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RESUMEN

El DNA mitocondrial es una molécula de DNA extranuclear, ¢l patréon de herencia se
caracteriza por una transmision matema. La tasa de mutacion es mas elevada que el DNA nuclear y no
presenta recombinacion, lo que provee puntos de comparacién que pueden trazar una relacion ancestral
en diferentes poblaciones. La variacion genética en la secuencia del DNA mitocondrial (mtDNA),
permite comparar diferentes poblaciones separadas geograficamente, mediante los cambios en los
patrones de restriccion en diferentes regiones del mtDNA. Se postula que los indigenas americanos,
derivan de al menos uno de los linajes maternos (haplogrupos) presentes en Asia (Torroni ef al., 1992).

En el presente trabajo se determiné la distribucién de los subhaplogrupos en 74 indigenas
pertenecientes a diferentes grupos étnicos como la Mixteca alta, baja y costa, Zapoteco y Otomi.
Mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el DNA amplificado se sometio a
restriceion con diferentes endonucleasas para definir los diferentes subhaplogrupos.

Las poblaciones analizadas de la Mixteca alta, la Mixteca baja y de la costa, a pesar de ubicarse
en regiones geograficas contiguas mostraron diferencias en los subhaplogrupos. La Mixteca alta
mostraron los subhaplogrupos Al, A2, C2 y la Mixteca baja fueron los subhaplogrupos Al, A2, C2 y
D2, y en la Mixteca costa mostraron los subhaplogrupos A2, C2 y D2. Estas poblaciones mencionadas
anteriormente, mostrarcn otros subhaplogrupos que pudiera ser el subhaplogrupo Bl y B2. En las tres
poblaciones los subhaplogrupos ausentes fueron ¢l C1 y D1.

Es de interés presentar resuitados de la poblaciéon Otomi, debido a que no existen informes de
subhaplogrupos en esta poblacién. Los resultados obtenidos fueron los subhaplogrupos Al, A2, C1i,
C2, D1, D2 y otros sunheplogrupos que pudieran ser Bl y B2.

La poblacion Zapoteca, muestra los subhaplogrupos A2, Cl y posiblemente B1 y B2, estin
avsentes los subhaplogrupos Al, C2, D1 y D2. Esta poblacién muestra similitad con la poblacién
Mixteca alta, con respecto a la ausencia de los subhaplogrupos DI y D2.

El subhaplogrupo mas frecuente en las poblaciones analizadas fue A2 (41.89%) y el menos
frecuente fue el D1 {2.70%). Sin embargo, seria de interés ampliar en estudios posteriores un mayor
numero de muestras.

Nuestros datos sugieren que existe una gran heterogeneidad en los individuos de las

poblaciones indigenas mexicanas analizadas, debido a la presencia de los diferentes subhaplogrupos.



L INTRODUCCION.

A. GENOMA MITOCONDRIAL.

Una caracteristica de las células eucaricticas es la presencia de compartimentos
citoplasmaticos limitados por membrana, que los separa fisicamente de los demds. Estos
compartimentos son: nucleo, reticulo endopldsmico liso y rugosa, microcuerpos, lisosomas,
mitocondria y otros. La mitocondria es el centro del metabolismo oxidativo de la célula que convierte
los productos del catabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas en energia quimica almacenada
como adenosin trifosfato (ATP) ( Karp G, 1998).

Ademas se ha postulado que el origen de la mitocondria es endosimbidtico (Margulis L., 1970), ya que
este organelo tiene wun sistema independiente de replicacion, transcripcién y  traduccién
(Wallace, 1992a).

1. Estructurs y contenido genético.

En humanos, el genoma mitocondrial {(mtDNA) es una molécula circular con 16,569 pb, que se
replica y se expresa dentro del organelo y estd en miltiples copias. El mtDNA codifica a 13 proteinas
(subunidades de la cadena respiratoria) necesarias para generar ATP en la via de fosforilacion
oxidativa, ademés de los RNAs ribosomales 128, 168 y 22 tRNAs necesarios para la expresion de los
mRNAs, Figura 1. (Nils-Géran y Clayton, 1995; Wallace, 1993).

