podrian estar separando variantes estrechamente
relacionadas, ya que es imposible determinar el estatus ancestral del haplotipo, debido a las
homoplasias (ya sea por eventos de mutacion paralela o reversiones) sumado al bajo nUmero
de caracteres informativos que se analizan (Fernandez, 2000).

Ejemplo de ello es el trabajo de Excoffier y Smouse (1994), con datos de Polimorfismos de
Longitud en Fragmentos de Restriccion (RFLP) con 56 haplotipos; en este se calculé el nUmero
de arboles igualmente parsimoniosos, teniendo como resultado mas de mil millones de
arboles. En la practica presentar un Unico arbol resultado de un analisis de maxima parsimonia
elegido al azar en el que los caracteres se han resuelto de manera arbitraria, puede resultar tan
engafioso como formar un consenso estricto de dos o mas arboles en los que las verdaderas
politomias no se pueden distinguir de ambigliedades (Bandelt et a/, 1995).

Debido a esto, Bandelt et a/ (1995) desarrollaron un método de reconstruccion filogenética
mediante un enfoque de red estricto que distingue los conflictos de cada caracter generando
una representacion sencilla y entendible. A este método de analisis le denominaron “"Redes
Medianas” ("Median Networks"), las cuales se generan a partir de la division de los grupos de
haplotipos caracter por caracter, garantizando asi incluir a todos los arboles mas parsimoniosos
del conjunto de datos. A diferencia de los métodos de construccion de arboles, las redes de
haplotipos permiten interpretar homoplasias (altas tasas de homoplasia pueden conducir a
que un solo haplotipo derive independientemente a lo largo de diferentes rutas a partir de un
mismo ancestro). Las redes medianas o de haplotipos, también permiten visualizar la frecuencia
de los haplotipos y exhibir rutas evolutivas probables a través de la misma red (Bandelt et a/,
1995).

Cuatro afios después, Bandelt y colaboradores generaron un método de analisis para las redes
medianas denominado “median joining” (MJ), en el cual se busca construir redes que combinan
las caracteristicas del algoritmo Kruskal para encontrar arboles de expansion minima al
favorecer conexiones y el algoritmo heuristico de maxima parsimonia (MP), el cual agrega
secuencialmente nuevos vértices llamados “"vectores medios”, teniendo como resultado una
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red que es aplicable también a caracteres multi estado (secuencias de aminoacidos). En el
método MJ, s6lo los vectores medios que tienen una alta posibilidad de aparecer como nodos
de ramificacién en un arbol de maxima parsimonia son generados considerando tripletes de
secuencias. Estos vectores medios se pueden interpretar bioldgicamente como secuencias no
muestreadas o secuencias ancestrales extintas (Bandelt et a/, 1999).

Inferencia de aspectos historicos de las poblaciones

El parametro i, ademas de utilizarse como un promedio para medir los polimorfismos, permite
examinar la distribuciéon de la comparacion de todos los pares de secuencias; a esto se le
conoce como mismatch distribution. Se trata de la distribucion de la frecuencia del nimero
de diferencias nucleotidicas entre todos los pares de secuencias en una muestra. Dicho analisis
resulta Util para la estimacion de la historia de una poblacion a partir de una muestra de
secuencias de DNA, por ejemplo, para la inferencia en los tamafos efectivos de una poblacién
mediante el uso de secuencias de DNA o en aquellas poblaciones que han mantenido un
tamafo constante, su distribucion puede utilizarse para identificar la accidén de la seleccidn
natural (Hamilton, 2009).

El resultado de un analisis de mismatch distribution permite la construccién de un histograma,
el cual se compara con el resultado de un modelo de una poblacion en expansion repentina; y
con ayuda de una prueba de x-cuadrada se compara si la diferencia entre ambos histogramas
es significativa o no, determinando asi, si existen o no crecimientos demograficos en la
poblacién analizada (Eguiarte et a/, 2007). Para la construccion del modelo de una poblacion
en expansién, se requiere de los parametros: 6 (Theta inicial): valor de theta antes de la
expansion o disminucién poblacional y 81 (Theta final): valor de theta después de la expansion
o disminucion poblacional y T (Tau): fecha de la expansion o disminucién poblacional medida
en unidades de tiempo mutacional (t=2ut, donde p es la tasa de mutacion por secuencia y por
generacion y t es el tiempo en generaciones) (Rogers y Harpending, 1992).

Determinacion de la riqueza haplotipica de la poblacion

La relacion entre el numero de OTUs (unidades taxondmicas operativas) observados y el
esfuerzo de muestreo en un estudio, proporcionan informacion sobre el total de la diversidad
del OTU en la comunidad o poblacion que ha sido muestreada; si se correlaciona el nUmero
acumulativo de OTUs observados contra el esfuerzo de muestreo, se obtiene una curva de
acumulacion (Eguiarte et a/, 2007). Estas curvas alcanzan una asintota cuando la probabilidad
de afiadir un nuevo OTU en el estudio alcanza finalmente el cero; en este punto se asume que
la asintota equivale a la riqueza real, sujeta al error de muestreo (incertidumbre) derivado del
ajuste a los datos observados. Sin embargo, no son asintotas cuando dicha probabilidad nunca
se hace nula (Gonzalez-Oreja et a/, 2010).

En las curvas de acumulacion, al principio del muestreo se colectan OTUs comunes, y la adicion
de OTUs se produce rapidamente, por lo que la pendiente de la curva comienza siendo elevada;
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a medida que prosigue el muestreo, comienzan a aparecer los OTUs raros y la pendiente
comienza a descender hasta llegar a cero. En ese momento, es cuando tedricamente se ha
muestreado el total de OTUs de la comunidad o poblacién estudiada (Jiménez y Hortal, 2003).
También se pueden realizar extrapolaciones a partir de curvas de acumulacién, las cuales
modelan el proceso de observar nuevos OTUs si se aumenta el esfuerzo de muestreo (Eguiarte
et al, 2007). Estos ultimos analisis son Utiles cuando se desea estimar la riqueza del OTUs
estudiado o cuan representativa puede llegar a ser la muestra con la que se realiza
determinado estudio.
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JUSTIFICACION

La Genética Forense es una disciplina de las Ciencias Forenses que se ocupa del estudio de la
herencia biolégica aplicada a problemas de orden legal, mediante el analisis de polimorfismos
o variabilidad genética contenida en el DNA. En primera instancia, se busca la obtencion de
perfiles a partir del DNA nuclear, ya que este material genético es heredado por ambos
progenitores y se encuentra sujeto a la recombinacion, situacion por la cual es distinto en cada
individuo (exceptuando gemelos monocigdticos) y facilita la individualizacion de las personas.
Por su parte, el mtDNA aunque se encuentra en mayores cantidades que el DNA nuclear en la
célula, se hereda Unicamente via materna, lo que imposibilita individualizar personas y permite
la identificacién Unicamente de haplogrupos y haplotipos. Esto no significa que carezca de
valor como prueba pericial, al contrario, resulta de suma importancia para muestras que se
encuentran altamente degradadas en las que el analisis de marcadores nucleares falla.

Una de las mayores problematicas que enfrentan los estudios de mtDNA para la imparticion
de justicia en la Ciudad de México es que no se cuenta con estudios poblacionales de las
frecuencias de los haplotipos y haplogrupos de mtDNA especificos para la poblacién
previamente mencionada, lo que genera una limitante al momento de dar soporte estadistico
a las pruebas que se generen a partir de mtDNA. Los estudios de mtDNA de poblaciones
humanas en México son pocos, la mayoria vinculada a poblaciones culturalmente diferenciadas
(Pefialoza et a/, 2007; Sandoval et a/, 2009; Gorostiza et al, 2012; Martinez et al, 2013;
Gonzalez-Martin et al, 2015, Raghavan et al, 2015; Gonzalez-Sobrino et al, 2016; Gonzalez-
Oliver et al, 2017), y un s6lo estudio en poblaciones mestizas mexicanas que involucra a la
Ciudad de México (Guardado et a/, 2009). El nimero muestral de habitantes de la Ciudad de
México de ésta Ultima publicacion es de 100 individuos, dichas muestras se obtuvieron en un
hospital de la zona centro de la ciudad, a partir de mujeres asistentes a un programa de
colposcopia como parte de un monitoreo de salud. En el estudio realizado no se reporta el
lugar especifico (zona centro, norte, sur, poniente u oriente de la ciudad; o bien la alcaldia) en
el que habitan las donantes de muestra; razén por la cual se desconoce si dicho muestreo
cubre de manera homogénea la densidad poblacional de la ciudad y por lo tanto resulte
representativa para dicha ciudad; tampoco se conoce el lugar de nacimiento de sus ancestros
maternos, con el cual se pueda hacer un seguimiento del origen de los haplotipos vy
haplogrupos encontrados en la poblaciéon de estudio.

La Ciudad de México cuenta con 8,918,653 habitantes (INEGI, 2015), los cuales no se
encuentran distribuidos homogéneamente en el territorio, por ejemplo, alcaldias como
Iztapalapa o Gustavo A. Madero cuentan con una mayor densidad poblacional comparada con
la alcaldia Milpa Alta; por esta razon es importante realizar los muestreos conforme a la
densidad poblacional de cada alcaldia para muestrear lo mas homogéneamente dicha
poblacion. De ahi, el interés de la generacion de estudios poblacionales de variabilidad
nucleotidica y haplotipica de mtDNA especificos y homogéneos para la poblacién de la Ciudad
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de México, que soporten estadisticamente aquellos trabajos de identificacion humana
realizados con mtDNA.
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METODOLOGIA

POBLACION DE ESTUDIO

Determinacion de la muestra poblacional

El tamafio muestral del presente estudio fue determinado por los parametros minimos
aceptados por la revista Forensic Science International: Genetics, que reportan en la
publicacién Revised guidelines for the publication of genetic population data del afio 2017; en
la cual se determina que el nUmero minimo muestral para estudios poblacionales que analicen
la regién control del mtDNA es de 200 muestras.

