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Resumen

El gen que codifica el receptor a dopamina tipo 4 (DRD4) ha generado gran interés para la psiquiatria
por su relevancia como blanco terapéutico de algunas drogas con efecto antipsicotico, asi como por
la alta variabilidad presente en la secuencia de 48 pares de bases (pb) repetida en tdndem (VNTR)
localizada en su tercer exdn. Esta variabilidad genera un funcionamiento diferencial en el receptor
D4 al ser traducido, resaltando un funcionamiento diferencial en esta proteina G inhibitoria cuando
se tiene el polimorfismo de siete repeticiones (7R). Este polimorfismo se ha asociado con distintos
trastornos y fenotipos conductuales como: el trastorno por déficit de atencidn e hiperactividad
(TDAH), la esquizofrenia, el alcoholismo, la toma de riesgos, el rasgo temperamental de busqueda
de novedades o tendencias migratorias. Si bien el polimorfismo de 7R se presenta con una
frecuencia promedio del 20% a nivel mundial, es en el continente americano en donde se han
reportado los valores mas altos, alcanzando frecuencias de hasta el 78% en la poblacién Ticuna de
Brasil. El estudio de la diversidad de este gen en las poblaciones indigenas de México se ha
restringido a sdlo tres poblaciones y por ello el objetivo de este proyecto fue describir las frecuencias
alélicas y genotipicas del DRD4 en once poblaciones indigenas (627 individuos) distribuidas a lo largo

del pais y analizar su estructura poblacional.

Los datos obtenidos mostraron que existe una gran diversidad local. Por ejemplo, mientras
que la frecuencia promedio del polimorfismo de 7R en las poblaciones indigenas del Norte del pais
fue menor al 15%, y 24% en la poblacién Maya, las poblaciones del centro oeste de México fueron
del 42% y aun mas altas (> 50%) en las poblaciones indigenas de Oaxaca. Los resultados sugieren
gue las frecuencias de 7R encontradas en las poblaciones indigenas del norte del pais son similares
alas encontradas en las poblaciones indigenas identificadas en Estados Unidos, mientras que parece
existir unincremento de las frecuencias alélicas del 7R conforme las poblaciones se distribuyen hacia
el sur. Las frecuencias altas del 7R en el sur de México podrian ser producto de un evento de
seleccidon natural, o bien de migracion diferencial asociada a la conducta de busqueda de novedad

a su vez asociada al alelo 7R.



Abstract

The gene that encodes dopamine receptor type 4 (DRD4) has generated great interest in psychiatry
due to its relevance as a therapeutic target for some drugs with antipsychotic effect. In the same
way, due to the large number of polymorphisms that it presents due to a 48 bp sequence repeated

in tandem from two to eleven times called (VNTR) located in its third exon.

This variability generates a differential functioning in the D4 receptor, highlighting a malfunction in
inhibitory G protein when the polymorphism of seven repetitions (7R) is present. This polymorphism
has been associated with different disorders such as ADHD and schizophrenia; as well as alcoholism,
risk taking, novelty seeking trait, and migrations. Although the 7R polymorphism has a frequency of
20% worldwide, it has been reported the highest frequency in America, with the highest frequencies
being the Ticuna population of Brazil with a 78% frequency. The study of this gene in indigenous

populations of Mexico has been carried out in three populations.

The objective of this project was to describe the allelic and genotypic frequencies of DRD4 in
individuals belonging to eleven populations (627 individuals) distributed throughout the country

and to evaluate the existence of a population sub-structure in Mexico related to this polymorphism.

AMOVA analyzes showed that there is a sub-structure between populations related to DRD4
frequencies. The frequency of the 7R polymorphism in the indigenous populations of the North of
the country was <15%. On the other hand, the populations of central western of Mexico maintain
frequencies of 42% on average; while the indigenous populations belonging to the state of Oaxaca
were >50%. In the case of the Mayan population, the frequency of 7R was 24%. The results suggest
that the frequencies of 7R found in the indigenous populations of the north of the country coincide
with those found in indigenous populations of the United States, while there seems to be an
increase in the allele frequencies of the 7R as the populations are distributed towards the south.
The high frequencies of 7R in southern Mexico could be the product of a natural selection event or

genetic drift.



Introduccion

El estudio del gen del receptor a dopamina tipo 4 (DRD4) ha sido de gran relevancia en la psiquiatria
por ser blanco terapéutico de distintos antipsicéticos, por tener una gran cantidad de polimorfismos
dispersos en todo el mundo y por su asociacién con distintos trastornos psiquiatricos y rasgos de
comportamiento, en los cuales la efectividad terapéutica de distintas drogas es variable. Por ello es
importante entender la distribucion de estos en la mayor cantidad de poblaciones. Hasta el
momento de iniciar este trabajo, sdlo se habian reportado datos de la diversidad genética del DRD4
para poblaciones urbanas (mestizas) en la Ciudad de México, Guadalajara y en tres poblaciones
indigenas: tarahumara, mixe y maya. Con el objeto de expandir esta informacién, este trabajo se
enfocd en determinar el patrén de distribucién espacial de la variaciéon de una region altamente
polimérfica (VNTR 48 pb en el tercer exdn del gen DRD4) en once poblaciones indigenas distribuidas
alo largo del pais.

Nota aclaratoria

Esta tesis fue realizada en gran parte en el periodo que comprende la pandemia de COVID-19 lo cual
limitd severamente el trabajo experimental debido principalmente a las limitaciones de acceso a los
laboratorios impuestas por el Sector Salud. Por esta razdn los objetivos en esta tesis tuvieron que
ser acotados a un estudio de la diversidad alélica y genotipica de los polimorfismos del DRD4 en
poblaciones indigenas mexicanas.

® Ladopaminay sus receptores

La dopamina (DA) es un neurotransmisor de la familia de las catecolaminas con una enorme
importancia tanto para la biologia de los organismos, como en la historia de las
neurociencias. Inicialmente a esta molécula se le considerd sélo como un precursor de la
norepinefrina a través de la catalisis por la enzima dopamina B-hidroxilasa, pero esta idea
cambié cuando en 1957 Arvid Carlsson! y sus colaboradores encontraron en el nucleo
estriado de ratas una cantidad importante de DA sugiriendo que esta molécula podria fungir
como neurotransmisor independiente. Tanto este hallazgo, como otras investigaciones
subsecuentes estimularon el desarrollo de diversas drogas como la clozapina, el haloperidol
y la risperidona que al incidir en la sefalizacion neuronal dopaminérgica se consideraron
candidatos viables para formar parte del armamentarium farmacoldgico orientado al
tratamiento de diversos problemas y enfermedades psiquiatricas, como la esquizofrenia.

La relevancia neurobiolégica de la dopamina radica en su distribucion amplia a lo largo del

! Cabe destacar que los estudios de Carlsson lo hicieron acreedor al premio Nobel de Fisiologia o Medicina en el afio
2000 (Glowinski, 2017; Yeragani et al., 2010)



Sistema Nervioso Central (SNC) y a la gran diversidad de procesos fisioldgicos en los que
parece jugar un papel importante, los cuales incluyen entre otros, la actividad motora, los

sistemas de motivacion y la recompensa, el aprendizaje y la memoria (Rondou & Haegeman,

2010). Dopamine Dopamine
Di-like receptors D2-like receptors

Resulta aqui importante sefialar que todos estos (D, Ds) (D, D=2 28)

procesos requieren como paso inicial la union de la DA ( ‘m

a un grupo de proteinas receptoras de membrana Gas/ol \‘1 Gai/o

localizadas en diversos érganos y tejidos, de entre los ATP AC

gue se destacan aquellos receptores localizados en el \ E

SNC. @D
Estas proteinas receptoras a dopamina (DR) § /pK¢A N

pertenecen a la superfamilia de los receptores k l i

acoplados a proteinas G (GPCR) que poseen como PKA targets

elemento estructural comun varios dominios

Fig 1 Mecanismos de sefializacion de los
transmembranales. Los DR se clasifican en dos grupos Receptores a dopamina. En la izquierda se
muestra la familia D1 (activadora); A la
derecha se muestra la familia D2
(inhibitoria). Modificado de Osigna et al.,
2017.

principales: los receptores tipo-D1 constituidos por los
subtipos D1 y D5, que se caracterizan por acoplarse
intracelularmente a proteinas Gas los cuales activan el
sistema de transduccién de sefiales mediado por el incremento de los niveles de AMPc, y
los receptores tipo-D2 a los cuales pertenecen los subtipos D2L, D2S, D3 y D4 los cuales
interactuan con proteinas Gai y Gao, asociados a la disminucidn los niveles de AMPc (Osinga

etal., 2017; Fig 1).
Receptor a dopamina tipo 4 (DR4)
® Mecanismos de accidn, funcién a nivel molecular y fisioldgica

Una manera indirecta de establecer la distribucidon de una proteina en un organismo es el
identificar dénde y en qué momento se expresa la secuencia gendmica que la codifica.
Segun el Human Protein Atlas (2021), se ha reportado la expresidén de transcritos del
receptor a dopamina tipo 4 en multiples drganos y tejidos del cuerpo humano, lo que
sustenta su participacion en la regulaciéon de la presidon sanguinea, la funcién renal, la

vasodilatacion y la motilidad gastrointestinal (Bateup et al., 2008).



Particularmente relevante es la presencia del receptor a dopamina tipo 4 en el SNC
en donde se encuentra ampliamente distribuido, aun cuando de todos los DR el subtipo D4
es el que menos abundantemente se expresa en el cerebro (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).
Se ha descrito la presencia de mRNA derivado de la expresion del gen DRD4 en la corteza
cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, amigdala, ganglios basales, talamo, hipotalamo,
mesencéfalo, tronco encefalico y cerebelo (Fig 2). Otros trabajos mencionan la presencia de
mRNA en la corteza frontal, el bulbo olfatorio, la amigdala, el mesencéfalo vy

particularmente una expresion alta en la retina (Bahena-Trujillo, 2000).

Fig 2 Imagen modificada de
Human Protein Atlas (2021)
donde se pueden ver las
estructuras donde se ha
reportado la expresion de mRNA
del gen DRD4 en humanos.

. Cortezacerebral

. Hipotédlamo
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O Cerebelo

. Tronco encefélicoy médula
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O Amigdala

Por otra parte la proteina DRD4 posee a nivel de su secuencia de aminoacidos,
aproximadamente un 50% de similitud con los otros receptores de la familia tipo 2 (Jatana

et al.,, 2015).

En el SNC, la funcién de la proteina DRD4 se asocia principalmente a la sefializacion
mediada por la inervacidon de neuronas dopaminérgicas. Estas neuronas generan grandes

cantidades de conexiones aferentes dirigidas principalmente al ntcleo estriado (nucleo del



Gen del

cerebro medio- substancia negra-estriado dorsal); y a la via mesolimbica (nucleo del cerebro
medio- drea ventral tegmental- bulbo olfatorio), siendo esta ultima una ruta neural
claramente asociada al sistema de recompensa (Martel & Gatti, 2020). A nivel subcelular el
receptor del DRD4 se localiza fundamentalmente en las regiones postsinadpticas, en las
espinas dendriticas del estriado y la substancia nigra. El acoplamiento de uno de sus
dominios intracelulares (i.e. tercer asa) con una proteina Gi provoca la disminucion de los
niveles de AMPc, lo que a su vez reduce la actividad de la proteina cinasa A (PKA; Beaulieu

& Gainetdinov, 2011; Martel & Gatti McArthur, 2020).