Ademés de estas 13 proteinas codificadas por el mtDNA, se requieren otras proteinas de origen
nuclear tanto para ia fosforilacion oxidativa, como para la replicacién, transcripcion y traduccion de!
mtDNA (Scriver ef al., 1995).



2. Replicacién det DNA mitocondcial.

El genoma mitocondrial estd formado por dos cadenas: una cadena pesada que sirve de
molde para la sintesis de los RNAs ribosomales 125 y 168, 12 polipéptidos y 14 tRNAs y una cadena
ligera que sirve de molde para la sintesis de un polipéptido del complejo 1, llamado ND6 y de 8 tRNAs
{Nils-Géran y Clayton, 1995).

La replicacion del DNA mitocondrial es asimétrica, debido a la presencia de dos origenes
de replicacién separados uno del otro aproximadamente por 10 Kb y ademas requiere de la polimerasa
mtDNA (polimerasa y) y factores proteinicos adicionales. Un origen de replicacion se ubica en la
cadena pesada (Oy) y sirve de molde para la sintesis de una nueva cadena, situada en la region D-loop.
Iniciada ia replicacién, se extiende hasta llegar a dos tercios del mtDNA y expone el siguiente origen
de replicacién de la cadena ligera (Ov) y continua la sintesis de la cadena ligera en sentido opuesto a la
sintesis de la cadena pesada, hasta completar la replicacion en ambas cadenas (Figura 1) (Nils-Géran y
Clayton, 1995}
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Figura 1. Mapa del DNA mitocondrial humano, E! DNA mitocondrial codifica 13 proteinas, siete de
ellas pertenecen al complejo [ (ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4, NDS y ND6), una proteina det complejo
IM citocromo b {cytb), 3 proteinas del complejo IV (COI, COII, COIII), 2 polipéptidos del complejo V
(ATP8 y ATP6). Dos rRNAs (128 y 168) y 22 tRNAs (indicada por una letra de! simbolo del
aminoacido). Las flechas indican los promotores de la transcripeidn de la cadena pesada (HSP), de la
cadena ligera (LSP) y los origenes de la replicacién de la cadena pesada (Oy) y la cadena ligera {Oy).
La region ampliada muestra ¢ asa desplazada (D-loop) con la cadena de D-loop naciente, las
secuencias de bloqueo conservadas (CSBs) y la secuencia asociada a la terminacién (TAS)
http://www.gen.emory.edu. MAP/report. html#function

Las siguientes enzimas de restriccion definen los haplogrupos A, C, D y la delecion define al
haplogrupo B. El haplogrupo A se define por la presencia de un sito de reconocimiento para la enzima
Haelll en la posicién 663, el haptogrupo C se define por la ausencia de un sitio reconocimiento para la
enzima Hincll en la posicion 13259 y el haplogrupo D se define por la ausencia de un sitio en la
posicion 5176 {Tomado de Nils-Goran y Clayton, 1995, Torroni et al,, 1992, con modificaciones).



3. Transeripcion.

La region D-Loop es el sitio de contro) de ia transcripcion y replicacion del mtDNA. Existe un
promotor de la transcripcion en la cadena pesada (HSP) y un promotor de la transcripcién en la cadena
ligera (LSP). En ambas cadenas se preduce un transcrito policistronico {Schapira A H.V., 1993). La
sintesis de DNA inicia en una regién denominada secuencia conservada de bloqueo I-TII {CSBs)
(Figura 1) (Nils-Géran y Clayton, 1995).

La transcripcién requiere de la RNA polimerasa que transcribe exclusivamente genes
mitocondriales (mtRNA) y probablemente de algunos factores adicionales, ademas del factor A
involucrado en la transcripcidn mitocondrial humana (h-mtTFA), que se une a una regién reguladora
corriente arriba de los promotores HSP y LSP, activando la transcripcién como resultado de la unidn al
DNA. Recientemente se ha demostrado que el dominio carboxilo de este factor es la parte activa para

la transcripcion (Nils-Goran y Clayton, 1995).
4. Mutaciones en el DNA mitocondrial.