Debido a que la Ciudad de México cuenta con 8,918,653 habitantes (INEGI, 2015), se tomd un
valor mayor al minimo aceptado (n=200), por la revista anteriormente mencionada, para
trabajos de caracterizacion de la region control del mtDNA; teniendo asi una n muestral de
250 individuos. Para evitar sesgos de muestreo por zonas, se determin6 un nimero minimo de
muestras por alcaldia de acuerdo a la densidad poblacional de cada una de ellas. Para
determinar el nimero de individuos a muestrear por alcaldia, se calcul6 que porcentaje de los
habitantes totales es representado por alcaldia y posteriormente se calculd el nimero de
muestras por alcaldia basado en el porcentaje de habitantes de cada una con respecto al total
de la mmuestral; en la Tabla 2 se muestran los valores anteriormente mencionados.

Los criterios de inclusion considerados para seleccionar a los individuos fueron los siguientes:

e Haber nacido en la Ciudad de México (antes Distrito Federal).

e Vivir actualmente en alguna de las alcaldias (antes delegaciones) de la Ciudad de
México.

e No estar emparentado biolégicamente via materna con algun otro individuo que
participe en el estudio.

e Firmar el formato de consentimiento informado (mayores de edad). En caso de ser
menor de edad, un tutor legal (madre/padre) debié haber firmado el formato de
consentimiento informado.

27



Tabla 2. Muestra poblacional. Se muestran los datos por alcaldia del nimero de habitantes reportados en el 2015 por el INEGI,
el porcentaje de habitantes por alcaldia que representa del total de la poblacién y el nimero de muestras calculado para el
muestreo del presente estudio.

Alcaldia Habitantes Porcentaje (%) No. de muestras
Azcapotzalco 400,161 4.48 11
Coyoacan 608,479 6.82 17
Cuajimalpa de Morelos 199,224 2.23 6
Gustavo A. Madero 1,164,477 13.05 33
Iztacalco 390,348 437 11
Iztapalapa 1,827,868 20.49 51
Magdalena Contreras 243,886 2.73 7
Milpa Alta 137,927 1.54 4
Alvaro Obregén 749,982 8.4 21
Tlahuac 361,593 4.05 10
Tlalpan 677,104 7.59 19
Xochimilco 415,933 4.66 12
Benito Juarez 417,416 4.68 12
Cuauhtémoc 532,553 5.97 15
Miguel Hidalgo 364,439 4.08 10
Venustiano Carranza 427,263 4.79 12
TOTAL 8,918,653 100% 251

Obtencion de las muestras biologicas

Para llevar a cabo la toma de muestra se les solicitd a los participantes firmar un formato de
consentimiento informado (Anexo 1) en el cual aceptaban donar de manera voluntaria y sin
fines de lucro la muestra biologica, asi como también se les hacia de su conocimiento la
confidencialidad de la informacion que proporcionaran para el estudio. De igual manera se les
solicitdé que respondieran a un cuestionario sobre datos propios del donante como nombre,
edad y alcaldia en la que habita, asi como también datos sobre su ancestro materno mas lejano
del que tuvieran conocimiento (Anexo 1), esto con el propdsito de poder correlacionar los
resultados de ancestria del donante con los de su ancestro materno.

La toma de muestra bioldgica consistié en un raspado de células de descamacion bucal
obtenido con un hisopo nuevo y estéril; el cual fue rotulado del pufio y letra del donante con
su nombre, su firmay la fecha del dia de la toma de muestra. La muestra se tomo por duplicado.

28



PROCESAMIENTO DEL mtDNA

Previo al procesamiento de las muestras, los hisopos fueron puestos a secar en un desecador
con humedad relativa de ~10% por al menos 12 horas o hasta que el algodén del mismo se
encontraba totalmente seco. Para conservar los datos de confidencialidad del donante, a cada
muestra se le asigné un numero de control interno con el cual fue reconocida durante todo el
presente estudio. Dicho nimero fue consecutivo conforme se fueron obteniendo las muestras
(001-251).

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se estandarizo a partir de la modificacién al método de silica empleando
una solucién de union con tiocianato de guanidina (GuSCN) reportado para realizar extraccion
de huesos por Rohland & Hofreiter (2007). El procedimiento estandarizado fue el siguiente:

Para llevar a cabo la extraccion del DNA se cort6 media cabeza del hisopo de manera
longitudinal y fue colocada en un tubo de microcentrifuga de 1.7 ml. Se agreg6 400 pl de Buffer
de union (GuSCN 5M, NaCl 25mM, Tris 50mM, pH 8.0) (Rohland & Hofreiter, 2007), 10 ul de
proteinasa K [10 mg/ ml] y 4 yl de DTT 1M; se realiz6 un lisado durante 30 minutos a 56°C a
1100 rpm.

Finalizada la lisis se retird el algoddn del hisopo y se adicionaron 10 pl de silica gel (Rohland &
Hofreiter, 2007); la muestra fue homogeneizada en vortex y posteriormente centrifugada a
10,000 rpm durante un minuto. Se retird el sobrenadante y se lavo el material genético con
400 pl de etanol al 70%, se homogeneizd y centrifugd la muestra bajo las condiciones
anteriores. Se retiro el sobrenadante y se colocé en bafio seco a 60°C por 5 min para eliminar
por completo el etanol; una vez seco el botdn de silica, se adicionaron 100 ul de buffer PE
(QUIAGEN). La muestra se homogeneizé con un vortex y se incub6 por 5 min. a 60°C para
posteriormente centrifugar un minuto a 13,500 rpm. El sobrenadante (DNA purificado) fue
transferido a un tubo nuevo y almacenado a 4°C para su posterior procesamiento.

Amplificacion de mtDNA

La estandarizacion del protocolo de la amplificacion de mtDNA, fue basada en las
recomendaciones del “Protocolo de analisis de DNA mitocondrial” (FBI, 2008), asi como en las
especificaciones de la polimerasa Platinum™ SuperFi™ Green PCR Master Mix (Invitrogen,
2017). Para amplificar la regién control (RC) del mtDNA se utilizaron los primers:

A1 (15997) 5" CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 3’ (FBI,2008)
D1 (409) 5 CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC 3’ (FBI,2008)

Se realizé un ensayo en el cual se pusieron a prueba distintas concentraciones de DNA molde
inicial, asi como distintas temperaturas de alineamiento, esto con la finalidad de encontrar la
combinacion de ambos factores que permitieran la generacion de un amplicon mayor (Fig. 7).
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Fig. 7. Amplificados de la RC del mtDNA. Se muestran las bandas de amplificado de tres muestras con concentraciones diferentes
de DNA: 006 [2.6 ng/pll, 007 [6.43 ng/pll y 011 [25.91 ng/pl], las cuales fueron amplificadas a diferentes temperaturas de
alineamiento (49°C, 51°C, 53°C, 55°C, 57°C y 59°C). El control negativo se amplificé con temperatura de alineamiento de 53°C.

Con base en el ensayo anterior, se establecieron los parametros con los cuales se trabajaron
todas las muestras: 6 ul de Taq Platinum SuperFi Green PCR Master Mix, 2 ul de primers
[20pM/ul] y 4 pl de templado de DNA [~10ng/ul DNA nuclear], con las siguientes condiciones
de termociclado:

1 1
1 ciclo : 41 ciclos : 1 ciclo
1 1
1 1
9goC | 9geC :
Imin , 10seg rC L 7rC
! 40seg ! 5min \, #C
! 55°C !
1 1
30seg ' e
1

Separacion y purificacion de fragmentos de mtDNA

Las muestras amplificadas se corrieron en geles de agarosa al 1.5%, la banda de amplificado
de interés se cortd y purificd con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las
especificaciones del “Protocol: QIAquick Gel Extraction Using a Microcentrifuge”. La
cuantificacion del material genético recuperado se llevé a cabo con espectrofotometria en el
equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™).

Marcaje con terminadores fluorescentes y purificacion de los
fragmentos de mtDNA

El protocolo de marcaje de las secuencias se estandarizo a partir de las recomendaciones de la
Guia del usuario de BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 2016)
y del “Protocolo de analisis de DNA mitocondrial” (FBI, 2008). El procedimiento estandarizado
fue el siguiente:

Los fragmentos purificados de la region control del mtDNA fueron marcados con terminadores
fluorescentes mediante el kit BigDye™ Terminator v3.1 (Applied Biosystems) en la siguiente
reaccion de PCR: 1.8 pl de BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix, 2.0 pl de BigDye
Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer, 2.0 ul de primer [5 pM/ul] y 40 ng de templado
de mtDNA. El volumen final de la reaccion fue de 12 .
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A continuacién, se muestran los primers utilizados (FBI,2008) y las condiciones de termociclado
utilizadas para el marcaje:

A1 (15997) 5' CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 3’
A2 (16159) 5' TACTTG ACC ACC TGT AGT AC 3’ 1 ciclo
B1*(16391) 5' GAG GAT GGT GGT CAA GGG AC 3’ I

96°C | 96°C

C1 (048) 5' CTC ACG GGA GCT CTC CAT GC 3’ - s
D2* (285) 5' GGG GTT TGG TGG AAA TTT TTT G 3' _'_\m

D1* (409) 5' CTG TTA AAA GTG CAT ACC GCC 3’ 10 seg ©

35 ciclos 1 ciclo

*Primer Reverso

Los fragmentos de DNA marcados se purificaron mediante el Kit DyeEx®2.0 Spin Kit, siguiendo
las instrucciones del Quick-Start Protocol del mismo.

Secuenciacion del mtDNA

Una vez marcados y purificados los fragmentos de la region control del mtDNA, se
resuspendieron en 12 pl de Hi-Di™ Formamide. Las muestras fueron secuenciadas en el
Analizador Genético 3500 (Applied Biosystems) con POP-7 y capilar de 50 cm.

ANALISIS DE SECUENCIAS
Obtencion del haplotipo y haplogrupo de mtDNA

Una vez obtenidas las secuencias, se analizaron con el software BioEdit Sequence Aligment
Editor (version 7.2.6.1). Con la finalidad de determinar las mutaciones que presentaba cada
muestra, las secuencias se compararon con la Secuencia de Referencia de Cambridge (NCBI
Sequence Reference NC_012920.1) revisada en 2014. Con base en las mutaciones (haplotipo)
que se obtuvieron para cada muestra, se determind el haplogrupo de mtDNA al que
pertenecian de acuerdo a los “Marcadores de Haplogrupo” reportados en la Base de Datos del
Genoma Mitocondrial Humano (MITOMAP) (Lott, 2019) y las estimaciones del portal
mtDNAmanager (Young et a/, 2007).