Beaulieu et al., 2006 refieren que las principales vias de sefalizacién en el estriado
(PKA/DARPP-32; AKT/ GSK3; ERK) estan relacionadas con la actividad locomotora mediada
por vias dopaminérgicas, haciendo de los receptores a dopamina un elemento molecular
crucial para el desplazamiento de los individuos. En resumen, todos estos mecanismos
indican una fuerte conexidn existente entre la activacion de la proteina DRD4 y el sistema
de recompensa, la respuesta motriz y sus consecuencias en el comportamiento. Mas aun,
diferencias en la estructura conformacional de la tercera asa intracelular de la molécula

parecen asociarse con una eficiencia diferencial de los antipsicéticos (Woods, 2010).
receptor a dopamina tipo 4 en el humano (DRD4)

El gen del DRD4 humano fue clonado y descrito por primera vez por Van Tol et al., (1991),
quienes identificaron su localizacidn en el brazo corto del cromosoma 11 (11p 15.5). La
secuencia del mismo se caracteriza por ser rica en citosinas y guaninas, asi como por poseer
tres regiones intronicas y 4 exones (Aguirre-Samudio & Nicolini, 2005; Beaulieu &
Gainetdinov, 2011). El gen DRD4 posee multiples sistemas alélicos a lo largo de su secuencia;
por lo que se considera uno de los genes mas polimdrficos en el humano. Entre estos se
puede mencionar un polimorfismo identificado por la enzima de restriccion de tipo Il Smal
y otro por la enzima Pstl, ambos presentes en la regidn no codificante en el extremo 5’; una
sustitucidn de una guanina (G) por una citosina (C) en el nucleédtido -11 y otra en el tercer
exon de una timina (T) por una guanina, asi como una secuencia de 6 a 10 guaninas
continuas en el intrén 1; posee también una duplicacion de 12 pb y otra de 13 pb en el
primer exdn. Otras modificaciones relevantes son la sustitucion en la regién +31 donde se
modifica el codén 11 de glicina por arginina y una delecién poco frecuente de 21 pb

localizada en +106 - +126; posee ademas una modificacidn en la regién promotora -521/C



la cual ha sido de gran relevancia por su asociacién con distintos trastornos psicoticos
(Aguirre-Samudio y Nicolini, 2005; Paterson et al., 1992; Fig 3A). De todas estas variantes,
destaca la regién con un numero variable de 2 a 11 repeticiones en tdndem (VNTR)

localizada en el exdn 3 (Chang et al., 1996; Lichter et al., 1993; Van Tol et al., 1992).
® Regidén VNTR 48 bp del DRD4

Los VNTRs son elementos variables en la secuencia del genoma que pertenecen al grupo de
los mini satélites. En general estan constituidos por secuencias de entre 10 a 100
nucledtidos que pueden repetirse varias veces y se organizan en tandem, haciendo
altamente diversa a la region en la que se localiza (Ramel, 1997). Por lo general los VNTRs
se encuentran localizados en regiones intrénicas, principalmente en zonas de inicio de la
transcripcidn y enhancers. Trabajos recientes han detectado 35 638 VNTRs en humanos, de
los cuales 5 676 se encuentran en al menos el 5% de la poblacién, de igual forma existen
VNTRs que son Unicos de ciertas poblaciones, razén por la cual son relevantes al determinar

grupos poblacionales y relaciones de ancestria y descendencia (Eslami Rasekh et al., 2021;

A) 1R 2R 3R R
Gli/Arg
dup 12pb
G(6-10b) | dup 13pb
= o= | [0 %
; - o m
Regién Promotora Exén | Exén Il Exon lil Exon IV
B) C)
1R ACCCGCGCCCCGCCTCCCCCAGGACCCCTGCGGCCCCGACTGTGCGCC | PAPRLPQDPCGPDCAP
B3 CCCCGCGCCCGGCCTTCCCCGGGGTCCCTGCGGCCCCGACTGTGCGCC PAPGLPRGPCGPDCAP .
| sk | GCCGCGCCCAGCCTCCCCCAGGACCCCTGTGGCCCCGACTGTGCGCCC AAPGLPPDPCGPDCAP .
| a | CCCGCGCCCGGCCTCCCCCCGGACCCCTGCGGCTCCAACTGTGCTCCE PAPGLPQDPCGPDCAP ‘
SR CCCCGCGCCCGGCCTTCCCCGGGGTCCCTGCGGCCCCGACTGTGCGCC PAPGLPRGPCGPDCAP |
6R CCCCGCGCCCGGCCTCCCCCAGGACCCCTGCGGCCCCGACTGTGCGCC PAPGLPQDPCGPDCAP .
7R CCCCGCGCCCGGCCTCCCCCCGGACCCCTGCGGCTCCAACTGTGCTCC  PAPGLPPDPCGSNCAP |

Fig 3 A) Gen del DRD4 con sus principales polimorfismos B) Tabla con las secuencias nucleotidicas y de aminodcidos de los repetidos de la region
VINTR reportadas por (Van Tol, et al., 1992); C) Imagen de la primera secuencia de nucleétidos y de aminodcidos publicada del gen clonado del
DRD4 publicada en Nature (Van Tol et al., 1991).



Fig 3C), La primera descripcion de este sistema polimdrfico tipo VNTR ocurrié un afio
después de su clonacién (Van Tol et al., 1992) en un articulo que describid la presencia de
tres o mas variantes del DRD4, llamadas en ese momento como D4.2, D4.4y D4.7, asociadas
a secuencias de 48 pb que se repetian en tdndem 2, 4 6 7 veces con ligeras variaciones entre
las secuencias (Fig 3B). Cbmo se menciond, se predice que esta regidn al traducirse
constituye la tercera asa que une los segmentos transmembranales 3 y 4 de la proteina.
Dada la variabilidad de esta secuencia codificante se anticipa que deben generarse
receptores que poseen un tamafio variable en esta region intracelular. Paralelamente se
reportd que el tamano de la tercera asa de los GPCRs se asocia a efectos diferenciales en la

transduccién de sefiales al interactuar con proteinas G (Dowd, 1992; Fig 4).

Actualmente se sabe que la secuencia de 48 pb se puede repetir desde dos a once
A : B veces (2R-11R; Fig 5). Adicionalmente, se ha
: . descrito una variante rara constituida por una
secuencia trunca que posee cuatro
repeticiones de 48 pb mds 18 pb extras
(haplotipo 4.5R; Hattori et al., 2009). El alelo
mas frecuente a nivel mundial es el 4R con un
65% seguido por el 7R con 19% y el 2R con 9%

(Chang et al., 1996; Fig 5). Existen importantes

diferencias en la frecuencia de estos

D4,4 repeats D4,7 repeats polimorfismos entre diferentes grupos de
Fig 4 Estructura proteica del receptor a dopamina tipo 4 A) de
cuatro repeticiones B) de siete repeticiones. Obtenido de Woods
etal.,, 2010.

poblacién.

Desde Van Tol (1992) ya se habia descrito que las
secuencias de 48 pb podian variar discretamente en la secuencia de nucleétidos de las
mismas, es decir son imperfectas cuando se comparan vis-a-vis. A estas variantes de las
secuencias de 48 pb se les han denominado motifs y la unién de distintos motifs forma los
haplotipos. Ello conlleva a que se incremente de manera importante la diversidad de esta

region VNTR.

Por esta razén se comenzé a generar una forma alternativa de clasificar a los alelos
y catalogarlos no sélo por el nimero de repetidos, sino por el tipoy orden de los motifs

gue los constituyen. Por ejemplo, el haplotipo denominado (1-2-3-4) de 4R fue el primero



en ser descrito?, por lo que los motifs 1, 2, 3 y 4 que lo forman; para la variante del 2R el
haplotipo mas comun es (1-4), lo que significa que comparte la secuencia inicial y final del
4R; para el de 7R es (1-2-6-5-2-5-4). Existe una gran diversidad de motifs (a la fecha mds de
48), muchos de ellos poco frecuentes en las poblaciones. Algunos ejemplos de estos
motifs/haplotipos serian: del 2R (30-4); del 4R (1-2-13-4) y el (1-2-14-4); 7R (1-2-6-5-2-5-19)
y el (1-8-25-5-2-5-4) (Ding et al., 2002; Tovo-Rodrigues et al., 2013). Los motifs reportados

al dia de hoy se encuentran en la tabla suplementaria 1.

e Polimorfismo VNTR 48 bp del DRD4 alrededor del mundo

Si bien los polimorfismos del DRD4 comenzaron a ser de gran interés para la comunidad
cientifica durante los afios 1990s debido a su relacién con el TDAH, la esquizofrenia, el rasgo
de personalidad de busqueda de novedad, la hiperactividad y la toma de riesgos, el primer
paso para estudiar los polimorfismos del DRD4 a nivel poblacional era conocer la
distribucién global del mismo. Por esta razén Chang et al., (1996) realizaron un estudio con

36 poblaciones alrededor del mundo reportando sus frecuencias alélicas. Los resultados

Frecuencias mundiales

HEEEEEEEEEN -
HEEEEENEEN o
E |

4R 65%

Fig 5 Polimorfismos del DRD4 2R-11R y sus frecuencias a nivel mundial segun (Chang et al., 1996).

Las secuencias han sido nombradas en orden numérico secuencial segutin se han descrito en la literatura
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mostraron que aun cuando la frecuencia de 4R era la mas comun en practicamente todos
los continentes, en América se identificaba en algunas poblaciones una frecuencia incluso
mayor del alelo 7R (48.3%) comparado con el 4R (43.8%), especialmente en aquellas
poblaciones localizadas al sur del continente. Los otros continentes mostraron frecuencias
de 4R (77.7%), 7R (13.3%) y 2R (1.7%) en Africa; de 4R (71.1%), 7R (11.7%) y 2R (7.8%) en
Europa y medio este; de 4R (73.7%), 7R (1.9%) y 2R (18.1%) en Asia; y de 4R (60.8%), 7R
(16.5%) y 2R (15.1%) en el Pacifico. Estos resultados mostraron una diferencia clara en la

distribucién de los alelos 2R (altos en Asia) y 7R (altos en América y muy bajos en Asia).

La seleccion del DRD4

Un estudio publicado a finales de los afios 1990s reporté que los alelos denominados
“largos” (i.e. mayores a 5R) del DRD4 se asociaban con la distancia recorrida por distintas
poblaciones en: 1) micro migraciones, haciendo referencia a los habitos que tienen ciertas
comunidades de ser propensos al desplazamiento, ejemplo de esto son las poblaciones de
cazadores-recolectores; y 2) las macro migraciones que describe grandes movimientos
poblacionales que algunos grupos han tenido que hacer en su historia demografica (Chen
et al., 1999). Los autores propusieron que el DRD4 podria estar siendo sometido a seleccion
natural en las poblaciones con alelos largos donde el rasgo conductual de busqueda de
novedad, la hiperactividad y la toma de riesgos les impulsaba a tener un mayor
desplazamiento y por el contrario la poblacién con alelos cortos (i.e. 5 repetidos o0 menos)

los hacia mas sedentarios (Chen et al., 1999).

En el articulo de Chang et al., (1996) se menciona que el alelo de 4R estaba presente
en todas las poblaciones analizadas en su trabajo y senalaba que la existencia de tantos
alelos apuntaba a un fendmeno de seleccidn por los heterocigotos 2R/7R y 4R/7R; sin
embargo, la casi total ausencia del alelo de 7R en poblaciones asiaticas contradecia esta
explicacion. Con los trabajos de Ding et al., (2002) y Wang et al., (2004) se sugirié que el
genotipo de 7R era de 5 a 10 veces mas joven que el genotipo 4R, y la explicacion mas
probable para el incremento en las frecuencias alélicas del 7R de hace 30,000 a 50,000 aios

era que el alelo estaba siendo sometido a seleccién de tipo diversificadora ventajosa para
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el heterocigoto 4R/7R (Ding et al., 2002). Es importante mencionar que el surgimiento del
DRD4 7R es contemporaneo al periodo en el cual se da la mayor expansién migratoria
humana durante el Paleolitico superior, en el que se sitla la salida de H. sapiens de Africa
hace 55,000-65,000 afos. Hace 45,000-55,000 afios ya se encontraba en Eurasia y en
Australia; en Siberia hace 45,000 afios y en América hace 14,000 -15,000 afios, aunque otros
autores estiman ocurrié hace 23000 afios, esto debido a un periodo en el cual las
poblaciones humanas se mantuvieron en Beringia para posteriormente desplazarse dentro
del continente americano (Nielsen et al., 2017). En los resultados obtenidos por Wang et al.,
(2004) al analizar el desequilibrio de ligamiento (LD) en la region VNTR comparado con las
regiones adyacentes al tercer exén encontraron un alto LD en portadores del alelo de 7R/7R.
Este resultado se ha interpretado como una evidencia de que el alelo de 7R debi6 originarse
poco antes del éxodo humano de Africa, o bien surgir fuera de Africa y posteriormente una

migracion lo introdujo a este continente.