El DNA mitocondrial presenta mutaciones en regiones reguladoras que interfieren en la
replicacion y transcripcion. Esto origina una pérdida en la fiuncion de algunas de las subunidades de la
cadena respiratoria codificadas por el mtDNA. Originando un dafio en la funcién de la cadena

respiratoria que generalmente tienen efectos patogénicos (Nils-Garan y Clayton, 1995),
B. HERENCIA MITOCONDRIAL,

El genoma mitocondrial se transmite con un patrén de herencia particular, que se caracteriza
por una transmisién materna, mediante las mitocondrias localizadas en el citoplasma de los évulos. La
contribucion de las mitocondrias paternas es muy baja, ya que solamente se transmite el 0.1% de
mtDNA, por las mitocondrias que estin ubicada en la parte media del espermatozoo. Se estima gue un
6vulo humano contiene aproximadamente 200,000 a 300,000 mtDNAs. La madre transmite su mtDNA
a toda su descendencia y solamente sus hijas trasmiten su mtDNA a la siguiente generacién (Wallace,
1992b, Nils-G&ran y Clayton, 1995).

En afios recientes se han dado grandes avances al describir y caracterizar mutaciones en ei



miDNA, que se concentran a lo largo del linaje materno y estin asociadas a un nimero de
enfermedades con fenotipes neurolégicos o neuromusculares. Sin embargo, solamente una minoria de
los cientos de genes implicados en la biogénesis mitocondrial estan codificados por la mitocondria, ya
que la mayoria lo estan por el micleo. Por lo tanto, es posible que mutaciones en genes nucleares
puedan también causar enfermedades mitocondriales, que implicarian un mayor mimero de sindromes
clinicos (Poulton ef ai., 1994).

L. Segregacién replicativa.

El mtDNA est4 presente de 2 a 10 copias por mitocondria y miles de copias por célula.
Una mutaciéon puede estar presemte en todas las copias (homoplasmia) o en una fraccidn
{heteroplasmia) que se distribuye azarosamente en las células hijas durante la mitosis y meiosis por un
proceso llamado “segregacion replicativa™ en donde la célula acumula una porcién variable de mtDNA
mutado y normal (Nils-Goran y Clayton, 1995). Cuando se transmite por via materna una mutacién
homoplasmica, ésta se mantiene estable en las generaciones sucesivas. Por lo contrarip, cuando se
hereda una mutacién heteroplismica, el genotipo puede cambiar en pocas generaciones y la transmisién
dependerai de la proporcion del m{DNA mutado, ademis de que se transmita a todas sus hijas (Nils-
Garan y Clayton, 1995).
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C. FOLIMORFISMOS EN EL DNA.

Los polimorfismos en el DNA nuclear, fueron las primeras variantes que se identificaron,
algunos de estos corresponden a sustituciones de nucledtidos, identificables porque alteran el sitio de
reconocimiento de las endonucleasas de restriccién, es decir, se modifica la secuencia especifica de
nucledtidos dando como resultado una variacién en ia longitud del tamafio de los fragmentos de
restriccion (RFLP’s), marcadores muy empleados en estudios de Genética de poblaciones y en
diagndstico molecular de padecimientos hereditarios monogénicos (Serrano, 1995).

En lz actualidad, en los estudios de evolucidn, se estin empleando marcadores genéticos
mitocondriales, para conocer €f origen humano y encontrar el origen de los primeros pobladores de
América. El uso de marcadores nucleares en este tipo de estudios, genera menos informacion que los
mitocondriales debido al fendémeno de recombinacién y a la baja tasa de mutacion, lo cual hace mas
dificil el conocimiento de ta historia evolutiva.