Determinacion de los parametros de diversidad genética

Para la obtencion de los parametros de diversidad genética como el nimero de mutaciones,
sitos polimorficos, diversidad nucleotidica y haplotipica, asi como el test D de Tajima se utilizd
el programa DnaSP v.6 (Rozas et a/, 2017).
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Determinacion de estimadores de flujo génico

Para la obtencién de los estimadores de flujo génico dentro de la poblacion, se calcularon los
valores de Fst para cada delegacién, Fst pareadas entre las alcaldias y distancias genéticas entre
las poblaciones con el software Arlequin 3.1, el valor de Fst general y Nm se obtuvo en DnaSP
v.6. (Rozas et al, 2017).

Se realizé una prueba de Mantel con la finalidad de determinar si entre las alcadias existia
aislamiento por distancia. La matriz de los valores de Fst pareados (distancia genética), se
obtuvo en el software Arlequin 3.1; mientras que la matriz de distancias geograficas se obtuvo
mediante el software Geographic Distance Matrix Calculator v. 1.2.3. Las coordenadas utilizadas
para cada una de las alcaldias, fueron las reportadas como “Geo Point” en el “Portal de datos
de la Ciudad de México” (Gobierno de la Ciudad de México, 2019). La prueba de Mantel fue
realizada con el software XLSTAT (Addinsoft, 2019).

Estimacion de las relaciones filogenéticas

Para estimar las relaciones filogenéticas de la region control de mtDNA se realizaron redes de
haplotipos o “Median Networks” con el software Network 5.0.1.1 utilizando el algoritmo
median joining (MJ).

Determinacion de cambios en el tamaio poblacional

Se realiz6 un andlisis de mismatch distribution para determinar el comportamiento de la
poblacion estudiada respecto a los cambios de tamaiio, para ello se utilizo el software Arlequin
3.1 en el cual se obtuvieron los valores de Tau, Theta 0, Theta 1 asi como la prueba de -
cuadrada, el grafico de dicho analisis se obtuvo mediante el software DnaSP v.6. (Rozas et a/,
2017).

Determinacion de la riqueza haplotipica de la poblacion

Debido a que el presente trabajo busca ser considerado como una base de datos de
frecuencias de mtDNA para trabajos de identificacion forense, se realizd6 una curva de
acumulacion de hapolotipos con el nUmero de muestras del presente estudio (251), asi como
una extrapolacion de la curva con un tamafo de muestra mas grande (6000) para determinar
con qué tamafio de muestra se cubriria la totalidad o la gran mayoria de los haplotipos
estimados para dicha poblacion. Para ello se utilizé el software EstimateS version 9.1.0.
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RESULTADOS

Muestra poblacional

Se obtuvo una ntotal de 251 individuos habitantes de la CDMX muestreados de acuerdo a la
nestimada para cada una de las alcaldias de dicha ciudad. Participaron un total de 166 mujeres
y 85 hombres con un rango de edad de entre 1y 76 afios de edad. Del total de los individuos
muestreados, el 93% dieron informacion correcta sobre el lugar de nacimiento de su ancestro
materno mas lejano del que tuvieran conocimiento (ANEXO 2).

En la Fig. 8 se muestra el lugar de origen de los ancestros maternos de los individuos
participantes en el estudio, asi como el nUmero de individuos que pertenecen a cada lugar;
mientras que en la Fig. 9 se muestra el total de los ancestros de acuerdo a las generaciones
anteriores (madre, abuela, bisabuela, etc.) respecto al donante de muestra, de acuerdo al lugar
de origen de cada uno de ellos.

Lugar de origen de los ancestros maternos
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Fig. 8. Lugar de origen de los ancestros maternos. Se muestra el estado de la republica mexicana o pais de origen al que
pertenecen los ancestros maternos, de las personas involucradas en el presente estudio.
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Ancestros maternos de acuerdo a su lugar de origen
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Fig. 9. Ancestros maternos de acuerdo a su lugar de origen. Se muestra el porcentaje de ancestros maternos segln su
generacion (madre, abuela, bisabuela o tatarabuela) de acuerdo a su lugar de origen (estado de la repUblica mexicana o pais), de
las personas involucradas en el presente estudio.

Caracterizacion de haplotipos y haplogrupos

Se realizé la caracterizacion del haplotipo y haplogrupo de un fragmento de 917 pb de la
region control del mtDNA de las 251 muestras del presente estudio.

Se obtuvieron 208 haplotipos, los cuales se encuentran en el Anexo 3; en la Tabla 3 se muestran
los haplogrupos obtenidos en la poblacién de la CDMX, el nUmero de muestras pertenecientes
a cada uno de ellos y el porcentaje del total de la muestra que representa cada haplogrupo.
En la Fig. 10 se encuentra graficada la distribucion de los haplogrupos en la CDMX.

34



Tabla 3. Haplogrupos de mtDNA en la CDMX. Se muestran los haplogrupos de mtDNA obtenidos, el origen al cual pertenecen,
el nimero de muestras que presenta cada haplogrupo, asi como el porcentaje del total de la muestra que representa cada uno
de ellos.

Ancestria Haplogrupo No. de muestras Porcentaje (%)
Amerindio A 113 45.0
B 47 18.7
C 46 18.3
D 19 7.6
Europeo H 5 2.0
| 1 0.4
J 1 0.4
K 2 0.8
T 7 2.8
U 4 1.6
W 1 0.4
Africano LO 1 0.4
L2 1 0.4
L3 3 1.2

TOTAL 251 100
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Fig. 10. Presencia de los Haplogrupos de mtDNA en poblacion de la CDMX. Se muestra la presencia (en %) de los haplogrupos
de mtDNA de la muestra poblacional de la CDMX de acuerdo a su origen (1), y la presencia de cada haplogrupo dividido por su
origen: amerindio (2), europeo (3) y africano (4).

Diversidad genética

En las 251 secuencias, se encontraron un total de 201 mutaciones en 192 sitios polimorficos,
de los cuales 110 son informativos, mientras que 82 no lo son (Tabla 4). Se encontraron de 3 a
22 diferencias nucleotidicas en las secuencias, teniendo como promedio 11.2077.

Tabla 4. Sitios polimérficos. Se muestra el nimero de sitios polimérficos encontrados en la muestra de 251 secuencias,
clasificados segun sus caracteristicas de numero de variantes y si son informativos o no.

Sitos polimérficos Dos variantes Tres variantes
Informativos 102 8
No informativos 81 1
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Se obtuvieron un total de 208 haplotipos (h) distintos, de los cuales 182 fueron Unicos
(presentes en un solo individuo), mientras que 26 tuvieron una frecuencia mayor a 1 (presentes
en dos 0 mas personas) (Tabla 5). La diversidad haplotipica (Hd) fue de 0.9976. En cuanto a
la diversidad nucleotidica (i) se obtuvo un valor de 0.01234 y un valor 0,, de 0.03466. El valor
obtenido de la prueba D de Tajima fue de -2.05329*.  *Significancia estadistica: P<0.017.

Tabla 5. Haplotipos segtin su frecuencia para la poblacion de la CDMX. Se muestra el nimero de haplotipos que presenta
cada haplogrupo de acuerdo a la frecuencia que presentan en la muestra poblacional de la CDMX, es decir, el nimero de
haplotipos que son idénticos en 2, 3, 4, 5 o 6 personas diferentes.

Frecuencia del HAPLOGRUPO

haplotipo A B C D H | J K L0 L2 L3 T U W TOTAL
1 persona 84 35 30 11 3 1 1 2 1 1 3 5 4 1 182
1

2 personas 10 3 2 1 1 = | =] = - - - S 18
3 personas - 2 2 - - -] - - - - - -] - ; 4
4 personas 1 - - - - - -] - = = -l -] - - 1
5 personas 1 - - - - -] -] - - -l - -] -] - 1
6 personas = = 1 1 - - - - - - = | = | s = 2
TOTAL 96 40 35 13 4 1 1 2 1 1 3 6 4 1 208

Posterior al analisis poblacional de las 251 muestras de la Ciudad de México, se calcularon los
valores de variabilidad genética por haplogrupos A, B, Cy D, asi como la variabilidad entre los
haplotipos de origen europeo y africano (Tabla 6). También se obtuvo el nimero de sitios
polimérficos por haplogrupo, asi como el numero de variantes que tiene cada uno de ellos
(Tabla 7).

Tabla 6. Valores de diversidad genética. Para cada haplogrupo (HG) se muestran los parametros de diversidad genética: nimero
de mutaciones enocntradas (u), nimero de sitios polimoérficos informativos (Inf) y no informativos (No Inf), promedio de
diferencias nucleétidicas de las secuencias, nimero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (), total
de sitios segregantes ( 8,,) y finalmente el estadistico D de Tajima. *Significancia estadistica: P<0.01.

HG M Sitios Diferencias h Hd n 0,  Tajima*
polimérficos nucleotidicas
Inf. No
Inf.
A 119 | 56 60 5.54314 96 0.9959 0.00608 0.02402 -2.46486
B 57 26 29 5.07493 40 0.9917 0.00556 0.01364 @ -2.12683
C 48 22 26 4.79807 35 1 09778 0.00524 0.01192 @ -1.95302
D 23 8 15 3.57895 13  0.9064 0.00389 0.00716 | -1.77544
Europeo 60 24 36 10.03810 19 0.9905 0.01092 0.01815 -1.59682
Africano 36 8 28 16 5 1 0.01741 0.01880 -0.55597

37



Tabla 7. Sitios polimérficos de acuerdo al haplogrupo. Se muestra el nimero de sitios polimérficos encontrados en la muestra
de cada haplogrupo nativo americano, europeo y africano, clasificados segun sus caracteristicas de nimero de variantes y si son
informativos o no.