Ding et al., (2002) y Wang et al., (2004) proponen que el origen del alelo de 7R
proviene de una serie de mutaciones y transversiones que posteriormente la seleccién
natural fijé en las poblaciones hace aproximadamente 30,000 a 40,000 afios. Hattori et al.,
(2009) mencionan que es posible que la deriva génica haya influido en el aumento del

genotipo 7R/7R en distinta proporcidn alrededor del mundo y particularmente en América.

Por el contrario Keneth Kidd et al., (2014) argumentaron que en la actualidad los
estudios del genoma son tan amplios que se podrian hacer comparaciones entre las
frecuencias alélicas del DRD4 7R alrededor del mundo con las frecuencias de cientos de
SNPs que varian sélo por deriva génica y no por selecciéon y coincidirian entre ellos,
contradiciendo la idea de un proceso de seleccidn. La verdadera pregunta es si el DRD4 7R

fue sometido a seleccién y si lo fue, cdmo.

Algunos arquedlogos cognitivos mencionan que hace aproximadamente 50,000
afios los humanos mejoraron drasticamente sus habilidades motrices y de memoria
desencadenando fenémenos tan complejos como el arte, el uso de herramientas mds
complejas, la tecnologia de arco y flecha, y el lenguaje entre otros (Coolidge & Wynn, 2016).
Todos estos cambios no pudieron ser posibles sin un cambio en la fisiologia del cerebro
producida por una serie de mutaciones en nuestro acervo genético (Bender, 2020; Coolidge

& Wynn, 2016). Aqui es donde la teoria Gen-Cultura es relevante ya que en los ultimos
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50,000 aiios se ha reportado la seleccidon de genes que han sido cruciales para el desarrollo
cognitivo en los humanos como son, los genes FOXP2 (lenguaje), NOVA1 (splicing y
metabolismo neuronal), SLITRK1 (regulacién de sinapsis), LUZP1 (regula la migracion
celular), ARHGAP32 (regula la formacién de espinas dendriticas), ADSL (metabolismo de
purinas, se ha asociado con autismo), HTR2B (impulsividad) y CNTNAP2 (lenguaje vy
aprendizaje), generando cambios en la fisiologia, en el comportamiento y en la forma del
cerebro humano (Neubauer et al., 2018). Podria ser posible que al igual que estos genes el
DRD4 también jugara un papel importante modificando habitos de vida y modelando

comportamientos en las distintas culturas.

La evolucién cultural o evolucion gen-cultura argumenta que la diversidad bioldgica
(y en particular la genética) es lo suficientemente relevante en las poblaciones humanas
como para repercutir en las mismas, influyendo en lo que es Homo sapiens hoy en dia. La
herencia de los rasgos en la evolucién cultural no ocurre de la misma forma que la evolucién
bioldgica, ya que en ésta el origen de la variacion se da por las innovaciones que ocurren en
las poblaciones en una época y lugar determinados, y a su vez deben ser beneficiosas al
menos en apariencia para que sean apropiadas y transmitidas mediante el aprendizaje
(Cavalli-Sforza, 2007). Algo particular de este tipo de herencia es que estos rasgos pueden
heredarse verticalmente (de padres a hijos) u horizontalmente (entre individuos no
emparentados) ya sea mediante la ensefianza o la imitacion, ademads de esto pueden ser
heredadas de forma lamarckiana (Gintis, 2007; Richerson & Boyd, 2012). Todas estas
innovaciones provienen de la gran capacidad cognitiva que adquirié H. sapiens en los
ultimos 100,000 afios. Esta capacidad de transmitir informacidon estd asociada con un grupo
de mutaciones presentes en los humanos, pero no en otros primates (Bender, 2020). Por
estas razones se sugiere que algunas mutaciones asociadas a la forma y al funcionamiento
del cerebro de H. sapiens desencadenaron su modo de subsistir, interactuar y comportarse
(Bender, 2020; Coolidge & Wynn, 2016; Lombard & Hogberg, 2021). Asi pues, el H. sapiens
tiene dos fuentes importantes concatenadas y en interaccion que determinan su
comportamiento: el primero es la cultura; y la segunda su herencia bioldgica (Richerson &

Boyd, 2012).

Un ejemplo clasico de un fendmeno donde la biologia influye en el desarrollo de

habitos que adquieren las poblaciones es el del gen de la lactasa: se plantea que debido a
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una escasez de comida en Oriente medio producida por el cambio climatico hace 11,000
afios, las poblaciones de esta zona cambiaron sus habitos de consumo y comenzaron a
alimentarse con la leche de animales que tenian disponibles. Esto fue posible debido al
surgimiento de una mutacién que permite que la lactasa, una enzima que degrada a la
lactosa se mantenga activa durante toda la vida, y que en la mayoria de los individuos se
encuentra activa sélo durante la infancia. Esta ventaja en la obtencién de carbohidratos fue
esencial para el crecimiento poblacional en Europa hace 6,000 afios, influyendo en el
desarrollo de las culturas ganaderas y de produccidn lactea. Como consecuencia de este
fendmeno en la actualidad, paises como Holanda y Suecia cuentan con casi el 100% de la
poblacién tolerante a la lactosa y ademas de esto en otras regiones como Africa Oriental se
desarroll6 esta misma tolerancia con resultados similares, pero generadas por otras
mutaciones en el mismo gen (Cavalli-Sforza, 2007; Kim & Sasaki, 2014). Este ejemplo
muestra cdmo una, o una serie de mutaciones puede ser lo suficientemente relevante como
para cambiar los habitos de vida de todo un continente en unos milenios. Pero, ées posible
que el DRD4 influyera en la evolucion cognitiva del humano modelando su

comportamiento?.

Existen muchos ejemplos en donde algunos genotipos han sido asociados al
comportamiento, ya sean rasgos de la personalidad o trastornos psiquiatricos. Los esfuerzos
mas grandes de asociar algunos polimorfismos se encuentran en un pufiado de genes
implicados principalmente a las vias dopaminérgicas y serotoninérgicas (Kim & Sasaki,
2014). Algunos ejemplos de esto podria ser los polimorfismos del promotor del gen
transportador de serotonina SLC6A4 con dos alelos; uno Largo (L) y uno corto (S), donde el
polimorfismo corto se ha asociado con depresion y ansiedad (Lesch, 1996), pero ademas el
gen se ha asociado con el individualismo y el comportamiento colectivo en las poblaciones
siendo sometido a seleccion el polimorfismo (S) en poblaciones con tendencia a priorizar la

cohesion grupal (Chiao & Blizinsky, 2010).

Otro ejemplo de esto es la regidon VNTR localizada en el promotor de la mono amino
oxidasa A (MAO-A) en el cual el nUmero de repetidos afecta tanto la cantidad de enzima,
como la actividad de ésta. En este caso tener dos repetidos (2R) o tres repetido (3R) se
asocia con una actividad baja en la MAO-A; mientras que poseer 3.5R, 4R o 5R con una alta

actividad enzimatica. La baja actividad de la MAO se ha asociado con conducta antisocial y
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la agresidon en algunas poblaciones (Beaver et al., 2013) y al igual que el DRD4 su elevado

desequilibrio de ligamiento sugiere que ha sido sometido a seleccién natural recientemente

(Gilad et al., 2002).

El caso del DRD4 es relevante ya que no sélo se ha asociado a trastornos

psiquiatricos y adicciones, sino que también ha sido fuente de diversas teorias donde el

polimorfismo de 7R pudo haber sido ventajoso para el humano durante distintos periodos

de su historia y de diferentes maneras:

1.

Es posible que en los primeros humanos se hayan seleccionado rasgos
prosociales como la empatia, la verglienza, el orgullo y la reciprocidad,
desarrollandose fuertemente en las estructuras cerebrales de los humanos
comparados con los de otros primates (Gintis, 2007). Esto no deja de ser
paraddjico debido a que la conducta prosocial y el altruismo no son faciles
de explicar por la evolucion (en particular por seleccidn natural; Jiang et al.,
2013). La teoria mas aceptada para explicar la conducta prosocial y el
altruismo es la denominada en inglés kin selection, segun la cual estos
rasgos aseguran la descendencia mediante la supervivencia de los parientes
cercanos, aunque esto no explica el comportamiento altruista del humano
con otros no emparentados (Jiang et al., 2013). Podria ser que la capacidad
del humano en confiar en otros fue uno de los factores que le permitieron
la vida en comunidades tan grandes y complejas como las que tenemos en

la actualidad (Jiang et al., 2013; Kitayama et al., 2014).

La mayoria de las investigaciones genéticas de conducta prosocial
se enfocan en estudiar vias asociadas a hormonas como la oxitocina,
dopamina y la serotonina debido a su importante asociacion con la
cooperacioén, la confianza, la comunicacion positiva y la sensibilidad (Kim,
2014). En el caso de la dopamina, el DRD4 ha sido de particular interés
debido a la alta heredabilidad de la conducta prosocial (el porcentaje de la
varianza explicada por la variabilidad genética es de alrededor del 50% ) y a
que se ha reportado una correlacién del gen con la conducta prosocial

(altruismo, empatia y asertividad; Rushton et al., 1986).
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El DRD4 se ha asociado con la conducta prosocial principalmente
analizando los polimorfismos de la region VNTR enfocandose en los alelos
largos >6R y los alelos cortos <6R o bien, a la presencia/ausencia de los
polimorfismos 2R y 7R, en los cuales se ha reportado que el receptor que
traduce el gen tiene menor actividad (Jiang et al., 2013). Se ha encontrado
que los individuos que portaban el polimorfismo de 7R era menos altruistas
gue los que no lo portaban (Bachner-Melman et al., 2005), ademas se ha
reportado una asociacién del DRD4 con el altruismo si es analizado en
conjunto con factores ambientales y a los polimorfismos largos del DRD4

con la agresividad (Jiang et al., 2013).

Kitayama et al., 2014 mostraron como el DRD4 puede modular las
influencias culturales. Compararon poblaciones con estilos de vida
independientes de su familia como las encontradas en la poblacién europea
y de Estados Unidos con la poblacion con estilos de vida mas
interdependientes y con identidad de grupo como lo es la poblacién
asiatica. En los individuos con polimorfismos 2R y 7R parece ser que se

exacerban tanto el rasgo independiente, como interdependiente.

Otro ejemplo asociado con la conducta prosocial influenciada por el
DRD4 se dio en un estudio donde la poblacion apegada a la religién tiene
una mayor conducta prosocial si posee los polimorfismos 2R y 7R
comparado con los no religiosos y con los que poseen otros polimorfismos
del DRD4 (Kim & Sasaki, 2014). Estos datos sugieren que el DRD4 tiene una
influencia importante en la forma en la cual los humanos interactdan en

comunidad.