El mtDNA permite estudiar diferentes poblaciones humanas, debido a que presenta un nivel de
variacién genética alta. Lo que permite comparar poblaciones separadas geograficamente y poder

relacionar el parentesco entre ellas.
D. POBLADORES DE AMERICA.

El origen de los primeros pobladores de Américe, constituye uno de los temas mas
controversiales en el estudio de la evolucién humana. Es aceptado que los antecesores de los indigenas
de América llegaron de Asia durante el maximo periodo glacial (25,000-14,000), a través del estrecho
de Bering que conectd a ambos continentes (Starikovskaya et al., 1998). Sin embargo, el tiempo, tugar
de origen y el nimero de migraciones hacia América estd en debate por genetistas, arquedlogos,
antropdtogos y lingtistas (Karafet ef al., 1999).

Greenberg, Tumer y Zegura proponen la hipotesis de las “tres oleadas migratorias”,
mencionando que pobladores de América llegaron del Noreste de Asia en diferentes épocas, integrados
en 3 grupos. Esta hipotesis se sustenta en la homogeneidad en los grupos lingtisticos, datos genéticos,

ia morfologia dental y la variacion de proteinas sanguineas (Szathmary, 1993., Greenberg e/ al., 1986),



De acuerdo & estos autores, la primera oleada migratoria a América fue hace aproximadamente
15,000-30,000 afios y dio origen a los Amerindios. Este grupo tiene una extensa diversidad tingiiistica
¥ se distribuye por todo el Sur y Centro de América y parte del Norte de América; la segunda oleada se
realizd hace aproximadamente 10,000-15,000 aflos por el grupo de los Na-Dene, distribuidos
actualmente al Norte de Canadi y una pequefia parte del Sudeste de los EUA, mientras que la
migracién mas reciente fue aproximadamente 6,000-9,000 afios y la realiz6 el grupo de los
Esquimales-Aleutianos, distribuidos actualmente en la parte Norte de Canadd y una parte de
Groenlandia (Schurr et al, 1990).

1. Variacién en el mtDNA en indigenas de América.

La variacién en ¢l mtDNA es importante para determinar la estructura demogréfica y el nitmero
de migraciones de Asia hacia ¢l Nuevo Munde. Lo anterior se apoyd mediante estudios realizados con
el mtDNA de indigenas pertenecientes a varias poblaciones de América. La presencia de marcadores
asidticos ha sugerido que los indigenas americanos derivaran de un pequefio niimero de fiindadores de
Asia (Schurr ef al,, 1990).

Para ver la relacién de ia poblacidn americana con la asidtica, se realizd el estudio de la
variaci6n en la secuencia del mtDNA en 167 Amerindios (Norte, Centro y Suramérica) y 7 poblaciones
de Asia con un niimero total de 153 asisticos. Se utilizaron 14 enzimas de restriccion para analizar el
mitDNA, encontrindose un total de 67 sitios polimorficos, que definieron 50 combinaciones de alelos y
una delecion de 9 pb. En un dendograma estas combinaciones se agruparon en cuatro grandes grupos
(A, B, C y D) de haplotipos o linajes. El haplogrupo A se caracterizo, por la presencia de un sito de
reconocimiento para la enzima Haelll en la posicion 663, el haplogrupo B mediante la delecion de 9 pb
de una pequefla region no codificante entre los genes COII y “"tRNA, el haplogrupo C fue
caracterizado por la ausencia de un sitio de reconocimiento para la enzima Hinc II en la posicion
13,259 y por dltimo el haplogrupo D se caracterizo por la ausencia de un sitio de reconocimiento para
la enzima Alu [ en 1z posicion 5176 (Figura 1). Los resultados obtenidos sugieren que la poblacion
amerindia presenta los cuatro linajes maternos (A, C, B y D). Sin embargo, las variaciones genéticas
observada en los linajes A, C y D fueron similares. No obstante, el linaje B presenta variacién genética
mas baja, dando la posibilidad de una llegada independiente. Por otro lado, estos marcadores se

comparten con poblaciones de Asia, sugiriendo que los indigenas de América descendieron de



poblaciones asiaticas y experimentaron una reduccidn dramatica de tamaiio y variacién genética
después o durante ta migracién hacia América. De acuerdo con la gran variacion en la secuencia de
algunos Nadenes y Amerindios, es probable que estos dos grupos derivaran de distintas poblaciones
que migraron en diferentes tiempos (Torroni ef al., 1992).