HAPLOGRUPO Haplogrupos @ Haplogrupos
Sitos polimérficos A B C D europeos africanos
Informativos  Dos variantes 54 24 22 8 24 8
Tres variantes 2 2 0 0 0 0
No Dos variantes 59 29 26 15 36 28
informativos  Tres variantes 1 0 0 0 0 0

Ademas de analizar los sitos polimérficos, se analizaron las regiones de poli-citocinas, ubicadas
en las regiones 303 a 309y 311 a 315 de la region control del mtDNA, en las cuales es comun
encontrar inserciones debido a su naturaleza repetitiva; dichos resultados se encuentran en la
Tabla 8.

Tabla 8. Inserciones en las regiones de poli-citocinas de la region control del mtDNA. Se muestra el niUmero de secuencias,
y el porcentaje de las mismas en paréntesis, que presentan o no inserciones en las regiones de poli-citocinas de la regién control
del mtDNA.

Numero de inserciones

Region 0 1 2 3
303-309 69 (27.5%) 125 (49.8%) 49 (19.5%) 8 (3.2%)
311-315 4 (1.6%) 247 (98.4%) 0 0

Determinacion de flujo génico dentro de la poblacion

Como complemento a los analisis anteriormente realizados, se analizaron las muestras por
alcaldia, con la finalidad de determinar si la muestra poblacional del presente estudio se
comporta como una sola poblacion o se encuentra estructurada por alcaldias. Para ello se
calcularon los valores p de los Fst por alcaldia (ANEXO 4 Tabla I) para determinar si existe flujo
génico entre los pares de las alcaldias y asi determinar si hay estructura o no entre ellas. La Fst
general para la poblacién estudiada fue de -0.01239 (considerada cero), a partir de la cual se
calculé Nm obteniendo un valor de -40.87 (considerado cero).

Se realiz6 una matriz de las Fst pareadas (distancia genética) y una matriz de las distancias
geograficas entre las dieciséis alcaldias de la CDMX (ANEXO 4 Tabla Il), las cuales se utilizaron
para llevar a cabo una prueba de Mantel (Fig. 11); en donde se observan alcaldias cercanas
entre si con Fst bajas y viceversa, alcaldias cercanas entre si con Fst altas. En dicha prueba se
obtuvo un valor de correlacion r= 0.191 y un valor de p= 0.149 (a partir de 10,000
permutaciones).
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Distancia geografica vs. distancia genética
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Fig. 11. Distacia geografica vs. Distancia genética. Grafica obtenida de la prueba de Mantel con la informacién de la distancia
geogréfica (expresada en kilometros) y la distancia genética (Fst pareadas) por las alcaldias de la CDMX de la muestra poblacional.
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Relaciones filogenéticas de mtDNA

Con la finalidad de vislumbrar las relaciones filogenéticas que guarda la poblacién de la CDMX,
basadas en los polimorfismos de la regién control del mtDNA, se gener¢ la red de los 208
haplotipos obtenidos a partir de la muestra de 251 individuos, la cual se muestra en la Fig. 12.
Para un mayor detalle, se gener¢ la red por haplogrupos (A, B, Cy D), asi como otra red por
los haplotipos de origen europeo y africano, dichas redes se encuentran en el Anexo 5.

‘Haplotipos A O Haplotipos B @ Haplotipos C <>Hap|otipos D ‘ Haplotipos H ‘Haplotipo | ‘HaplotipoJ

@ Haplotipos K <> Haplotipo LO  @pHaplotipo L2 @ Haplotipos L3 < Haplotipos T <> Haplotipos U €pHaplotipo W

Fig. 12. Red de Haplotipos de mtDNA para la poblacion de la CDMX. Se muestra la red de haplotipos para los 208 haplotipos
de mtDNA obtenidos de la muestra de 251 individuos de la CDMX. Cada haplotipo se encuentra representado con un nodo
(circulo); la frecuencia de cada haplotipo se refleja en el tamafio del nodo correspondiente. Los puntos negros representan los
vectores medios de la red.
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Inferencias sobre de cambios historicos en el tamano

poblacional

El analisis de mismatch distribution para las 251 secuencias de la muestra realizado en Arlequin
generod los siguientes valores para los estimadores t=14.613, 6o = 1.493 y 81 = 18857.80 y un

valor de p= 0.57456. Dichos valores fueron utilizados para generar una grafica de mismatch
distribution en el programa DnaSP con un modelo de crecimiento-disminucidon de la poblacién

para la estimacién de los valores esperados (Fig. 13).

Distribucion mismatch de la poblacion de la CDMX
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Fig. 13. Distribucion mismatch de la poblacion de la CDMX. Se muestral la gréfica de las diferencias encontradas entre cada
par de secuencias de la region control del mtDNA vs. la frecuencia de cada una de las diferencias pareadas para la muestra
poblacional de la CDMX.

Determinacion de riqueza haplotipica de la poblacion

Se realizé una curva de acumulacién de haplotipos con el tamafio de muestra del presente
trabajo (n=251) (Fig. 14), asi como una extrapolacién a un tamafo de muestra de 6000
individuos (Fig. 15), para determinar cual es el nUmero minimo de muestras con el cual se
alcanzaria a muestrear la mayoria de haplotipos de mtDNA presentes en la poblacion. Se

observa que la asintota de la curva comienza en un ndmero muestral superior a los 4000
individuos.

41



Acumulacion de haplotipos (n=251)
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Fig. 14. Acumulacion de haplotipos (n=251). Se muestra la curva de acumulacién de haplotipos (nUmero de muestras vs.
numero de haplotipos) para el tamafio de muestra del presente estudio.
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Fig. 15. Acumulacion de haplotipos (n=6000). Se muestra la extrapolacién de la curva de acumulacién de haplotipos para el
tamafio de muestra de 6000 individuos muestreados.



DISCUSION
Lugar de origen de los ancestros maternos

El 68.2% de los donantes de muestra proporciono informacién de su abuela materna, sequido
del 16.3% de quienes sélo dieron informacion de sus madres, el 14.2% pertenece a informacion
de sus bisabuelas y Unicamente el 1.3% reportd informacién de sus tatarabuelas (ANEXO 2).

Tomando en consideracion la informacion de los ancestros matrilineales aportada por los
donantes de muestra, el 70% de ellos nacio fuera de la CDMX y s6lo el 30% son originarios de
la misma. Aquellos ancestros que tienen un lugar de origen distinto al de la CDMX, pertenecen
a 24 de los 31 estados de la republica mexicana; asi como también se encontraron ancestros
pertenecientes a otros paises (Alemania, Espafia y Estados Unidos de América). Los estados
que presentan un mayor numero de ancestros son principalmente estados del centro del pais
como el Estado de México, Oaxaca, Michoacan, Puebla e Hidalgo, con 26, 19, 17, 15y 14
individuos respectivamente; lo anterior es consistente con los datos de migraciones hacia la
CDMX por parte de otros estados del pais reportadas por el INEGI en 2010.

De las 70 personas (30%) que tienen ancestros con lugar de origen en la CDMX, sélo 3 de ellos
han sido habitantes de dicha ciudad por al menos cuatro generaciones, 45 de ellos han sido
habitantes por al menos tres generaciones y 22 de ellos Unicamente por al menos dos
generaciones. Lo anterior, comprueba que la Ciudad de México ha sido y sigue siendo blanco
de multiples migraciones de la mayoria de los estados de la republica desde al menos cuatro
generaciones atras respecto a los individuos muestreados en el presente estudio.

Frecuencia de haplotipos y haplogrupos en poblacion de la
CDMX

En el presente trabajo, se encontr6 una frecuencia del 90% para haplogrupos nativo
americanos, cifra similar a la obtenida en otros trabajos de poblacidén mestiza mexicana (Tabla
1) (Green et al, 2000; Guardado et a/, 2009 y Martinez et al, 2013). Por su parte, cuando se
trata de poblaciones indigenas que por usos y costumbres no permiten procesos migratorios
que favorezcan el mestizaje, la frecuencia de los haplogrupos amerindios representa alrededor
del 99% (Gonzalez-Sobrino et al, 2016; Pefaloza et a/, 2007 y Gorostiza et al, 2012).

En cuanto a los haplogrupos europeos, en el presente trabajo se obtuvo una presencia del 8%,
que comparado con los trabajos de Green et a/. (2000); Guardado et a/. (2009) y Martinez et a/.
(2013) representa un aumento de alrededor del 3% y comparado con el trabajo de Gonzalez-
Sobrino et al. (2016), representa un aumento de poco mas del 6% en la frecuencia de estos
haplogrupos. Finalmente, en la frecuencia de los haplogrupos africanos se obtuvo un 2%, que
resulta menor al reportado por Green et al, (2000), pero ligeramente mayor al reportado por
Guardado et al, (2009), Martinez et al, (2014) y Gonzalez-Sobrino et al, (2016).
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Aunque de manera general las frecuencias de haplogrupos corresponden a la ancestria
esperada para poblacion mexicana, de acuerdo a otros trabajos reportados; se observa un claro
aumento en las frecuencias de los haplotipos europeos, situacion que refleja los fendémenos
migratorios a los que se encuentra sometida la CDMX por tratarse de una ciudad mestiza
cosmopolita, asi como al muestreo relativamente homogéneo que tiene el presente trabajo
para la poblacion de estudio.

Las frecuencias de haplogrupos nativo americanos obtenidas en el presente trabajo, muestran
lo siguiente:

1) El haplogrupo A (45%) es menor en la poblacion de la CDMX, comparado con los trabajos
anteriormente mencionados (Tabla 1) que muestrearon estados de la zona sur, oeste y centro
del pais; Unicamente en poblaciones del norte y en poblaciones indigenas del Estado de México
(poblacién Mazahua), se encuentra una menor frecuencia a la obtenida en el presente trabajo
(Green et al,, 2000; Gonzalez-Oliver et al, 2017).

2) Haplogrupos B (18.7%), su frecuencia resultoé ser menor a la reportada en siete de los nueve
trabajos anteriormente mencionados (Tabla 1), siendo mayor Unicamente en los trabajos de
Sandoval et al, (2009) y Guardado et al, (2009).