Un tema que se menciona con gran frecuencia en los articulos relacionados
con el DRD4 es su relacién con la denominada “busqueda de novedad”. Esta
categoria conductual es usada en la psicologia y psiquiatria para referirse a
individuos con un rasgo de la personalidad que se caracteriza por tener una
predileccidon por los estimulos novedosos, razén por la cual esta altamente
ligado con el sistema de recompensa del cerebro. Este rasgo por ejemplo

parece predisponer al individuo al consumo de alcohol, de drogas,
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desordenes alimenticios; también se ha asociado con el deseo sexual, la
infidelidad, la promiscuidad y realizar actividades extremas como esquiar
(Halley et al., 2016; Weeland et al., 2015; Thomson et al., 2013). Debido a
todas estas caracteristicas y a su alta heredabilidad ligada a su genética
(entre 30% y 40%) (Stallings et al., 1996), la busqueda de novedad se ha
ligado fuertemente a los polimorfismos del DRD4, reportandose evidencia
en primates no humanos (Cercopithecus aethiops; Bailey et al., 2007), y en
humanos (Ebstein et al., 1996; He et al., 2018), existiendo de igual forma

controversias con esta asociacién (Kluger et al., 2002)

Un trabajo longitudinal realizado por Laucht et al., (2006) con 232
nifios reportd niveles bajos de atencidén en los varones (114) a los tres
meses de edad, asi como un mayor valor de busqueda de novedad a los 15
afios en individuos que portaban el polimorfismo de 7R del DRD4. De igual
forma un trabajo con 118 hombres demostré que existia una asociacion
entre los alelos largos del DRD4 con la busqueda de novedad y en la toma

de decisiones potencialmente peligrosas y dafiinas (Roussos et al., 2009).

Es muy interesante observar la gran cantidad de asociaciones
potencialmente negativas que se le asocian a los polimorfismos largos del
DRD4 y en particular el alelo de 7R. La pregunta interesante es saber cémo
pudo incrementarse la frecuencia de 7R en Sudamérica si aparenta ser

perjudicial para los individuos en la actualidad.

El estudio de 18 poblaciones indigenas de Sudamérica realizado
(Tovo-Rodrigues et al., 2010) parece mostrar una asociaciéon entre las
poblaciones con frecuencias altas de 7R con estilos de vida o pasados
recientes de ser cazadoras-recolectoras conectado con la busqueda de
novedad. Esto sugiere que las poblaciones cazadoras-recolectoras podrian
usar la conducta exploratoria y la toma de riesgos como una adaptacién a
ese estilo de vida. Prueba de esto es que 7 de las 8 poblaciones con
frecuencias mas altas del polimorfismo de 7R son cazadoras recolectoras

(Salzano, 2012; Tovo-Rodrigues et al., 2010).
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Eisenberg et al., (2008) realizaron un estudio analizando a dos
poblaciones del grupo ariaal de la regidn Marsabit en Kenya. Estas
poblaciones eran pastoriles. Una era recientemente sedentaria (87
hombres); y la otra era ndmada (65 hombres). Los investigadores
encontraron que los individuos con el polimorfismo 7R manifestaban
mejores condiciones nutricionales (IMC y Grasa libre) si eran némadas, y
peor nutridos si eran sedentarios. Esto muestra que el alelo 7R pareciera
aportar algun tipo de ventaja adaptativa en las poblaciones nédmadas. El
fendmeno migratorio en humanos es un evento muy complejo que es
influenciado casi en su totalidad por factores sociales y culturales, la
mayoria de estos generados principalmente por falta de recursos y los
conflictos producidos entre las poblaciones. Estos eventos de
desplazamiento generan consigo crecimientos poblacionales, la expansion
de la cultura, la lengua e inevitablemente de los genes (Napierala et al.,

2016).

Los flujos migratorios humanos fuera de Africa iniciaron entre
45,000y 65,000 aios, lo que ha generado variaciones en el acervo genético
de las poblaciones humanas a lo largo del planeta debido a cuellos de
botella y al efecto fundador (Henn et al., 2012). Estos fendmenos han
favorecido cambios en la diversidad genética de todo el mundo y el
poblamiento americano generado hace 15,000 afios aproximadamente no
parece ser la excepcion, debido a que los pequefos grupos humanos que
ingresaron al continente tienen una diversidad genética que se reduce al
encontrado en los grupos que habitaban el este de Asia en ese momento

(Henn et al., 2012; Nielsen et al., 2017).

Las principales conexiones que se han analizado entre la migracién
y el comportamiento son los rasgos de busqueda de novedad y la
sociabilidad asi como también a las conductas exploratorias en los cuales el
DRD4 tiene un papel fundamental (Chen et al., 1999; Matthews & Butler,
2011; Napierala et al., 2016). Por esta razdn, diversos autores han pensado

que el DRD4 7R podria tener implicaciones ventajosas en sociedades
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némadas ya que esta conducta podria haber facilitado la obtencién de

recursos (Chen et al., 1999; Eisenberg et al., 2008; Chen et al., 1999).

En el trabajo de Chen et al., (1999) analizaron las frecuencias alélicas
del gen DRD4 obtenidas de 2320 individuos en 39 poblaciones alrededor
del mundo y se compararon con la historia de micro y macro migraciones
reportadas principalmente por trabajos de Cavalli-Sforza publicados en la
Ultima parte del siglo XX. Los resultados mostraron una asociacién entre los
alelos largos y las poblaciones migratorias. Matthews & Butler, (2011)
llegaron a la conclusion de que existe una correlacién entre los
polimorfismos DRD4 2R y 7R con las distancias migratorias, pero aclaran
que es posible que el resultado de estas frecuencias podria ser fruto de la
deriva génica y los cuellos de botella producidos durante la historia de las

migraciones humanas.

Un trabajo de heredabilidad del comportamiento migratorio
realizado con poblacién mexicana que emigré a los Estados Unidos
encontré que los factores ambientales eran el principal determinante en la
migracion de poblacion joven, con una mayor correlacién en hombres; y
por otro lado la predisposicion genética tenia un peso importante en
poblaciones adultas y en particular una mayor influencia en mujeres. Una
explicacion para el factor hereditario del fenédmeno es la seleccién de los
rasgos del comportamiento, donde la poblacidon migrante debe sobrellevar
el riesgo, la incertidumbre y tener el valor de iniciar una vida nueva en un
ambiente completamente nuevo y todos estos rasgos se asocian con el

polimorfismo 7R del DRD4 (Napierala et al., 2016).
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® Polimorfismos del DRD4 en los pueblos originarios de América

Las diferencias en las frecuencias alélicas del DRD4 generaron interés en la comunidad
cientifica sobre todo en América, donde el alelo de 7R es mas frecuente comparado con
otros continentes, y donde ademas éste se asociaba a distintos trastornos y rasgos de la
personalidad. Las poblaciones originarias del continente americano analizadas por Chang et
al., (1996) pueden dar una mejor idea de cémo eran las frecuencias del DRD4 antes de la
colonizacién en comparacidon con las poblaciones urbanas que tienen una mayor
probabilidad de poseer polimorfismos del DRD4 provenientes de otras regiones del mundo

principalmente Europa dada su historia demogréfica.

Las primeras poblaciones americanas analizadas en sus frecuencias alélicas del
DRD4 fueron la poblacién muskoke, el pueblo jemez, pima y maya del norte de América, asi
como los quechua, karitiana, surui y ticuna de Sudamérica (Chang et al.,, 1996).
Posteriormente, Tovo-Rodrigues et al., (2010) analizaron la variacidon en 23 poblaciones
indigenas americanas. Las frecuencias en América parecian tener el mismo
comportamiento que propuso Chan et al., (1996), es decir una mayor frecuencia de 7R en
Sudamérica, con la particularidad de mostrar una mayor regionalizacion de este
polimorfismo en la regién del Amazonas, principalmente en las poblaciones cazadoras-
recolectoras con la excepcion de la poblacidn ticuna que es agricultora Fig 6. De igual forma
se encontrd en la region del Amazonas un motif que parece ser endémico de la zona el 7R

(1-2-6-5-2-5-19), (Tovo-Rodrigues et al., 2010).

FRECUENCIAS DE POLIMORFISMOS DEL DRD4 EN POBLACIONES INDIGENAS DE

AMERICA
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Polimorfismos del DRD4 en la poblacién indigena de México.

Los muestreos de la variacién del DRD4 estuvieron principalmente enfocados en las
ciudades debido a su relevancia en la psiquiatria. Se comenzaron a realizar estudios de
asociacion entre el DRD4 con distintos trastornos psiquidtricos donde las muestras de
control nos pueden dar una idea de cémo son las frecuencias en este pais. El caso de la
Ciudad de México muestra una frecuencia del 4R (58.3%) y 7R (35.1%) con n= 84 individuos
segln Gabriela et al., (2009); de 4R (60%) y 7R (29%) con n= 127 individuos segun (Aguirre
Samudio et al., 2007); Aguirre-Samudio et al., (2014) reportan 4R (59.8%) y 7R (29%) con n=
169 individuos; mientras que Camarena et al., (2007) reportan frecuencias de 4R (62%) y 7R
(26%) con n=202 individuos. Otra ciudad con frecuencias del DRD4 descritas es Guadalajara
con 4R (60%) y 7R (27%) con n= 30 individuos en pacientes con TDAH pero este trabajo no

cuenta con controles (Trejo & Matute, 2015).

Con estos resultados se puede ver que los individuos muestreados de estas dos
ciudades de México poseen frecuencias muy similares de los polimorfismos mas frecuentes
del DRD4 con una predominancia del 4R, pero ¢Estas frecuencias se repetirdn en
poblaciones indigenas de México? Hasta 2014 la Unica poblacién indigena en México de la
cual se conocia su frecuencia alélica del DRD4 era la poblacion maya presentando
frecuencias de 2R (1%), 4R (57%) y 7R (39%) con un tamano de muestra de 50 individuos
(Chang et al., 1996). Aguirre-Samudio et al., (2014) realizaron el primer estudio con el fin de
describir el DRD4 en otras poblaciones indigenas analizando a dos poblaciones mas,
tarahumaras de Chihuahua que presentaron una frecuencia del alelo de 4R de 70.7% vy la
poblacién mixe de Oaxaca que mostré la frecuencia mas alta del alelo 7R (42.5%). Estos
resultados sugieren: a) que las frecuencias en las poblaciones indigenas difieren de las
encontradas en la Ciudad de México y Guadalajara; b) que las poblaciones indigenas del
norte del pais poseen frecuencias de 7R mas bajas; c) que el sur del pais parecen tener una
frecuencia mayor de 7R; y d) que a partir del eje neovolcanico transversal hacia el sur
comienzan a incrementar las frecuencias alélicas de 7R tomando en cuenta las de otras
poblaciones indigenas de América (Aguirre-Samudio et al., 2014; Tovo-Rodrigues et al.,

2010).
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e Ladiversidad genética de México

La presencia del humano en el territorio de lo que hoy es México es un tema que ha sido
muy debatido durante los Ultimos afios debido principalmente a la poca cantidad de restos
humanos datados en la zona. Lo que se puede inferir es que el poblamiento del territorio
debe estar delimitado entre la llegada del humano a América hace 15,000 afios
aproximadamente, y el sitio de Monte Verde en Chile datado hace 12,500 afios ya que para
ser poblada la zona sur del continente es inevitable el paso por México (Gonzdlez et al.,

2006).

Los restos mads antiguos encontrados datados en México pertenecen a dos craneos.
Uno de hace 10,700 afios aproximadamente perteneciente a la Mujer del Pefién Il y el otro
de hace 10,200 perteneciente al hombre de Tlapacoya | (Gonzalez et al., 2006). Estos
individuos eran cazadores recolectores y se distribuian en un gran nidmero de ambientes
como franjas costeras, bosques tropicales ademas de zonas abiertas donde se les facilitaba

la caceria (Gnecco, 2006).

El desarrollo de la agricultura desencadend el paulatino cambio en la forma de vida
de los humanos, haciendo mas efectiva la produccidn de recursos con la agricultura, y el
surgimiento de restricciones culturales, principalmente territoriales, generando asi
necesidad de crear alianzas regionales producto de los nuevos habitos sedentarios (Gnecco,
2006). Esto hizo de la agricultura un eje central en Mesoamérica modificando las creencias
y modo de vida de los habitantes de la zona. Algunas evidencias de la agricultura en
Mesoamérica son la presencia de carbdn en el suelo producto de incendios provocados
previos al cultivo hace 7000 afios. En estas fechas se tiene registro arqueobotanico de
domesticacion de la calabaza, pero la presencia de agricultura se puede remontar a hace

9,000 afios 0 mas (Zizumbo et al., 2008).