2. Regién D-loop.

La region D-loop de! mtDNA es muy variable por lo que se pueden definir y caracterizar tres o
cuatro haplogrupos (A-D), también denominados haplotipos 1, LTI, 1V, debido a la presencia de
mutaciones especificas en cada grupo. (Ward et al, 1991, Bailliet et al, 1994, Toroni ef al, 1993). El
heplogrupo “A” o haplotipo ITI, se caracteriza porque en la secuencia de la regién D-loop, se encuentra
una timina en la posicion 16290 y una adenina en la posicion 16319. El haplogrupo “B” o hapletipo 1,
usualmente se caracteriza por citosinas en la posicién 16189 y 16217. El haplogrupo “C” o haplotipo
IV, tiene una citosina en la posicion 16298 y una timina en la posicidn 16327, Comparando las
secuencias de la region D-loop de indigenas americanos y las de Asia se puede observar que existen
mutaciones especificas de grupo de estas dos regiones separadas geogrificamente. Esto indica que las
mutaciones especificas probablemente se originaron de Asia y las otras mutaciones ocurrieron después,
cuando los indigenas americanos se separaron de las poblaciones de Asia (Easton ef al, 1996).

Por otra parte, también se han caracterizado polimorfismos especificos de América Central,
como el de la tribu Amerindia Chibcha de Costa Rica y Panama. Estas poblaciones presentan una
delecion de 6 pb que abarca los nucledtidos 106-111 y se pierde un sitio de reconocimiento para la
enzima Mspl en el nuclebtido 104. Esta delecion ha sido denominada como “delecion de Huetar”, por
pertenecer a la poblacion Huetar del Centro de Costa Rica. Se sugiere que se origind en una poblacion
ancestral Chibcha y de éstas se derivaron las poblaciones modernas (Santos y Barrantes, 1994).
Aunque se pensaba que esta delecion era especifica de esta tribu, analizando otras poblaciones al sur de
América Central se logro identificar la delecion que ademas esta asociada a los haplogrupos A y D
{Memmiwether e/ al., 1995a).



3. Distribucién de los haplogrupos.

Las poblaciones Amerindias presentan los cuatro haplogrupos (A-D). Las poblaciones Na-
Denes que son menos variables, presentan al menos uno o dos haplogrupos. Interesantemente no
siempre los mismos linajes se presentan en las mismas poblaciones, por e¢jemplo la poblacion de
Dogrib tiene los haplogrupos A y C, los Navajo tienen los haplogrupos A y B. Por ultimo, !as
poblaciones de Esquimales-Aleutianos presentan dos haplogrupos (A y D). En América el hapiogrupo
A se presenta en una menor frecuencia en las poblaciones de Suramérica y en mayor frecuencia en
Norteamérica (Merriwether et al, 1995a). Este haplogrupo estd presente en baja frecuencia en
poblaciones de Asia y ausente en las poblaciones de Siberia. Ademas se observa en un 5.0% en
Mongolia y en la poblacion Evenk de Siberia y en un 11,0% en Tibetanos (Bonatto et al, [997a). La
frecuencia de los haplogrupos C y D varia mucho en el Norte, Centro y Suramérica (Merriwether ef
al., 1995a).

4. Delecidén de 9 pb.

La delecion de 9 pb que define al linaje B esté distribuida en menor frecuencia en Norteamérica
y mayor frecuencia en Sudamérica. La delecidn es muy comiin en Asia, en el sudeste de Asia y en las
islas del Pacifico (Merriwether ef 2/, 1995a).