3) Haplogrupo C (18.3%), las frecuencias reportadas para este haplogrupos en poblacion
mexicana son las mas variables (11.7-28.5%) y no se aprecia una relacion entre poblaciones
mestizas, indigenas o de acuerdo a alguna regién del pais, por lo que la frecuencia reportada
en este trabajo se encuentra en un valor intermedio quiza esperado para poblacion de la
CDMX.

4) Haplogrupo D (7.6%), su frecuencia fue mayor respecto a los trabajos anteriormente
mencionados (Tabla 1), excepto para poblacion mazahua del Estado de México, la cual tiene
una frecuencia de 20.1% (Gonzalez-Oliver et al, 2017), asi como para algunas poblaciones
indigenas del pais (Gorostiza et al, 2012).

Una vez realizada la caracterizacién del haplogrupo, se correlacioné con la informacion
proporcionada por el donante del lugar de origen de su ancestro materno. Se encontré que el
99% de los individuos con haplogrupo A tienen un ancestro con lugar de origen en algun
estado de la Republica Mexicana, mientras que el 1% restante su lugar de origen es Estados
Unidos de América. Por su parte, todos los ancestros de los individuos con haplogrupo By C
tienen su lugar de origen en algun estado de la Republica Mexicana. En cuanto a los ancestros
de los individuos con haplogrupo D, el 89% de ellos nacieron en algun estado de la Republica
Mexicana, mientras que el 11% restante tiene origen en Espafia. De los ancestros de los
individuos con haplogrupo europeo el 76% nacié en México, el 12% en Alemania, un 6% en
Espafia y otro porcentaje igual en Estados Unidos de América.

La caracterizacién de los haplogrupos nativo americanos, se llevo a cabo mediante la presencia
de "mutaciones tipo” (MITOMAP) (Lott, 2019), las cuales en algunos casos son especificas para
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cada haplogrupo. Tal es el caso de la mutacion 16111T del haplogrupo A, la mutacion 16189C
del haplogrupo B o la 16298C del haplogrupo C. Sin embargo, a pesar de ser especificas para
un haplogrupo, se observa que dichas mutaciones comienzan a aparecer en otros haplogrupos
como el B (en el caso de las mutaciones 16111T y 16298C), o en multiples haplotipos como A,
C, Ty L (en el caso de la mutacion 16189C) y aunque si bien es cierto, dicha aparicién sucede
en una frecuencia muy baja. Lo anterior es indicativo de que al paso de las generaciones los
haplotipos han ido acumulando cada vez mas mutaciones (homoplasias), dando pie a la
diversificacion de los haplogrupos y a tener una mayor variabilidad entre los haplotipos. Por el
contrario, se encontraron tres mutaciones especificas para un Unico haplogrupo (16327T, 249d,
290d y 291d), todas ellas pertenecientes al haplogrupo C. Este tipo de mutaciones “especificas”
para un haplogrupo que se presentan en mas de un haplogrupo se han reportado en trabajos
como el de Guardado et a/, (2009) y Malhi et a/, (2002).

Dos mutaciones (73G y 263G) fueron consideradas como “ancestrales” (Perego et a/, 2010),
debido a que se encuentran presentes en el 96% y 99% de las muestras, sin importar el
haplogrupo o la ancestria del mismo, por lo que ninguna de ellas fue utilizada para la
caracterizacion de los haplogrupos.

De los 208 haplotipos obtenidos, el 87.5% de ellos (182 haplotipos; Tabla 5) son Unicos (s6lo
se muestrearon una vez) en la poblacion de la CDMX estudiada, el 8.6% (18 haplotipos) se
repite una vez, el 1.9% (4 haplotipos) lo presentan tres individuos, mientras que el 0.96% (2
haplotipos) se repite en 6 personas y finalmente el 0.48% (un haplotipo) se encuentraen4y5
personas de la poblacion. El haplogrupo A, al ser el mas frecuente en la poblacion, presenta un
mayor numero de haplotipos que se repiten en la poblacion. Por su parte, cada uno de los
haplogrupos Cy D, presentan los haplotipos mas frecuentes de la poblacion con 6 individuos
cada uno de ellos, mostrando que las mutaciones de dichos haplotipos se encuentran
conservadas y no existe tanta variabilidad como en el haplogrupo A. Los haplotipos mas
frecuentes pueden tratarse de haplotipos que presentan las “mutaciones tipo” del haplogrupo
y no acumulan otras mutaciones que los hayan diferenciado. Este tipo de haplotipos son los
que por lo regular se encuentran en los nodos centrales de las redes de haplotipos, porque es
a partir de ellos que surgen haplotipos nuevos.

En comparacion con el trabajo de Guardado et a/, (2009), un trabajo aplicable para poblacion
de la CDMX debido a que su n contempla poblacion de dicha ciudad, se puede observar que,
en un tiempo de 10 afios, donde el crecimiento de la poblacion de la CDMX fue de 8.8 a poco
mas de 8.9 millones de habitantes (INEGI, 2015), las frecuencias de haplotipos europeos y
africanos han aumentado, contrario a lo sucedido con las frecuencias nativo americanas. Estos
cambios en las frecuencias haplotipicas de mtDNA pueden ser debidas a las migraciones a las
que se encuentra sometida la CDMX, pero primordialmente son debidas al tipo de muestreo
que se realizd en ambos trabajos, siendo el del presente trabajo el mas homogéneo y
representativo para dicha ciudad considerando la densidad poblacional de la misma.
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Diversidad genética

La variabilidad genética observada es mayor a la reportada en cualquier otro trabajo previo de
poblacién mexicana (datos no mostrados). En 251 secuencias analizadas se encontraron 201
mutaciones en 192 sitios polimérficos. Del total de los sitios polimorficos mas de la mitad
(57.3%) son informativos; es decir, que el sitio presenta una misma mutacion en al menos dos
secuencias. Lo anterior es indicativo de que esa mutacion probablemente se ha fijado en la
poblacion, al heredarse de un haplotipo a otro, o bien que sean sitios informativos por su
contenido de mutaciones con caracteristicas de homoplasias. El porcentaje restante (42.7%) se
tratan de mutaciones no informativas, que mas alla de resultar no informativas, pueden tratarse
de polimorfismos Unicos en la muestra, resultado de mutaciones recientes.

Aunque las inserciones que se encuentran en las regiones de poli-citocinas de la regién control
de mtDNA no son tomadas en cuenta para la caracterizacion de los haplotipos, es importante
destacar que dichas inserciones se tratan de un polimorfismo muy frecuente en el mtDNA que
vale la pena analizar. En la primera region de poli-citocinas (303-309) se observa que es posible
tener no sélo una insercién, sino hasta tres de ellas. Cabe mencionar que, conforme el nimero
de inserciones aumente, se volvera cada vez menos recurrente. Sin embargo, lo mas frecuente
es una insercién, ya que practicamente la mitad de las secuencias analizadas lo presenta
(48.9%). En cuanto a la segunda region (311-315), Unicamente se observa una insercion en
practicamente todas las secuencias analizadas (98.4%); esto indica que dicha insercion esta
cercana a fijarse en la poblacion.

La diversidad haplotipica obtenida es del 99.76%, con un total de 208 haplotipos, ambos
valores son mayores a los presentados por Guardado et a/, (2009), trabajo que incluso tiene
una muestra poblacional total mayor a la aqui analizada. Lo anterior sugiere que, en un lapso
relativamente corto de 10 afios, los haplotipos en la CDMX muestran una mayor cantidad de
mutaciones, favoreciendo a la diferenciacion y diversificacion de los haplotipos, situacion que
se traduce en un aumento de la diversidad haplotipica.

Analizando la variabilidad genética por haplogrupos, es posible ver que el haplogrupo A es el
que presenta una mayor variabilidad con 96 haplotipos distintos y una diversidad haplotipica
del 99.59%. El segundo lugar de variabilidad genética se encuentra en el haplogrupo B, el cual
cuenta 40 haplotipos con una diversidad haplotipica mayor al 99% (99.59%). En tercer lugar,
se encuentra el haplogrupo C, que cuenta con 35 haplotipos con una variabilidad haplotipica
del 97.78%. Finalmente, el haplogrupo D es en donde se presenta una menor diversidad
genética en 13 haplotipos teniendo una variabilidad haplotipica del 90.64%. Para los dos
primeros haplogrupos (A'y B), los valores obtenidos de diversidad genética son mayores a los
reportados por Guardado et a/, (2009); contrario a lo que sucede en los haplogrupos Cy D,
donde se observa una notable disminucién en dichos valores.

Sobre la diversidad de los haplogrupos europeos, se analizaron siete haplogrupos con 60 sitios
polimorficos con una mutacién cada uno, y un total de 19 haplotipos con una variabilidad
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nucleotidica del 99.05%. Para los haplogrupos africanos, se analizaron tres haplogrupos y se
encontraron 36 mutaciones en el mismo numero de sitios polimérficos, en 5 haplotipos con
una diversidad haplotipica del 100%. A pesar de que el nUmero de muestras obtenidas para
haplotipos no nativo americanos es reducido (26 secuencias), se tiene una gran diversidad para
ambos grupos. Sin embargo, en los haplogrupos europeos dicha variabilidad disminuyo
respecto a lo reportado por Guardado et al. (2009), debido a que en el presente trabajo se
encontré un haplotipo europeo en dos individuos distintos, situacién que no sucedi6 en el
trabajo anteriormente mencionado. Contrario a lo que sucedié con los haplotipos africanos en
donde se observé una mayor diversidad genética.

En cuanto a los estimadores de variacion genética para la poblacién de la CDMX, se obtuvieron
los valores m=0.01234y 0,, = 0.03466; y debido a que ambos estimadores guardan la relacion
0,, > m, el valor Ddel test de Tajima es negativo (-2.05329). Dicha relacion indica que existe un
exceso de polimorfismos de baja frecuencia o mutaciones raras, lo que describe a una
poblacién que se encuentra en expansion y/o la presencia de seleccion direccional.