Con el paso de los afios, la historia demografica de México se ha visto influenciada
fuertemente por los desplazamientos y asentamientos humanos a lo largo de todo el

territorio, encontrando rutas y caminos que van desde el sur de Estados Unidos hasta el
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valle de México. Hacia el sur del valle de México fueron mucho mas comunes las rutas y con

un mayor flujo poblacional (Gonzalez Sobrino, 2016).

Para el periodo colonial la estructura genética de la poblacién de la region Nueva
Espafia sufrid cambios muy drasticos debido a diversos factores. El primero de ellos fueron
las epidemias que sufrieron las poblaciones indigenas que trajeron consigo los espafioles
durante la conquista. La primera de ellas fue la viruela entre 1518 y 1520 con ocho millones
de muertos, la segunda en 1545 donde las epidemias generadas por el cocoliztli (traducido
como enfermedad o pestilencia) que fue una enfermedad hasta ahora desconocida con una
gran cantidad de sintomas (posiblemente fiebre hemorragica y salmonella) que dejé un
saldo de entre siete y 15 millones de muertos y en 1575 dejando dos millones de muertos.
En otras palabras, en los 60 afios entre 1520 y 1580 se calcula que murié mas del 80% de la
poblacién indigena presente en México (Acuiia-Soto et al., 2002). La segunda razon fue la
mezcla producida por el flujo génico proveniente de Europa y de los esclavos africanos con
la poblacién indigena. La tercera razén fueron los flujos migratorios internos durante la
primera mitad del siglo XVII donde gran parte de la poblacién se asentd en concentraciones
urbanas y envillas alos alrededores de las minas de plata. Por esta razoén, el periodo colonial
es crucial para entender el componente genético de las poblaciones que habitan en México

en la actualidad (Gonzalez Sobrino., 2016).

Si bien el mestizaje sucedid en gran parte del territorio, cada regién del pais posee
en la actualidad su propia historia demografica. La evidencia de estas diferencias es la
presencia de los haplogrupos mitocondriales y del cromosoma Y que no son endémicos de
América y se localizan a lo largo del continente en distintas frecuencias (Gonzalez Sobrino

2016).

Gonzalez-Sobrino et al., (2016) encontraron una clara subestructura entre las
distintas poblaciones que habitan el pais analizando los linajes mitocondriales y del
cromosoma Y en poblaciones indigenas y de distintas ciudades de Meéxico. Esta
subestructura poblacional producida por su geografia y por su historia parece tener un
patron de distribucion en norte (tarahumara, tepehuana, cora y huichol), centro (otomi) y
sur (zapoteco, mixe, mixteco y maya). También es importante mencionar que a diferencia
del mtDNA, el cromosoma Y presenta una mayor cantidad de linajes no indigenas a partir

de la conquista.
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Esta subestructura en México también fue descrita por (Moreno-Estrada et al.,

2014) donde se analizaron cerca de 1 millén de SNPs en 511 individuos pertenecientes a 20
pueblos indigenas, donde subdividen a las poblaciones en seis grupos (uno al noroeste
(seri), norte (tarahumara, tepehuan y huichol), sur (purépechas, nahuas, totonacos,

mazatecos, triquis y zapotecos), asi como los grupos tojolabal, el lacanddn y el maya.
Justificacion.

En esta tesis se plantea la relevancia que tiene el DRD4 y sus polimorfismos en la psiquiatria
y en el comportamiento a través de los procesos fisioldgicos en los que estd implicada la
proteina que traduce este gen. Ademas, muestro la fuerte implicacién que tienen ciertos
polimorfismos (principalmente el DRD4 7R) en algunos trastornos psiquiatricos y rasgos

conductuales.

Estos factores unidos con la gran heterogeneidad en las frecuencias alélicas
encontrada alrededor del mundo fueron de gran relevancia para que otras disciplinas como
la antropologiay la biologia evolutiva se interesaran en evaluar este gen como un candidato
sometido a seleccién en los humanos. Esto llevé a los investigadores a generar hipdtesis en
torno al DRD4 7R y su posible seleccion positiva principalmente en poblaciéon cazadora-
recolectora localizada en Sudamérica (surui, gaviao, zord, ayoreo, karitiana y guahibo)
debido a su frecuencia alélica alta y su origen reciente (hace 30,000 afios

aproximadamente).

El DRD4 7R parece estar fuertemente implicado en rasgos del comportamiento que
pudieron favorecer la supervivencia de Homo sapiens antes de tornarse sedentario por lo
cual algunos autores lo catalogan como un gen relevante para el estudio de la coevolucién
gen-cultura. Se conoce la distribucion de los alelos del DRD4 en algunas poblaciones de
Sudamérica y en pocas ciudades de México, pero el estudio de este gen en las poblaciones
indigenas de México se ha reducido a sélo tres pueblos. Por esta razén en este trabajo se
describe la variacidon de alelos y genotipos del VNTR en el exén 3 del gen DRD4 en 11
poblaciones indigenas de México y se analizan los patrones de su diversidad, diferenciacion
y distribucién geografica con especial referencia al estudio previo de Aguirre-Samudio et al.,

(2014).
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Objetivos

® Objetivo general

Conocer la distribucién de los polimorfismos del VNTR del exén 3 del gen DRD4 en

once poblaciones indigenas de México.
® Obijetivos particulares

o Describir las frecuencias alélicas y genotipicas del VNTR del exén 3 del gen
DRD4 en once poblaciones indigenas: yaqui, tarahumara, tepehuana,
huastecos, cora, huichol, purépecha, mixteca, mixe, zapoteca y maya

distribuidas a lo largo del pais.

o Evaluar la existencia de una sub-estructura poblacional en México

relacionada con el polimorfismo del VNTR del exén 3 del gen DRDA4.

o Confirmar si existe el patrén de distribucion espacial del alelo 7R en el gen

DRD4 reportado por Aguirre-Samudio et al., (2014).

Antecedentes
1. Estudio de Polimorfismos del DRD4 en poblaciones alrededor del mundo de Chang

et al., (1996)

2. Estudio de diversidad alélica del DRD4 en América publicado por Tovo-Rodriges et

al., (2010).

3. Estudio del DRD4 en poblacién indigena Mexicana publicada por Aguirre-Samudio

et al., (2014).
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® Sujetos

Las muestras analizadas en este proyecto pertenecen a 627 individuos hablantes de lenguas
indigenas los cuales pertenecen a 11 estados de la Republica Mexicana. La mayoria de las
muestras aqui utilizadas ya han sido analizadas para otras regiones gendmicas reportadas
por Mufoz-Gerardo, (2021), Gonzalez-Sobrino, (2016) y Gonzalez-Sobrino et al., (2016) con
excepcion de las muestras pertenecientes a la poblaciéon purépecha, las cuales fueron

obtenidas en 2019 (tablal).

Cada persona muestreada dio su aprobacion voluntaria a participar en este
proyecto de forma documentada. La documentacién incluye la aprobacién del Comité de
Etica del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas, UNAM, asi como una carta de
consentimiento informado en espaiol y en lalengua indigena correspondiente a cada grupo
con firma o huella digital de cada participante. Las muestras pertenecen al Laboratorio de
Antropologia Genética del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas y el muestreo fue

realizado bajo la supervision de la Dra. Blanca Zoila Gonzélez Sobrino.

Los grupos de estudio se definieron en relacién con lalengua que se habla y laregion
gue se habita. En cada sitio los criterios de inclusion fueron individuos de ambos sexos
mayores de 18 afios, no emparentados entre si, hablantes de su respectiva lengua indigena,
cuyos padres y abuelos nacieron en el mismo lugar que el voluntario. La localizacién y el

numero de muestras colectadas se muestran en la tabla 1.



Tabla. 1 Poblaciones incluidas en este proyecto; los grupos a los cuales fueron considerados para el andlisis de AMOVA; los

sitios de muestreo; la lengua que habla la poblacion; y el numero de individuos.

Poblaciones Grupos Localizacion Lengua N
Yaqui (Yaq) | 1 Sonora Yaqui 39
(] Belem
e  Ciudad Obregon
. Hermosillo
. Loma de Guamuchil
. Pétam
) Vicam
Tarahumara (Tar) | 1 Chihuahua Rardmuri 56
. Balleza
° Batopilas
° Bocoyna
° Gorogachi
. Guachochi
. Maguarichi
. Morelos
. Turuachi
Tepehuanes del sur (Tep) | 1 Nayarit Odami 57
. La Muralita Huajicori
Cora (Cor) | 2 Nayarit Naayeri 40
° Huertitas
Huichola (Hui) | 2 Nayarit Wixarika 63
) Colorado de la Mora
Huasteca(Hua) | 3 San Luis Potosi Huasteco 26
° Aquismén
. Chinampa de Gorostiza
. Huehuetlan
(] Las Lomas
° San Vicente Tancuayalab
. Tamuin
e  Tampamolon Corona
. Tancanhuitz
®  Tanlajas
e  Tanquilan de Escobedo
e  Xilitla
Veracruz
° Tantoyuca
. Tancoco
. Chontla
Purépecha (Pur) | 4 Michoacén Purepecha 37
° Carapan
. Ichan
Mixteca (Mix) | 5 Oaxaca Nuu Savi 72

. Mixteca alta
° Mixteca baja
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Mixe (Mes)

5 Oaxaca

Aviitik
Cuatro Palo Tamazulapan
San Cristobal Chichicaxtepec
San Francisco Jayacaxtepec
San Miguel Aloapan
Santa Marfa Mixistlan
Santa Maria Tepantlali
Santa Maria Tiltepec
Santa Maria Thahuitoltepec
Santa Maria Yacochi
Santo Domingo Tepuxtepec
San Pedro San Pablo Ayutla

37

Zapoteca (Zap)

Bene Xon

66

Maya (May)

6 Campeche

.
.
Tabasco
[ ]
[ ]

Maya
Campeche
Escércega

Comalcalco
Tenosique

Quintana Roo

Yucatén

Cancun

Chinhuhub

Felipe Carrillo Puerto
José Maria Morelos
Playa del Carmen
Tres Reyes

Chacsinkin
Chimax
Halacho
Mérida
Peto
Popolna
Sisbicchen
Temoson
Tsucacab
Tzinub
Valladolid
Villa Guadalupe
Xcan
Yalcobd

134

Total

627
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Analisis molecular

La donacidn de material genético provino de muestras de saliva de las cuales se obtuvo DNA
por medio del Kit Oragene DNA Saliva Kit (DNA Genotek). A las muestras de DNA obtenidas
se les evalud la calidad y la pureza por espectrofotometria en un espectrofotémetro
NanoDrop 2000. En las pocas muestras en las que no se logré un amplificado de PCR, se
extrajo DNA por el método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.

La amplificacién de PCR del tercer exén de la region VNTR del DRD4 se realizé en un
termociclador Axygen Maxygene Il, a un volumen de 25 pL con 100 ng de material



gendmico. Se utilizaron los oligonucledtidos reportados por (Lichter et al.,, 1993)
5'GCGACTACGTGGTCTACTCG 3’ y 5’AGGACCCTCATGGCCTTG 3’ a una temperatura de
alineamiento de 60°Cy se utilizé el kit KAPA 2GRobust para la reaccién de amplificado.

La determinacidon de los alelos de cada muestra se realizé mediante una separaciéon
por electroforesis del producto amplificado en geles de agarosa Metaphor al 1.5%. El
tamafio de las bandas amplificadas se comparé con un marcador de tamafio molecular de
fragmentos de 100 pb (DNA 100 bp ladder, Axygen) y con otras bandas de muestras
homocigotas previamente amplificadas y secuenciadas en experimentos previos. El tamafio
de los alelos se determind basandose en el tamafio de los amplificados (4R 492 pb, 7R 636
pb y 2R 396 pb) obtenidos por (Lichter et al., 1993). A continuacidn, se muestra un ejemplo
de algunos genotipos obtenidos durante esta tesis Fig7.