Con estos datos se puede sugerir un modelo de dos migraciones del linaje B originada en el
sudeste de Asia: una migracion se movié cruzando el estreche de Bering y se distribuyd en América y
la segunda migraci6n se dirigid hacia las islas del Pacifico (Melanesia, Micronesia, Polinesia), Estas
dos migraciones que se distribuyeron fuera de Asia y Siberia, podrian explicar la variacién que se
observa en América (Merriwether et al., 1995a). La presencia del lingje B entre Polinesia y Amerindios
probablemente refleja un origen asidtico en vez de un contacto directo entre ambas poblaciones
(Boenatto ef al., 1996).
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5. Diversidad en los cuatro haplogrupos.

Uno de los temas mas controversiales es la llegada de varias migraciones al Nuevo Mundo.

La variabilidad genética observada en diferentes poblaciones amerindias, nos da informacién detallada
para evaluar el nimero y ¢l tiempo en que ocurrieron las migraciones hacia ¢l Nuevo Mundo. Mediante
la secuenciacion de la region control y el estudio de los polimorfismos del mtDNA, es posible observar
la divergencia dentro de las poblaciones humanas.

Una de las poblaciones que presenta una extensa variabilidad genética, es la poblacion
Amerindia Nuy-Chah-Nulth, lo que va en contra de un efecto fundador, sugiriendo un modelo de una
sola migracién hacia el Nuevo Mundo (Ward et al., 1991, Kolman et al., 1996). En datos més recientes,
se menciona que existe una menor variabilidad en los cuatro haplogrupos (A, B, C y D), seguida de una
expansién. Por lo que concluyen que hubo un solo origen para todas las poblaciones que luego se
expandieron (Forster ef al,, 1996) aproximadamente en el mismo tiempo. Por consiguiente, es muy
probable que llegaran de una misma poblacién hace 30,000-40,000 afios y que [a diversificacion se
diera durante un intenso proceso de colonizacién. Asimismo, al comparar una poblacién antigua del
cementerio Norris Farms situada en Illinois y perteneciente a la cultura Oneota, con una poblacion
Americana y linajes de Asia, presentd una mayor diversidad en todos los haplogrupos. De acuerdo con
estos resultados se apoya la hipotesis de una sola migracién al Nuevo Mundo con una considerable
diversidad que se expandié hace 23,000-37 000 afios (Stene y Stoneking., 1998).

También se ha observado la presencia de mas haplotipos fundadores denominados comeo
subhaplogrupos Al, A2, C1, C2, Bl, B2, D1, D2. Esto, argumenta en contra de [a hipdtesis de una
menor variabilidad genética en la poblacién durante la primera colonizacion hacia América (Bailliet et
al., 1994, Merriwether ef al., 1996).

La idea de una o tres migraciones para explicar la llegada de los indigenas americanos, se ha
complicado mas, debtdo a los trabajos de Starikovskaya ef al. (Starikovskaya et al., 1998), donde se
proponen 2 migraciones: la primera fue hace aproximadamente 34,000 afios, provenientes del estrecho
Bering, presentando los haplogrupos A, C y D. La segunda fue hace 16,000-13,000 afios y provino del
Sureste de Asia, mostrando sélo el haplogrupo B. Estos datos correlacionan con la ¢ltima expansion del

estrecho Bering, cuando el recorrido hacia Alberta fue abierto debido al descongelamiento.



E. HAPLOGRUPO X.

El 97% de los indigenas americanos presentan uno de los cuatro haplogrupos fundadores (A, B,
C y D) (Brown ef al., 1998). La excepcién es una poblacién de Qjibwa del norte y del sur de Ontario
que muestra otro marcador denominado haplogrupo *“X* (Scozarti ef al., 1997). La presencia de este
haplogrupo en las poblaciones antes mencionadas, probablemente el resultado de migraciones de
grupos del norte de Europa al norte de América. Actualmente, se sugiere que este haplogrupo, es
adicional a los otros cuatro haplogrupos (Brown et al., 1998, Forster ef al., 1996).