El exceso de polimorfismos de baja frecuencia puede explicarse por la alta tasa de mutacion
que presenta el mtDNA y a que dichas mutaciones han ocurrido recientemente, razdn por la
cual se presentan en muy pocos haplotipos o incluso lo hacen de manera particular para alguno
de ellos; asi como también porque se traten de mutaciones introducidas a la poblacién debidas
a efectos migratorios. Por su parte, el valor negativo del test D de Tajima indica que los
haplotipos ancestrales (haplotipos con polimorfismos de alta frecuencia o mutaciones
comunes), al paso del tiempo acumulan polimorfismos de baja frecuencia, haciendo cada vez
mas diferentes y diversos entre si a los haplotipos; situacion que genera un aumento en la
variabilidad tanto nucleotidica como haplotipica en la poblacién. Los resultados del test de
Tajima, de acuerdo a la bibliografia (Hamilton, 2009), suelen ser valores negativos cuando se
analizan polimorfismos de poblaciones humanas debido a un nivel de estructura poblacional
muy bajo, asi como un crecimiento poblacional rapido en el pasado reciente.

Adicional al analisis anteriormente descrito de los estimadores de variacién genética, asi como
el test de Tajima para la muestra poblacional de la CDMX, dichos valores se obtuvieron para
cada uno de los haplogrupos nativo americanos, asi como para los haplogrupos de poblacién
europea y africana. Los resultados muestran valores similares, a los obtenidos en el analisis de
la muestra poblacional completa, por lo que el comportamiento de esos grupos de
haplogrupos es igual al de la muestra poblacional completa de la CDMX, previamente ya
descrito.

Estimacion del flujo génico en la poblacion

Para determinar si dentro de la muestra poblacional analizada en el presente estudio, existia
estructura o diferenciacion entre las alcaldias, se llevo a cabo el analisis de estimadores de flujo
génico como el calculo de los valores p de las Fst entre las delegaciones, los cuales muestran
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que en 111 pares de alcaldias no existen diferencias significativas entre sus variaciones
genéticas, indicando que si existe flujo génico entre ellas, lo que las lleva a homogenizarse y
comportarse como una misma poblacidon. Sélo en nueve pares de alcaldias se observaron
diferencias significativas; en cinco de esas nueve comparaciones se encuentra involucrada la
alcaldia Gustavo A. Madero y en las cuatro restantes lo hace la alcaldia Tlalpan. Las diferencias
que tienen estas alcaldias es con Cuauhtémoc, Tlahuac, Iztapalapa, Magdalena Contreras y
Xochimilco. La diferenciacion entre estas alcaldias puede deberse a que cada una de esas
alcaldias se inici6 a partir de poblaciones originales distintas; y aun no se ha llegado a un
equilibrio entre la deriva y flujo génico, que las homogenice genéticamente, por lo que aln
tienen una estructuracion genética distinta entre ellas.

A pesar de que las diferencias significativas entre los pares de alcaldias fueron pocas, el calculo
de la Fst general resulta ser negativo (considerado cero), que mas que considerarse sinGnimo
de estructuracion genética puede ser debido a la gran variabilidad encontrada en la regién
control del mtDNA. Debido a esa gran variacion es dificil que la poblacion presente las mismas
mutaciones y sea homogénea. El valor de Nm obtenido fue negativo (considerado cero), lo
cual indica que no existe equilibrio entre el flujo génico y la deriva genética en la poblacion
analizada, en donde la deriva se encuentra actuando de forma independiente en cada
poblacién favoreciendo la diferenciacion genética entre las alcaldias. Lo anterior indica que el
tamafo efectivo de migracion necesario para contrarrestar los efectos de la deriva génica en
la region control del mtDNA para la poblacion de la CDMX es practicamente infinito o no
definido.

Por su parte, la prueba de Mantel para estimar el flujo genético mediante el aislamiento por
distancia, con una r=0.191 y p=0.149 indica que no existe una correlacién entre la distancia
geografica y la distancia genética (Fst pareadas) de las dieciséis alcaldias de la CDMX; es decir,
la diferenciacion genética entre los pares de alcaldias no se debe a la distancia geografica entre
ellas.

Los resultados anteriormente mencionados, muestran que, en la muestra poblacional para la
CDMX del presente estudio, de manera general existe flujo genético, aunque este no evita que
dicha poblacion sea heterogénea. El aislamiento por distancia entre las alcaldias no es
significativo considerando la capacidad de movilidad que tienen los humanos para desplazarse
de un lugar a otro, ademas de que se tratan de distancias relativamente cortas, no mayores a
los 50 kilometros. Si bien es cierto que en las alcaldias Gustavo A. Madero y Tlalpan se presenta
una diferenciacion genética con hasta cinco alcaldias mas, no se puede considerar que su
estructura genética es completamente diferente a la del resto de la poblacién de la CDMX,
porque no se diferencian con todas las alcaldias de dicha ciudad y, con aquellas en las que se
diferencian, resultan no tener diferencias significativas con el resto de la poblacion. Quiza el
poco flujo génico observado se deba a situaciones socio econdmicas o socio politicas que
limiten en cierta medida el entrecruzamiento y por tanto diferenciacion genética entre los
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habitantes de dichas alcaldias. Sin embargo, para probar dicha hipdtesis se deben llevar a cabo
mas analisis que no son objetivo del presente trabajo.

Relaciones filogenéticas del mtDNA

Debido a que cualquier regidon no codificante del mtDNA tiene las mismas posibilidades de
mutacion, es comun encontrar homoplasias dentro de los polimorfismos del mtDNA. Es por
ello que la construccion de arboles filogenéticos no resultan ser el mejor método de analisis,
ya que puede agrupar o desagrupar erroneamente distintas secuencias. El método de analisis
ideal para este tipo de secuencias resultan ser las redes de haplotipos (Bandelt et a/, 1995), las
cuales si permiten darle una interpretacién a las homoplasias, permiten visualizar la frecuencia
de los haplotipos y ver la variabilidad y diversificacién de los mismos.

En la red de haplotipos generada para la poblacion de la CDMX se pueden diferenciar con
claridad cuatro agrupaciones de haplotipos, los cuales pertenecen a los haplogrupos de origen
nativo americano: A, B, C y D. También se pueden apreciar que se agrupan algunos
haplogrupos europeos como el H, K, Ty U, a pesar de tener muy pocos haplotipos cada uno.
Para poder analizar con mayor detalle la red, se realiz6 una red para cada haplogrupo de origen
nativo americano y otra para los haplogrupos de origen europeo y africano; en ellas se puede
apreciar lo siguiente:

Claramente el haplogrupo A es el més diverso genéticamente; su red de haplotipos presenta
un patrdén radial, es decir, a partir de un haplotipo en comun surgen otros que se vuelven cada
vez mas distintos y diversos entre si. También se puede apreciar que entre los haplotipos y los
vectores medios se forman poligonos (cuadros), los cuales representan las homoplasias; dentro
de este haplogrupo se presentan 14 polimorfismos (en las posiciones: 64, 136, 152, 153, 16111,
16172, 16209, 16223, 16239, 16300, 16311, 16372, 16391 y 16519) productos de homoplasias,
algunas de ellas presentes en dos o mas haplotipos.

En la red del haplogrupo B, de igual manera se observa un patron radial y nuevamente se
observan patrones en la red que indican homoplasias, esta vez 13 polimorfismos (en las
posiciones: 114, 146, 152, 16104, 16092, 16140, 16182, 16183, 16295, 16311, 16357, 16362 y
16467). Por otra parte, en la red del haplogrupo C, se pueden observar haplotipos con mayor
frecuencia (nodos mas grandes), sinébnimo de que existe una menor variabilidad dentro de los
haplotipos, en este haplogrupo, Unicamente se encontraron 7 polimorfismos producto de
homoplasias (en las posiciones: 57, 152, 195, 16181, 16298, 16311y 16519). En cuanto a la red
del haplogrupo D se puede apreciar un patron radial mas claro, un haplotipo con una
frecuencia visiblemente mayor a la del resto de los haplotipos B y lo mas notorio de dicha red
es que no presenta patrones de homoplasia.

Por su parte, en la red de haplogrupos europeos y africanos se aprecian haplotipos Unicos, a
excepcion de un par pertenecientes a los haplogrupos H y T. Al igual que en las redes
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anteriores, se aprecian patrones que indican homoplasias, en este caso, Unicamente de 5
polimorfismos (en las posiciones: 73, 152, 16222, 16294 y 16519). El hecho de que
practicamente todos los haplotipos de esta red sean Unicos, se debe a la baja frecuencia (2%)
de haplotipos no nativo americanos en la poblacién de la CDMX.

Los patrones de estrella o radiales que se aprecian en cada una de las redes de haplotipos
generadas, son indicativos de una expansién poblacional (Forster, 2015), resultado acorde a
los valores obtenidos en las pruebas de variabilidad genética obtenidas en el presente trabajo.

Evaluacion cualitativa de cambios en el tamano poblacional

Para corroborar el supuesto de expansion poblacional observado en los patrones de las redes
de haplotipos y en el test D de Tajima, se realizé una grafica de mismatch distribution en la
cual se observa un patron muy cercano a una distribucion unimodal (Fig. 12), la cual se acerca
mucho a las frecuencias esperadas obtenidas bajo el supuesto de una poblacién en
crecimiento-disminucién. El valor de p (0.57456) indica que no hay diferencias significativas
entre las frecuencias esperadas de las diferencias pareadas y las frecuencias observadas para
las secuencias de la regiéon control del mtDNA de la poblacion de la CDMX, lo cual indica que
la poblacion de estudio se encuentra en crecimiento poblacional, resultado que corrobora los
patrones radiales observados en las redes de haplotipos de mtDNA vy el resultado del test D
de Tajima que de igual manera indican expansién poblacional.

Riqueza haplotipica de la poblacion de estudio

En la curva de acumulacién de haplotipos obtenida con las 251 muestras del presente estudio
se observa un patrén casi lineal, sinonimo de que con ese tamafio de muestra aun no se ha
muestreado la mayoria de los haplotipos estimados para la poblacion; dicho de otra forma,
cada nueva muestra que se incluya y se analice en el estudio, representara un nuevo haplotipo.