SR R I [

Control

4/4 4/4 4/6 4/4

6

4
E—g‘

Fig 7. Electroforesis en gel de agarosa Metaphor al 3% del amplificado por PCR de la region VNTR del DRD4 de diez
individuos (2-11). La imagen muestra algunos genotipos obtenidos durante la tesis. El carril 1) muestra el marcador de
tamafio molecular; 2) muestra el genotipo 4R/7R; el 3) 4R/7R; el 4) 2R/4R; el 5) 4R/7R; el 6) 4R/7R; el 7) 2R/4R; el 8y 9) son
homocigotos para 4R/4R; el 10) 4R/6R; el 11) es 4R/4R y el 12) es el control negativo que contiene los reactivos para realizar
la reaccion de PCR sin DNA para corroborar que no hay contaminacion de algun DNA ajeno a las muestras.
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® Anadlisis de datos
Diversidad genética

Se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas de cada poblacién. La heterocigocidad

He y la heterocigosis observada Ho.

La Heterocigosis esperada se obtuvo con la siguiente férmula:

Donde pi es la frecuencia de cada alelo y k el nimero de alelos

Se obtuvo también el coeficiente de endogamia calculado como:

f=1-(Ho/He)

Donde Ho es la heterocigosis observada; He es la heterocigosis esperada, es decir la frecuencia

esperada de heterocigotos en Hardy-Weinberg.

La prueba exacta del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analizd con el programa

ARLEQUIN 3.5.1.2

Para estimar la diferenciacién genética se estimaron los valores de FST para cada
combinacion de pares de poblaciones utilizando ARLEQUIN 3.5.1.2. Se realizé también un
analisis de varianza molecular (AMOVA) para estimar la variedad entre los grupos, entre las
poblaciones dentro de los grupos y entre individuos dentro de las poblaciones. Los grupos
utilizados en el analisis de AMOVA se armaron basandose en la distribucidon de las
haplogrupos mitocondriales y de cromosoma Y reportados por Gonzalez-Sobrino, (2016),
Gonzalez Sobrino et al., (2016), Mufioz-Gerardo, (2021), datos aun no publicados de algunas
poblaciones analizadas de esta tesis, la distribucidon geografica y la historia demografica de
las poblaciones indigenas. Los subgrupos se definen en la columna llamada Grupos en la

tabla 1.



Con los valores de FST obtenidos se realizdé una matriz en un mapa de frecuencias,
asi como un dendrograma de similitud entre las poblaciones. Se realizé también analisis de
componentes principales (PCA) utilizando las varianzas de las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos del DRD4 de las poblaciones indigenas analizadas, asi
como un PCA especifico para la poblacion Maya sub dividiéndola en estados (Campeche,
Yucatan y Quintana Roo) con el fin de encontrar posibles estructuras entre las poblaciones.
Los mapas presentes en este trabajo se realizaron con QGIS 3.22.0 basados en los datos de
frecuencias alélicas obtenidas en este trabajo (mapa de México) y con las publicadas por

Tovo-Rodrigues et al., (2010) en el caso del mapa de América.

Resultados.
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Las frecuencias de los alelos del gen DRD4 en las poblaciones indigenas de México difieren
de las encontradas en las ciudades de México. Las frecuencias encontradas en ciertas
poblaciones parecen tener relacién con su posicion geografica. Las poblaciones localizadas
mas al norte del pais presentan las frecuencias mas altas del polimorfismo del DRD4 4R con
un 74.4% en la poblacién yaqui y de 78.6% en la poblacidon tarahumara. Estas dos
poblaciones presentan las frecuencias mas bajas del polimorfismo de 7R con 11.5% en los

yaquis y 15.2% en los tarahumaras (ver Tabla 2 y Fig 8).

Los tepehuanes sorprendentemente mostraron las frecuencias mas altas del
polimorfismo de 7R del norte del pais con un 46.5%, siendo alin mayor que el polimorfismo
de 4R que fue de 42.1%. Del lado del Golfo de México, los huastecos mostraron una
frecuencia alélica del polimorfismo de 7R de 34.6% y de 4R del 48.1%. Es importante
mencionar que esta poblacién mostré la frecuencia mas alta del polimorfismo de 6R siendo
del 13% que sumado a la otra frecuencia de “alelos largos” que es el 7R practicamente

igualan a la frecuencia de 4R (Tabla 2 y Fig 8).



Como era de esperarse las frecuencias de las poblaciones coras y huicholes fueron
las mads similares encontradas en este trabajo, con una frecuenciade 31.3% en corasy 31.7%
para huicholes en el polimorfismo de 7R, y de 62.5% y 65.1% para el polimorfismo de 2R
respectivamente, estos resultados se se pueden ver mds claramente con el valor de FST

(<0.001); ver Tabla 2 y Fig 8).

Las poblaciones localizadas principalmente en Oaxaca fueron las que presentaron
las frecuencias mas altas del polimorfismo de 7R junto con los huastecos. Los zapotecos con
53.8% la mayor frecuencia de 7R y 42.4% de 4R; los mixes con una frecuencia de 37.8% en
del alelo de 7R y de 54.1% de 4R; y mixtecos con una frecuencia de 7R de 46.5%, y una de
45.1% en 4R (ver Tabla 2 y Fig 8).

Poblacién 2R 3R 4R 5R 6R 7R 8R Ho He f Valor de P
EHW

Yaqui 0.064 0.013 0.744 0.038 0.026 0.115 0.000 0.462 0.430 -0.073 0.837
Tarahumara 0.009 0.009 0.786 0.018 0.027 0.152 0.000 0.321 0.360 0.107 *0.005
Tepehuan 0.035 0.000 0.421 0.000 0.079 0.465 0.000 0.368 0.602 0.388 0.604
Huasteca 0.019 0.000 0.481 0.019 0.135 0.346 0.000 0.731 0.636 -0.148 0.554
Cora 0.013  0.000 0.625 0.025 0.025 0.313 0.000 0.500 0.514 0.026 0.085
Huichol 0.000 0.000 0.651 0.000 0.032 0.317 0.000 0.508 0.477 -0.066 0.481
Purépecha 0.014 0.000 0.541 0.054 0.081 0.311 0.000 0.595 0.606 0.018 0.118
Mixteca 0.007 0.000 0.451 0.021 0.056 0.465 0.000 0.569 0.578 0.015 0.898
Mixe 0.000 0.014 0.541 0.014 0.041 0.378 0.014 0.568 0.566 -0.002 0.5378
Zapoteca 0.000 0.000 0.424 0.008 0.030 0.538 0.000 0.591 0.532 -0.111 0.1087
Maya 0.015 0.000 0.724 0.004 0.011 0.246 0.000 0.313 0.416 0.246 *0.0170

Tabla 2. Frecuencias alélicas encontradas en las distintas poblaciones indigenas; Heterocigosis observada (Ho); la
Heterocigosis esperada (He); el coeficiente de endogamia (f); y el valor de P del equilibrio del equilibrio Hardy-Weingerg; *
representa poblaciones que no estdn en EHW.
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1.200 Fig 8 Frecuencias alélicas de
los polimorfismos del DRD4 en
poblaciones indigenas de

I Meéxico. Las poblaciones estdn
ordenadas por su distribucion
de norte a sur con excepcion
de la poblacién huasteca, cora
y huichol donde los muestreos
se dieron a latitudes similares
(ver Fig 9); y las ultimas dos

. barras representan las

> P @ O @ frecuencias de las unicas dos

é@’ C)é . \c‘}\ Q c‘)ﬁ\ <\- Q\ \Q’ @Q’A Q‘Q;“\O @\rb& ciudades donde se ha

AN 12 K \)fbb reportado las frecuencias
alélicas de México reportadas

por (Gabriela et al., 2009 y

Trejo & Matute, 2015).

b.
m2R =3R m4R m5R 6R m7R m8R

Finalmente, la poblacién maya, la Unica estudiada en la peninsula de Yucatan, presenté una
frecuencia relativamente baja del polimorfismo de 7R con 34.6% y una frecuencia de 4R que solo se
compara con las poblaciones indigenas del norte del pais con un 72.4%. Es importante mencionar
gue en todas las poblaciones estudiadas el polimorfismo 2R fue inferior al 2% con excepcién de la
poblacién yaqui (6.4%) y los tepehuanes (3.5%), pero las poblaciones de las ciudades estudiadas
previamente han mostrado tener un mayor componente del polimorfismo de 2R (Gabriela et al.,
2009 y Trejo & Matute, 2015). De las poblaciones indigenas estudiadas de Oaxaca el polimorfismo
de 2R practicamente no se encontrd mas que en los mixtecos (0.7%). La grafica 8 muestra la
distribucién de las frecuencias alélicas en un gradiente de norte a sur, por lo que se puede observar
un aumento en las frecuencias de alelos largos del (DRD4 6R y 7R) de la zona del Gran Nayar
observada principalmente por la poblacién tepehuana (54.4%), este incremento es menor en la
poblacién cora y huichol, pero no disminuye de 32.8% en ninguna otra poblacidn, hasta la poblacién
mavya (25.7%). El mapa (Fig 9) muestra la distribucion de las frecuencias alélicas de cada poblacidn
y su localizacién en México.

Los valores de heterocigosis observada mas altos se encontraron en la poblaciéon huasteca
(Ho=0.73) esto debido a la gran cantidad de genotipos (4R/7R) presentes en la poblacion. Por otra
parte, los valores mds bajos de Ho los presentaron los tarahumaras (Ho=0.32) y los mayas (Ho=0.31),
esta presencia baja de heterocigotos también se ve reflejado en el coeficiente de endogamia fdonde

ambos presentan valores superiores a 0.1 (ver Fig 10 y tabla 3).
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Tabla 3. Tabla que muestra las frecuencias genotipicas encontradas de los polimorfismos del DRD4 en poblaciones indigenas de México.

Poblaciéon
Yaqui

Tarahumara

Tepehuan
Huasteca
Cora
Huichol
Purépecha
Mixteca
Mixe
Zapoteca

Maya

Poblaciones

2R/4R  2R/5R
0.103 0
0 0.018
0.053 0
0.038 0
0.025 0
0 0
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0 0
0 0
0 0
0.03 0
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0.051

0

0.038

0.027
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0.007
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0.07
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0.05
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0.027
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0.081
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SRR
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Fig 10 Representacion grdfica de las frecuencias genotipicas encontradas en este trabajo; el diametro del circulo representa la
frecuencia genotipica encontrada; los genotipos homocigotos se muestran encerrados en un rectangulo.
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0.162
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Los valores de heterocigosis observada mas altos se encontraron en la poblacidn huasteca
(Ho=0.73) esto debido a la gran cantidad de genotipos (4R/7R) presentes en la poblacion.
Por otra parte, los valores mas bajos de Ho los presentaron los tarahumaras (Ho=0.32) y los
mayas (Ho=0.31), esta presencia baja de heterocigotos también se ve reflejado en el
coeficiente de endogamia f donde ambos presentan valores superiores a 0.1 (ver Fig 10 y

tabla 3).

En relacidn con los genotipos, la mayoria de estos incluian el haplotipo 4R, esto se
puede ver claramente en la figura 10. Los genotipos presentes en las 11 poblaciones fueron
el 4R/4R, el 4R/6R y el 4R/7R, mientras que el genotipo homocigoto de 7R/7R sélo no fue
encontrado en la poblacién yaqui, esto debido a su semejanza con la frecuencia baja de 7R
encontrada en los pueblos pima, pueblo jemez, muskoque y cheyenne publicados por
(Wang et al., 2004 ). La frecuencia genotipica mas alta fue encontrada en la poblacion
tarahumara con un 64.3% y la maya con 56.7% de frecuencia para el genotipo homocigoto
de 4R/4R, razdn por la cual la heterocigosis de estas poblaciones es la mas baja de todas las

analizadas en el presente trabajo (Tabla 3).