Con la finalidad de determinar el tamafio de muestra necesario para describir la gran mayoria
de los haplotipos, se realizo la extrapolacion de la curva de acumulacion de haplotipos con
6000 muestras, la cual muestra una riqueza aproximada a 1100 haplotipos, esto significa que
para muestrear y describir el 80% de ellos, se deben analizar alrededor de 2000 muestras,
mientras que para cubrir el 90% de dicha riqueza, seria necesario el analisis de 2700 muestras.

Con lo anterior, se determina que el presente estudio describe cerca del 19% de la riqueza
haplotipica estimada para la poblacion de la CDMX. A pesar de que el presente trabajo no
describe la mayor parte de la riqueza haplotipica, es probable que los haplotipos mas comunes
ya se hayan muestreado, quedando Unicamente los haplotipos raros. Ademas, es importante
considerar que la riqueza aqui descrita, va conforme la densidad poblacional de la CDMX, es
decir, no presenta sesgos de muestreo en cuanto a las poblaciones mayormente o
menormente pobladas de dicha ciudad.
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CONCLUSIONES

e Se estandarizé una metodologia que va desde la extraccién hasta la secuenciacion y analisis
de mtDNA, la cual resulté funcional y aplicable para laboratorios que deseen llevar a cabo
estudios con mtDNA.

¢ Solo el 30% de los individuos presenta ancestria en la CDMX de al menos dos generaciones,
el 70% restante de los individuos tiene ancestros con lugar de origen distinto al de la ciudad
estudiada, reforzando que la ciudad de estudio se encuentra sujeta a multiples migraciones,
debidas a distintos factores socioculturales.

e La frecuencia de ancestria materna definida por haplogrupos en la poblacion de la CDMX se
compone por: 90% de ancestria nativo americano, 8% europea y 2% africana.

¢ De los haplogrupos obtenidos, el 45% corresponde al haplogrupo A, 18.7% al haplogrupo B,
18.3% al haplogrupo Cy el 7.6% al haplogrupo D.

e Respecto a los haplogrupos con ancestria europea y africana se observd una mayor
frecuencia respecto a estudios previos realizados en CDMX, aumentando su variabilidad
genética.

e Se encontraron 201 mutaciones en 192 sitios polimorficos, 208 haplotipos y una diversidad
genética del 99.76%.

e La alta tasa de mutacion del mtDNA genera que, al paso de las generaciones y los afos, los
haplotipos acumulen un mayor numero de mutaciones, las cuales pueden no tener el mismo
origen (homoplasias) y presentarse en haplogrupos distintos con diferentes historias
evolutivas.

¢ Se encontraron 32 homoplasias, la mayoria de ellas entre los haplogrupos Ay B, los de mayor
variabilidad en la poblacion de CDMX.

e El aumento en el nimero de mutaciones, sitios polimérficos, nimero de haplotipos distintos,
diversidad haplotipica y nucleotidica, asi como los valores negativos para el test D de Tajima
demuestran que la poblacion de la CDMX se encuentra en expansion o crecimiento.

e La alta frecuencia en los polimorfismos de baja frecuencia demuestra que la mayoria de las
mutaciones encontradas son recientes debido a crecimientos poblacionales; favoreciendo
una diferenciacién haplotipica y un aumento en la diversidad genética.
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¢ En la muestra de la poblacion de la CDMX, existe flujo génico entre la mayoria de las alcaldias,
aunque no hay un equilibrio del mismo con la deriva genética, situacidon que provoca que la

poblacién es heterogénea debido a la gran variabilidad que presenta la regidn control del
mtDNA.

e Los patrones radiales de las redes de haplotipos en conjunto con el analisis de mismatch
distribution corroboran que la poblacién estudiada se encuentra en crecimiento o expansion.

e Las frecuencias de los haplotipos y haplogrupos generadas en este trabajo sobre los
polimorfismos de la region control del mtDNA representan un primer esfuerzo para generar
una base de datos util con fines de identificacién humana para poblacién de la CDMX.
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ANEXO 1. FORMATOS DE TOMA DE MUESTRA

Formato de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EMPLEO DE
MUESTRAS BIOLOGICAS EN ESTUDIOS DE DNA

Ciudad de México a de 201_.

Yo, i
manifiesto donar voluntariamente y sin mediar trato comercial alguno, muestra bioldgica de saliva
para estudios genéticos con finalidades de investigacion académica. Asimismo, declaro haber
recibido informacion suficiente y detallada de las finalidades del Proyecto al que mis muestras
estan destinadas, siendo consiente que podran ser empleadas en otros proyectos de investigacion
académica vinculados a estudios de Genética de Poblaciones.

El Proyecto que por principio tendra uso mi muestra bioldgica intitulado “Analisis de ADN
mitocondrial en poblacién mestiza de la Ciudad de México” tiene por objeto investigar cuales son
las frecuencias de haplotipos y haplogrupos presentes en el ADN mitocondrial de los pobladores
de la Ciudad de México. Me queda suficientemente claro que para establecer relaciones dichas
frecuencias, los investigadores deben extraer y analizar el DNA de la muestra, y que la informacién
obtenida servira para conocer mejor la Genética de Poblaciones de la Ciudad de México ademas
de brindar soporte estadistico para el ambito forense.

También se me informd que el riesgo para mi salud es nulo puesto que Unicamente se sometera a
analisis la saliva donada, sin requerirse intervencion alguna sobre mi organismo salvo el
procedimiento necesario para la obtencién de la muestra, a saber: exudado bucal con material
nuevo, estéril y no toxico.

En atencidn a lo anterior, autorizo el uso de mi muestra bioldgica donada exclusivamente para el
tipo de analisis genéticos aqui expuestos y con las finalidades académicas y de investigacion que
me fueron planteadas, quedando claro a ambas partes:

1. Que el trato comercial con la muestra, con la informacion obtenida de ella y/o con mis datos
personales, esta prohibido por Ley, y por lo tanto no puede ser objeto de comercio por ninguna de
las partes, ya sea entre si o con un tercero. Asimismo, el Proyecto de investigacion se compromete
a guardar la confidencialidad de todos mis datos personales y/o familiares, evitando en todo
momento identificarme directamente con la informacion genética obtenida de la muestra, misma
a la que se le dara exclusivamente el uso académico que me fue explicado y que consta en el
presente documento.

2. Que en todo momento guardo plena potestad sobre la muestra bioldgica proporcionada, razén
por la cual, estoy en completa libertad de revocar este Consentimiento cuando asi lo considere
necesario de acuerdo a mis intereses y/o creencias, sin que ello implique explicacién alguna al
Proyecto en curso sobre mi decision.

3. Que en todo momento debo ser notificado del estado que guarda mi muestra, asi como de la
informacién genética desprendida de ella y de las conclusiones a que llegue la investigacion.

4. Que cualquier otra finalidad académica (diferente de la aqui expuesta) que se le quiera dar a la
informacién obtenida de mi muestra, primeramente, debera serme planteada y suficientemente
explicada a fin de decidir libremente si deseo o no que mi muestra bioldgica tome parte en ello.




Leida la presente carta de consentimiento y quedando de conformidad, firma quien
saben hacerlo y quien no imprime su huella digital.

El donante (o tutor)

Nombre y firma del donante

Por el Proyecto

“Hemos discutido el contenido de esta Carta con el arriba firmante, habiéndole explicado la
naturaleza del estudio y los beneficios potenciales”

Responsables del Proyecto.
Dra. América Nitxin Castafieda Sortibran

M en C. Mauro Lépez Armenta
Bidl. Carolina Ledn Campos

Investigador del Proyecto y responsable de toma de muestra.

Nombre y firma de quien toma muestra

Laboratorio Genética. Instituto de Ciencias Forense. TSICDMX.
Nifios Héroes No. 130, Col. Doctores, C.P.06720, Ciudad de México, D.F. Tel. 5134 1300. Ext. 2339.
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Cuestionario informativo para toma de muestra

Datos del donante

*No. de muestra:

Fecha de toma de muestra:

Nombre:

Edad:

Delegacién en la que vive:

Correo electrénico:

**Numero telefénico celular:

**NUmero telefénico casa:

*Coordenadas:

Datos del ancestro conocido mas lejano via materna

Parentesco biologico

Nombre completo:

Afio de nacimiento:

Si ya no vive afio de fallecimiento:

Localidad, ciudad y pais de origen:

*Coordenadas:

* Datos que debera llenar el investigador ** Datos opcionales




ANEXO 2. ANCESTROS MATERNOS Y SU LUGAR DE
ORIGEN

Informaciéon de los ancestros maternos. Se muestra el nimero de ancestros maternos
(clasificados en madre, abuela, bisabuela y tatarabuela) de acuerdo a su lugar de origen
(Republica Mexicana o pais), el total por estado o pais, asi como el total de ancestros por cada
nivel de ancestria (madre, abuela, bisabuela y tatarabuela).

Madre Abuela Bisabuela Tatarabuela Total
Aguascalientes 0 1 1 0 2
Campeche 0 1 0 0 1
Coahuila 0 2 0 0 2
Chiapas 1 4 1 0 6
Chihuahua 0 0 1 0 1
CDMX 22 45 3 0 70
Durango 0 1 0 0 1
Guanajuato 1 5 2 0 8
Guerrero 0 3 2 0 5
Hidalgo 0 13 1 0 14
Jalisco 0 5 2 0 7
Edo. Méx. 6 18 2 0 26
Michoacan 4 11 2 0 17
Morelos 0 2 0 3
Nuevo Ledn 1 2 0 0 3
Oaxaca 1 14 3 1 19
Puebla 0 14 1 0 15
Querétaro 1 4 2 0 7
San Luis Potosi 0 0 1 0 1
Sinaloa 0 0 1 0 1
Tabasco 0 1 0 0 1
Tlaxcala 0 2 0 0 2
Veracruz 0 6 3 0 9
Yucatan 0 1 0 0 1
Zacatecas 1 2 0 1 4
Espafia 0 1 1 1 3
Alemania 0 0 2 0 2
EUA 0 2 0 0 2
Total 38 159 33 3 233




ANEXO 3. HAPLOTIPOS DE mtDNA

El haplotipo de cada muestra se presenta en orden de acuerdo al haplogrupo al que
pertenece.

El listado de haplogrupos se presenta en orden alfabético.

En la primera columna se encuentra el nUmero de muestra al cual corresponde dicho
haplotipo.

La posicion de las mutaciones se encuentra en color morado en la primera fila. Las
posiciones en rojo representan los “Marcadores de Haplogrupo” (en el caso de
haplogrupos Amerindios), mutaciones mediante las cuales se caracterizaba el
haplogrupo. Las posiciones en color verde representan mutaciones ancestrales. Las
posiciones en color turquesa representan sitios de insercién de citocinas en regiones
de Poli-C.

Las mutaciones en color negro representan transiciones y las de color verde
transversiones. En color rojo representan las heteroplasmias.
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ANEXO 4. ESTIMADORES DE FLUJO GENICO

Tabla 9. Matriz de valores p de los Fst y su significancia. Debajo de la diagonal, se muestran los valores p de los Fst entre las dieciséis alcaldias de la CDMX, sobre la diagonal se
muestra si dicho valor obtenido es significativo (+) o no significativo (-). Los asteriscos (*) marcan el cruce entre la misma alcaldia, razén por la cual no se registra informacion. En rojo
se muestran los valores significativos.

AZC coy cuJ XOH TLH GAM 1zC BJ 1ZP AO vC MC MiL TLP CUH MH
AZC * - - - - - - - - - - - - - - -
coy 0.9053 * - - - - - - - - - - - - - -
CcuJ 0.8828 = 0.9775 * = = = = - - - - - - - - -

XOH 0.459 = 06318  0.8086 * - + - - - - - - - - - -
TLH 03799 @ 0.5606 0.6445 0.7725 * + = = - - - - - + - -
GAM | 0.1289 | 0.1406 0.7246 0.0293  0.0127 * - - + - - + - - + -

1ZC 0.8281 0.793 09424 03926 02588 0.7617 * - - - - - - - - -
BJ 09775 09688 09697 0.7158 0.501 = 0.1943  0.9531 * - - - - - - - -
1zp 0.8164 @ 0.7266 09141 03574 0.2461 = 0.0273 0.834 0.7598 * = = = = + - -
AO 0.7275 | 09736  0.9951 0.6523  0.4414 | 0.2451 09873 0.9981 0.501 * - - - - - -
vC 0.7481 04043 0.7832 0.1641 0.1045 0.7529 09805 0.8496 0.3965 0.7822 * = = = = =

MC 0.3135 0.207  0.2969 0.5215 = 0.4648 0.0107 = 0.1231 = 0.3145 0.169  0.1856  0.0518 * - + - -
MIL 0.9922 = 09473  0.7949 0917 09121 03682 0.8828 09756 0.9092 0.9424 0.751  0.9824 * - - -
TLP 0.165 = 0.2422 = 0.7451 @ 0.0693 0.0273  0.8721 0.624 04707 @ 0.0342 04639 0.5557 @ 0.0059 0.2959 * + -
CUH 03174 04033 0.7969 0.9004 0.6631 0.0215 02959 06309 0.1055 0.5127 0.1377 0.2227 0.8643  0.0449 * -
MH 0957 07109 = 0.7334 0.6387 @ 0.4629 0.083 0.7334 0957 0.6045  0.7402 = 0.5811 0.499 0.9775 = 0.1582 0.5596 *

ABREVIATURAS: Azcapotzaclo (AZC), Coyoacan (COY), Cuajimalpa (CUJ), Xochimilco (XOH), Tldhuac (TLH), Gustavo A. Madero (GAM), Iztacalco (IZC), Benito
Juéarez (BJ), Iztapalapa (IZP), Alvaro Obregén (AO), Venustiano Carranza (VC), Magdalena Contreras (MC), Milpa Alta (MIL), Tlalpan (TLP), Cuahutémoc (CUH) y
Miguel Hidalgo (MH).



Tabla 10. Matriz de valores de Fst pareadas y distancias geograficas. Debajo de la diagonal, se muestran las distancias genéticas (Fst pareadas) entre las dieciseis alcaldias de la
CDMX, sobre la diagonal se muestra la matriz de las distancias geogréficas entre las dieciséis alcaldias de la CDMX (km). Los asteriscos (*) marcan el cruce entre la misma alcaldia,
razén por la cual se registra informacién.

AZC coy cuJ XOH TLH GAM 1zC BJ 1Zp AO vC MC MIL TLP CUH MH

AZC * 17.97 22.41 28.42 29.87 7.26 13.48 11.86 20.07 17.94 11.16 25.73 40.89 32.05 6.94 6.8
coy 0.035 * 16.85 11.05 16.46 20.08 9.79 6.11 10.14 10.19 13.03 13.97 23.31 15.44 11.66 12.64
cu 0.058 0.0773 * 24.79 32.78 28.59 24.11 16.9 26.81 6.84 25.71 7.63 34.2 17.84 20.72 16.03
XOH 0.005 0.019 0.0519 * 9.86 28.95 16.9 16.82 121 19.31 20.64 18.9 12.47 13.25 21.63 23.63
TLH 0.002 0.0161 0.0397 0.0345 * 27.93 16.45 20.24 9.83 26.47 19.54 27.92 16.13 23.1 23.05 27.05
GAM 0.0274 = 0.02148 0.029 0.0694 0.0923 * 12.14 14.54 18.32 23.2 8.53 30.68 41.15 3533 8.81 12.58
1ZC 0.036 0.0326 0.0775 0.0028 0.0206 0.02 * 7.24 6.62 17.38 3.74 23.18 29.02 25.04 6.91 12.08
BJ 0.045 0.0405 0.0751 0.0246 0.009 0.0138 0.0443 * 115 10.27 9.05 16.78 29.23 20.84 5.79 6.98
1ZP 0.022 0.0135 0.0524 0.0015 0.0105 0.039 0.0241 0.0179 * 20.01 9.82 23.96 23.35 22.99 13.33 17.83
AO 0.022 0.0302 0.0734 0.0187 0.003 0.0064 = 0.0432 0.0406 0.005 * 19.26 7.82 30.05 15.93 14.75 11.15
vC 0.026 0.0045 0.045 0.0334 0.0529 0.018 0.0502 0.0295 0.002 0.023 * 25.74 327 28.44 5.87 11.7
MC 0.0087 = 0.02777 0.0114 0.0146 0.011 0.1388 0.0616 0.0127 0.031 0.038 = 0.0837 * 27.01 10.23 22 18.94
MIL 0.105 0.1084 0.1085 0.0992 0.099 0.003 0.0967 0.1018 0.077 0.085 0.056 0.111 * 17.58 34.09 35.95
TLP  0.0263 @ 0.01197 0.0364 0.0551 0.0866 0.015 0.0157 0.0075 0.036 0.004 0.012 0.150 | 0.0107 * 26.63 25.57
CUH 0.0071 = 0.00218 0.0379 0.0311 0.018 0.0688 0.00719 | 0.0135 = 0.0253 = 0.007 @ 0.0288 @ 0.0225 0.061 0.0512 * 5.84

MH 0.05 0.0268 0.045 0.021 0.007 0.0412 0.0298 0.0461 0.014 0.024 0.017 0.01 0.117 0.0281 0.0127 *

ABREVIATURAS: Azcapotzaclo (AZC), Coyoacan (COY), Cuajimalpa (CUJ), Xochimilco (XOH), Tldhuac (TLH), Gustavo A. Madero (GAM), Iztacalco (I1ZC), Benito
Juarez (BJ), Iztapalapa (I1ZP), Alvaro Obregén (AO), Venustiano Carranza (VC), Magdalena Contreras (MC), Milpa Alta (MIL), Tlalpan (TLP), Cuahutémoc (CUH) y
Miguel Hidalgo (MH).



ANEXO 5. REDES DE HAPLOTIPOS DE mtDNA

Haplotipos nativo americanos (Haplogrupo A)

Fig. 16. Red media de haplotipos nativo americanos pertenecientes al haplogrupo A. Cada uno de 96 haplotipos pertenecientes al
haplogrupo A, se representan con un nodo (circulo rojo), el tamafio del mismo es proporcional a la frecuencia del haplotipo en la poblacién;
los nimeros representan la posicion de las mutaciones que presenta cada haplotipo y los vectores medios se encuentran representados
por los puntos negros.
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Haplotipos nativo americanos (Haplogrupo B)
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Fig. 17. Red media de haplotipos nativo americanos pertenecientes al haplogrupo B. Cada uno de 40 haplotipos pertenecientes
al haplogrupo B, se representan con un nodo (circulo verde), el tamafio del mismo es proporcional a la frecuencia del haplotipo en la
poblacién; los nimeros representan la posicién de las mutaciones que presenta cada haplotipo y los vectores medios se encuentran

representados por los puntos negros.
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Haplotipos nativo americanos (Haplogrupo C)

16172

Fig. 18. Red media de haplotipos nativo americanos pertenecientes al haplogrupo C. Cada uno de 35 haplotipos pertenecientes
al haplogrupo C, se representan con un nodo (circulo lila), el tamafio del mismo es proporcional a la frecuencia del haplotipo en la
poblacién; los nimeros representan la posicién de las mutaciones que presenta cada haplotipo y los vectores medios se encuentran
representados por los puntos negros.
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Haplotipos nativo americanos (Haplogrupo D)

16287

16291 16465 .

167142
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Fig. 19. Red media de haplotipos nativo americanos pertenecientes al haplogrupo D. Cada uno de 13 haplotipos pertenecientes
al haplogrupo D, se representan con un nodo (circulo turquesa), el tamafio del mismo es proporcional a la frecuencia del haplotipo en
la poblacion; los numeros representan la posicién de las mutaciones que presenta cada haplotipo y los vectores medios se encuentran
representados por los puntos negros.
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Haplotipos europeos y africanos
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Fig. 20. Fig. V. Red media de haplotipos nativo americanos pertenecientes a los haplogrupos europeos y africanos. Cada uno
de 26 haplotipos pertenecientes al haplogrupos europeos y africanos, se representan con un nodo (circulo de color de acuerdo al
haplogrupo), el tamafo del mismo es proporcional a la frecuencia del haplotipo en la poblacién; los nUmeros representan la posicion

de las mutaciones que presenta cada haplotipo y los vectores medios se encuentran representados por los puntos negros.
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