Otra poblacidn que presentd una frecuencia alta del genotipo 4R/4R fueron los
yaquis con 53.8% de su frecuencia. El 4R/4R fue el genotipo homocigoto mas frecuente en
todas las poblaciones a excepcién de los tepehuanes y zapotecos donde la frecuencia del

7R/7R (35.1%) y (27.3%) fue la mayor (Tabla 3).

Con respecto a los heterocigotos, el genotipo 4R/7R fue el genotipo mas frecuente
de todos. Las poblaciones indigenas de Oaxaca (zapotecos 51.5%; mixes 40.5%; mixtecos
40.3%) junto con los huastecos (46.2%) coras (42.5%) y huicholes (44.4%) presentaron las

frecuencias de 4R/7R mas altas (Tabla 3).

En los genotipos menos frecuentes encontramos algunos que solo se encontraban
en una poblacién como es el genotipo 3R/4R presente en yaquis (2.6%), el 3R/5R en
tarahumaras (1.8%), el 2R/6R en tepehuanes (1.8%), los huastecos 6R/6R (3.8%), los coras
5R/5R (2.5%), los mixes 3R/7R y el 4R/8R (ambas con el 2.7% Tabla 3).



Para analizar la relacidon entre las poblaciones se realizé una prueba de analisis
molecular de varianza (AMOVA) donde los grupos se formaron basandose en las relaciones
histéricas y demograficas de las poblaciones, asi como en los linajes mitocondriales y de
cromosoma Y de estas muestras que previamente habian sido reportadas por Gonzdlez-

Sobrino, (2016), Gonzalez-Sobrino, et al., (2016) y Mufioz-Gerardo, (2021).

El AMOVA mostré que la mayor parte de la variacion genética se atribuye a los
individuos dentro de las poblaciones (92.8%). También se encontrd diferencia significativa
entre los grupos (FSC 0.0497), los resultados se muestran en la (Tabla 4) al igual que los
resultados de FSC, FST y FCT donde se hallaron diferencias significativas en el FST y en el FSC
(valor de P a=0.05), es decir entre poblaciones dentro de los grupos y entre poblaciones y

no entre los grupos.

Se obtuvieron los valores de FST comparados entre cada poblacién donde se
muestra la mayor variacién entre la poblacidon tarahumara y zapoteca (FST= 0.234); la
poblacién yaqui y la zapoteca (FST= 0.221); y los tepehuanes con los tarahumaras (FST=
0.193). Por otra parte, los valores mas bajos de FST se encontraron entre los coras y
huicholes; tepehuanes y mixtecos; mixes y purépechas; y huastecos con purépechas donde

las poblaciones no tenian variacién entre ellas (FST=<0.001; ver Fig 11A).

El gréfico del andlisis de componentes principales basados en las frecuencias alélicas
muestra un patrén en el factor 1 entre las poblaciones indigenas localizadas al norte y al sur
del pais. Hay una asociacion del alelo 7 (DRD4 7R) en el sur con las poblaciones
pertenecientes al estado de Oaxaca (mixtecos, zapotecos y mixes) y el alelo 4 (DRD4 4R) en
norte (yaquis y tarahumaras) con la excepcidn de la poblacién maya que tiene una mayor

presencia del polimorfismo de 4R (Fig 11B).

Tabla 4 andlisis de AMOVA del DRD4 en las 11 poblaciones indigenas.

AMOVA

FUENTE DE LA VARIACION Suma de Cuadrados Porcentaje de indices de Valor de P
Variacion Fijacion

ENTRE GRUPOS 27.9 2.341 FSC 0.049 <0.001

ENTRE POBLACIONES DENTRO DE 15.5 4.853 FST 0.071 <0.001

LOS GRUPOS

DENTRO DE LAS POBLACIONES 625.4 92.804 FCT 0.023 0.22079

TOTAL 668.9

Los grupos utilizados para realizar el andlisis de AMOVA se mencionan en la Tabla 1.
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Distancias FST

El analisis de

componentes principales de las
frecuencias genotipicas de igual
forma muestra un agrupamiento

de las muestras tarahumara,

yaqui y maya con relacién al
genotipo 4-4 (DRD4 4R-4R), esto
se debe a la gran cantidad de

homocigotos que se

encontraron en estas

poblaciones. Algo similar sucede

con los tepehuanes su

y

asociacién con el genotipo

homocigoto de 7-7 (DRD4 7R-

7R), el resto de las poblaciones

donde se ubican la mayoria de los

genotipos heterocigotos (Fig 12).

Factor 2 0.20
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o Fig 12 andlisis de componentes principales de las frecuencias genotipicas del
parece distribuirse en un grupo prpgen poblaciones indigenas; Los nimeros rojos indican los genotipos

encontrados en este proyecto.

DRD4 en grupos indigenas (distancias FST)
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Fig 13 Dendrograma de las distancias de valores de FST de los polimorfismos del DRD4 en 11 poblaciones indigenas
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La Fig 13 muestra el dendrograma de similitud de los valores de FST donde podemos
ver mas claramente las semejanzas encontradas en el DRD4 entre las poblaciones indigenas.
La poblacion tarahumara y yaqui se separa del resto de las poblaciones debido
principalmente a la baja frecuencia alélica encontrada en el polimorfismo de 7R, al igual que
la poblacidon maya; como se esperaba la poblacidn cora y huichol estan agrupadas con la
poblacién purépecha, los huastecos y los mixes. Algunas sorpresas fueron las similitudes
encontradas entre mixtecos y tepehuanes debido a la distancia geografica que los separay

comparten similitudes con los zapotecos.

Para corroborar la subestructura en la poblacién maya se realizé un analisis de
componentes principales entre los genotipos de las muestras de Yucatan, Campeche vy
Quintana Roo reportando una marcada diferencia en los genotipos presentes en cada
estado con una gran presencia de homocigotos 44(4R-4R) y 77 (7R-7R) en Campeche; una
mayor presencia de heterocigotos 47 (4R-7R) en Quintana Roo; y una mayor diversidad de

alelos en Yucatan como son el 2R, 5Ry 7R (Fig 15).

De igual forma se considerd realizar un andlisis para la poblacién huasteca ya que
en esta tesis se contaban con muestras tanto de San Luis Potosi, como de Veracruz.
Lamentablemente se contd con una cantidad muy limitada de individuos de Veracruz (n=6)

COmo para considerar representativas estas comparaciones.

Para entender como la distribucion obtenida en este proyecto se comparaba con
las frecuencias reportadas en otras poblaciones indigenas de América se elaboré un mapa
mostrando las frecuencias alélicas de este proyecto junto con las compiladas por Tovo-
Rodrigues et al., (2010) y se graficaron a continuacion ordenando las poblaciones de norte
a sur (Fig 14) y de igual forma se muestran las frecuencias de los alelos largos encontrados
en esta tesis (Fig 16) y el de todas las poblaciones indigenas descritas (Fig 17). El mapa
muestra claramente una reduccidn en los polimorfismos largos (principalmente de 7R) en
las regiones norte y sur del continente. Parece ser que el cambio en las frecuencias de 4R y

7R en el hemisferio norte ocurre en el norte de México.



Frecuencias alélicas del DRD4 en poblaciones indigenas de América

Polimorfismos del DRD4
2R
3R
4R
5R
6R
7R
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7R en cada region
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Frecuencias alelicas del DRD4 en poblaciones indigenas de América.
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Fig 14 Mapa de las frecuencias alélicas del DRD4 en poblaciones indigenas de América. Datos obtenidos de esta tesis y de
(Tovo-Rodrigues 2010); el circulo de color junto a las grdficas de pastel muestra el gradiente de color de la frecuencia del
polimorfismo de 7R; En la parte inferior del mapa se muestra una grdfica de barras con las frecuencias alélicas de las
poblaciones ordenadas de norte a sur.
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PCA de los genotipos del DRD4 en poblacion Maya
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Factor 1 0.93

Frecuencia de los alelos largos del DRD4 (6R y 7R)

Frecuencias de los alelos largos (*6R) del DRD4 en poblaciones indigenas
de América.
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Fig 16 Frecuencia de los
alelos largos del DRD4 (6R
y 7R) en poblaciones
indigenas de México; en
azul claro se muestran las
frecuencias obtenidas en
esta tesis y en azul fuerte
las frecuencias de las
Ciudades de México que se
han descrito; la sombra
azul muestra donde se
localiza el Eje Volcdnico
transversal.

Fig 17 Frecuencia de
los alelos largos del
DRD4 (>6r) en
poblaciones
indigenas de
América; en azul
claro se muestran las
frecuencias obtenidas
en esta tesis.



Discusion

42

El DRD4 en las poblaciones indigenas de México

Los resultados mostraron que existe una marcada diferencia en las frecuencias del
DRD4 entre las poblaciones, principalmente en las localizadas al norte del pais y en
la poblacién Maya comparado con respecto al resto de las poblaciones analizadas.
De igual forma el dendrograma y el analisis de componentes principales de alelos y
genotipos parece soportar la hipdtesis de Aguirre-Samudio, et al., (2014) donde
parece existir un incremento del alelo 7R del DRD4 a partir del eje neovolcanico

transversal (Fig 14 y Fig 17).

Debemos tener presente que todas las poblaciones analizadas en este
trabajo tienen un mayor o menor grado de mestizaje (Gonzalez Sobrino, 2016) y por
ello se debe tener presente si las frecuencias alélicas y genotipicas encontradas en
esta tesis se deben a la variacién presente en América antes de la conquista o es
fruto del mestizaje post conquista. Los estudios mtDNA y de cromosoma Y nos
pueden dar una idea del nivel de mestizaje que presentan las poblaciones e
indirectamente mostrar el posible origen de los polimorfismos del DRD4. Por
ejemplo, la poblacién cora y los tepehuanes no muestran linajes no amerindios en

su mtDNA en los resultados publicados por Gonzéalez-Sobrino, et al., (2016).

Las poblaciones tarahumaras y yaquis pertenecientes a la region norte del
pais se caracterizaron por poseer las frecuencias de 7R mas bajas: 15.2% y 11.5%
respectivamente. Estas poblaciones habitan una de las zonas con menos incursion
espanola durante el siglo XVI. La zona era diversa en grupos de poblaciones

cazadoras recolectoras, pescadores y semi agricultores (Gonzalez-Sobrino, 2016).

La historia de la poblacién tarahumara por otra parte es de aislamiento, su
interaccion con la nueva Espafia comenzd hasta el siglo XVII donde se generaron
revueltas y rebeliones, llegando al punto de generarse regiones tarahumaras
completamente aisladas. Gonzalez-Sobrino, et al., (2016) reporta un 91% de
ancestria americana en su linaje paterno y un 100% en su linaje materno. Estos

resultados nos muestran que la poblacién tarahumara tiene un grado menor de
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mestizaje comparado con otras poblaciones indigenas de México. Sus frecuencias
del DRD4 son muy similares a las de la poblacién yaqui y a su vez similar al pueblo
jemez y los pima (Fig 14). Estos resultados sugieren que existe una mayor similitud
con poblaciones colindantes al norte que con los tepehuanes, coras o huicholes
localizados mds al sur. Los valores de FST mas altos obtenidos de este trabajo se
encuentran precisamente entre los yaquis y zapotecos (FST= 0.221); y los
tarahumaras con los zapotecos (FST=0.234). Estos resultados coinciden con el valor
de FST cercanos a 0.2 entre tarahumaras y zapotecos reportados por Gonzales

Sobrino (2016).

Los tepehuanes han tenido mayores interacciones y flujos génicos con
pueblos al sur (coras y huicholes), esto ha hecho que existe una relacion en las
frecuencias de los linajes mitocondriales, de cromosoma Y (Gonzélez-Sobrino et al.,
2016) y en DNA gendmico (Moreno-Estrada et al., 2014). Sorprendentemente las
mayores similitudes encontradas de esta poblacion en los polimorfismos del DRD4
fue con la poblacién zapoteca (FST=0.004), los huastecos (FST=0.01) y los mixtecos

(FST<0.01).

La similitud entre la poblacidn tepehuana y las poblaciones indigenas de
Oaxaca ya habia sido reportada por Gonzalez-Sobrino, et al., (2016). Donde estas
poblaciones fueron agrupadas dentro del dendrograma de linajes maternos
pertenecientes al centro del pais (Gonzalez-Sobrino, et al., 2016 y Gonzalez Sobrino,
2016). Esta asociacion entre tepehuanes y las poblaciones indigenas de Oaxaca

reportadas en este trabajo se mantiene en el DRD4 al tener alta frecuencia de 7R.

El coeficiente de endogamia (f) en los tarahumaras fue el mas grande
reportado en esta tesis (0.388) debido a que las frecuencias de los homocigotos
4R/4Ry 7R/7R suman >60% en esta poblacion; y aun cuando esta endogamia podria
deberse a su tamarfio poblacional (37,500 personas aproximadamente) segun el
indicador socioeconémico de los pueblos indigenas de México, (2002), no parece
ser la Unica explicacién ya que tanto la poblacién cora que tiene una poblacidon
aproximada de 24,400 individuos y la poblacién huichol de aproximadamente
44,000 personas, no presentan estos valores tan altos de endogamia. Es importante

mencionar que la poblacién tarahumara junto con los mayas fueron las Unicas



44

poblaciones que no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg sugiriendo la

endogamia en estas poblaciones (Tabla 2).

Es muy probable que el valor de f tan alto en los tepehuanes (f=0.388) se
deba al efecto Wahlund, que es una reduccidn en los heterocigotos producto de
una subestructura dentro de la poblacién (De Meel(s, 2018). Este mismo fendmeno
estd presente en la poblacién maya (Tabla 2 y Fig 10) y puede darse debido a la alta
heterogeneidad de estas poblaciones (Fig 15). Por ejemplo, los tepehuanes tienen
una alta relacién con los grupos indigenas de Oaxaca y a su vez un considerable
linaje europeo (18%) y africano (5%) del cromosoma Y aunado a una historia de
flujos genéticos con otras poblaciones nortefias dandole una alta diversidad

genética dentro de la misma poblacién (Gonzalez-Sobrino, et al., 2016).

La poblacién cora y huichol presentaron frecuencias muy similares entre si
en los polimorfismos del DRD4, con la diferencia de encontrar un coeficiente de
endogamia (f) mayor en la poblacion cora debido quizd a que histéricamente la
poblacién cora es mas pequefia comparada con la huichol. Por otra parte, la
similitud entre las dos poblaciones (FST= <0.001) se ha reportado previamente por
Gonzalez-Sobrino, et al., (2016) con valores de FST (FST= <0.001) en SNPs, esto se
debe principalmente a que ambas poblaciones cohabitan la regién del Nayar y la

historia de ambos pueblos esta fuertemente relacionada.

Los huastecos tuvieron la mayor similitud en frecuencias del DRD4 con la
poblacién purépecha, que es la poblacién indigena mas cercana geografica a ellos
analizada en esta tesis. Algo muy particular de esta poblacidn es que mostré la

mayor frecuencia del alelo 6R (13.5%).

Dada la relevancia que tiene el alelo de 7R, la regién de Oaxaca ha llamado
especialmente la atencidn en este trabajo ya que es un territorio con una gran
diversidad cultural y con una gran cantidad de poblacién indigena. Las poblaciones
indigenas de Oaxaca analizadas mostraron unas de las frecuencias de 7R mas altas
reportadas en el Norte del continente: mixtecos (46.5%), mixes (37.8%) y zapotecos
(53.8%). Gonzalez-Sobrino, et al., (2016) reporta valores de FST bajos (FST =<0.001)

entre la poblacién de Oaxaca utilizando SNPs (Fig 11A)
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Debido a los pocos cambios territoriales que hay entre los pueblos
indigenas de Oaxaca, es posible que las distancias genéticas de linajes
mitocondriales no variaron mucho entre las presentes antes de la conquista y las
actuales (Gonzalez Sobrino, 2016). Esto coincide con los valores de FST encontrados
en el DRD4 (FST= <0.03) entre mixtecos-mixes, mixes-zapotecos y zapotecos-
mixtecos. Ademads, estas poblaciones reportan 95% de linaje amerindio para el
cromosoma Yy 100% Amerindio para el mtDNA en mixtecos; y 99% cromosoma Yy
100% mtDNA americano en zapotecos lo cual sugiere un menor grado de flujo

genético proveniente de otras regiones del mundo.

Es muy probable que la ausencia de linajes no amerindios provoque la
ausencia del alelo 2R en las poblaciones indigenas de Oaxaca analizadas en esta
tesis, ya que es un alelo muy poco comin en América (Chang et al., 1996). Esto
puede sugerir que la presencia del alelo 2R en la Cd. De México y Guadalajara (Fig

8) se debe al flujo genético proveniente de otros continentes.

Por ultimo, el caso de la poblacién Maya es muy particular, ya que presenta
frecuencias alélicas de los polimorfismos del DRD4 completamente distintas a las
demas con una baja frecuencia del alelo 7R similar a la del norte del pais siendo
opuesto a las frecuencias encontradas en las poblaciones mds cercanas a ella
analizadas en esta tesis. Esto puede deberse posiblemente al grado de mestizaje
que ha tenido la poblacién Maya (Gonzalez-Sobrino et al., 2016; Moreno-Estrada et
al., 2014). Las frecuencias de los polimorfismos del DRD4 en la poblacion Maya de
esta tesis y la previamente publicada “Maya I1”(Chang et al., 1996) son distintas (Fig
14).

La razén principal de las diferencias en las frecuencias del DRD4 en los
mayas es la gran diversidad genética y heterogeneidad producto de su distribucidn,
su tamano poblacional y su historia demografica. Si bien, por el tamafio muestral
en este trabajo se juntaron todos los individuos de la poblacion Maya (Campeche,
Tabasco, Quintana Roo y Yucatan), lo ideal seria manejar las poblaciones como
subgrupos separados como lo hacen Moreno-Estrada et al. (2014) con la poblacidn
Maya y Nahua. Se ha reportado variacion en mtDNA entre grupos distintos de

poblaciones Mayas como son los Lacandones y los Tojolabales (Gonzalez Oliver et
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al., 2018). El valor f=0.246, nos indica la presencia de una subestructura dentro de
la poblacién, por esta razén sr realizd el PCA de la (Fig 15) donde se muestra la
heterogeneidad en los genotipos del DRD4 en los mayas, con una mayor cantidad
de heterdcigos en la poblacidn de Yucatdn. Gonzalez-Oliver et al., (2018) reportan
una gran heterogeneidad en la poblacién maya de Yucatan debido a su forma de
agrupamiento (en poblaciones pequeiias y aisladas). Es posible que esta
heterogeneidad y sub estructura dentro de los mayas sea la razén de que junto con
los tarahumaras, sean las Unicas dos poblaciones que no se encuentran en equilibrio

de Hardy-Weinberg (Tabla 2).

Gonzalez Sobrino, (2006) reporta un componente europeo y africano del
28% en el DNA nuclear de la poblacidn Maya, asi como un 33% de encestaria
europea en el cromosoma Y siendo la segunda poblaciéon indigena con valores mas
altos no amerindios reportadas en su estudio después de los Otomies. Estos linajes
pueden explicar la presencia de polimorfismos de 2R en la poblacion Maya y que

solo se encuentran en el norte del pais y en las ciudades de México (Ver Fig 8).

Los analisis de componentes principales (Fig 11B y 12) muestran un patrén
de distribucion de alelos cortos al norte, principalmente 4R y en el sur un
incremento de alelos largos principalmente 7R. Estos resultados coinciden con la
hipétesis de Aguirre-Samudio et al., (2014) donde parece existir una dispersion del
alelo 7R al sur del eje volcanico transversal. Los resultados parecen mostrar que de
la poblacidn purépecha hacia el sur se incrementa la frecuencia de alelos largos del
DRD4 con excepcion de la poblacion Maya (Fig 16). Aun asi las poblaciones al norte
del eje neovolcdnico como los tepehuanes, coras, huicholes y huastecos ya
presentan frecuencias altas de 7R. Para entender mejor la dispersidon de este
polimorfismo en el pais seria necesario estudiar mas poblaciones del centro-norte
para entender la relacidn existente en la distribucién de los polimorfismos del lado

este y oeste de México.

El flujo de poblaciones humanas a través del eje volcanico transversal del
lado de la costa del Pacifico ha sido reportada desde hace 9,000 afios donde existian
corredores biolégico-culturales enmarcados por cuerpos de agua dulce como lagos

y rios. Algunos de estos corredores podrian ser Santiago-Matanchén; Zacoalco-
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Sayula-Tuxcacuesco-Armeria-Tuxpan-Coahuayana;Chapala-Tepacatepec-

Infiernillo; Valle de  México-Cuautla-Amacuzac-Atoyac-Mezcala-Papagayo;
Valsequillo-Salado-Atoyac-Tehuantepec-Grijalva-Costa de Chiapas. (Zizumbo
Villarreal & Garcia Marin, 2008). Parece ser que estas posibles rutas pueden explicar
las similitudes encontradas en el andlisis de componentes principales tanto de
alelos como genotipos del DRD4 donde se encuentran agrupadas todas las

poblaciones analizadas del lado del océano Pacifico.

Los trabajos previamente publicados hacen referencia a una variacién en la
frecuencia del alelo 7R del gen DRD4 producto de cuellos de botella o rasgos que
favorecen el comportamiento migratorio de algunos individuos comparados con
otros (Aguirre et al., 2007; Tovo-Rodrigues et al., 2010). Con esta tesis nos podemos
hacer una mejor idea de cdmo cambian las frecuencias alélicas del DRD4 en las

poblaciones indigenas a lo largo del continente (Ver Fig 14).

Los resultados muestran un gradiente de las frecuencias de 7R teniendo los valores
mas altos entre los trépicos y las frecuencias mas bajas de 7R se encuentran

cercanos a los Polos (Fig 17).

Esta tesis muestra que el cambio en las frecuencias alélicas mds importante
del DRD4 en América se encuentra en México, con una poblacién norteiia alta en
frecuencias de 4R (la poblacién yaqui y tarahumara) y un incremento paulatino de
las frecuencias de 7R a partir del eje neovolcanico transversal que va aumentando
hasta llegar al sur de México. El incremento de 7R se mantiene en norte de
Sudamérica, pero faltan datos en Centroamérica para corroborar si las frecuencias
7R se mantienen altas entre los trépicos de Cancer y Capricornio. Una posible
explicacion para este incremento en las frecuencias de 7R es la seleccién positiva ya
que parece ser que este polimorfismo tiene un valor adaptativo en las poblaciones
migrantes y por esta razén el alelo 7R se encuentra mas presente en poblaciones
némadas que se dedican a la caza y a la recoleccién (Chen et al., 1999) como por
ejemplo la poblacién surdi, gaviao y guahibo que tienen hdbitos nédmadas o

seminémadas y frecuencias muy altas de 7R >60% (Tovo-Rodrigues et al., 2010).
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Existen diferencias en las frecuencias de los polimorfismos del DRD4 dentro de las
poblaciones indigenas de México con una mayor frecuencia del alelo de 4R en el norte y un
incremento paulatino del 7R en el sur.

El alelo de 2R del DRD4 es muy poco frecuente e incluso inexistente en algunas poblaciones
indigenas del pais.

El alelo DRD4 7R presenta las frecuencias mas altas en las poblaciones del sur de México,
en particular Oaxaca.

A partir del eje neovolcdnico transversal parece darse el incremento en las frecuencias de
7R apoyando la hipétesis de Aguirre-Samudio et al., 2014.

Los tepehuanes y los Mayas presentan una deficiencia de heterocigosis, lo que sugiere la
presencia de subpoblaciones dentro de estos grupos generadas por el efecto Wahlund.
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Apéndice (Tabla suplementaria 1). Motifs de la regién VNTR del DRD4. Modificado de Ding

et al., (2002) y Tovo-Rodrigues et al., (2013).
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