Por lo anterior, este haplogrupo, estd en menor frecuencia en las poblaciones indigenas
americanas. En poblaciones de Europa se encuentra en un 4% y estd ausente en numerosas poblaciones
de Asia/Siberia, lo que sugieren que llegé a América por una via diferente al estrecho de Bering. El
haplogrupo esta distribuido solamente en grupos de Amerindios det Norte de América: en un 25%
Ojibwa, 15% en Sioux, 11%-13% en Nuu-Chah-Nulth, 5% en Yakima y un 7% en Navajo del grupo
de Na-Dene. La presencia de este haplogrupe en el grupo de Na-Dene probablemente se adquirié a
través de una mezcla con poblaciones Amerindias del Norte, durante o después de una migracion
reciente (Brown ef al., 1998).

Se estima que este haplogrupo llegd del Norte de América hace 12,000-36,000 afios, lo que
sugiere que arribé a América paralelamente durante la primera migracién de los Amerindios (20,000-
30,000 aftos),

;Cuil es la relacidn que existe entre el viejo mundo y el nuevo mundo con este haplogrupo?,
En trabajos recientes, excluyen la posibilidad de un mestizaje para explicar su presencia en las
poblaciones indigenas americanas. Mediante analisis filogenéticos e! haplogrupo X separa en dos
grandes brazos a las poblaciones indigenas americanas y a las europeas, sugiriendo que estan formadas
por un ancestro materno comin (Brown et af., 1998).

El resultado del andlisis de 743 mtDNA de indigenas de diferentes partes de América solo 25
indigenas (11 de Qjibwa, 2 Navajo, 2 Nuu-Chah-Nulth, 1 Oncota (esqueleto} de Norte América, 1
Maya, 1 Makiritare, 6 Mapuche de Centro y Suramérica), no presentaron ninguno de los cuatro
haplogrupos de América (A, B, C y D) (3.4%). Se han dado diversas explicaciones del porqué no
presentaron ninguno de los cuatro haplogrupos: A) Podria ser el resultado de un segundo evento
mutacional que elimind algunos de los cuatro haplogrupos. B) Podria ser el resultado de una mezcla

reciente de genes Caucésicos. C) Podria representar haplogrupos de Asia adicionales que entraron a
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América. D) Los indigenas americanos e indigenas eutopeos comparten un ancestro comin (Brown e/
al., 1998, Torron y Wallace, 1995).

F. CROMOSOMA Y.

Existe una fuente de debate respecto al nimero de migraciones hacia el Nueve Mundo basados
en el estudio con haplotipos asociados al cromosoma Y, que ofrece la posibilidad de estudiar la
migracién masculina y peder compararla con la migracién femenina.

E! cromosoma Y se trasmite por via paterna a sus hijos de forma haploide sin suffir
recombinacién. Su variacion genética es baja respecto al mtDNA, sin embargo contiene varios
elementos repetidos que mutan ripidamente. Por lo tanto, una combinacién en la sustitucidon de bases y
variantes en los elementos repetidos en el cromosoma Y, dan como resultados haplotipos que pueden
trazar la migracion paternal (Lell et af., 1997). La diversidad genética de este cromosoma dentro de una
poblacién y entre poblaciones puede ser considerada como una combinacién de mutaciones que han

ocurrido a lo largo del linaje paterno (Ciminelli et al,, 1995).
1. Distribucién geogrifica de los haplotipos del cromosoma Y.

Karafet y cols. (1999) analizaron los cromosomas Y de 2,198 hombres de 60 poblaciones
incluyendo 19 indigenas americanos y 15 indigenas del Norte de Asia, dando como resultado a 14
haplotipos, los mas frecuentes fueron los haplotipos 1C y 1F. En base a esos datos, se propone un
modelo de 2 oleadas migratorias separadas geogréaficamente, hacia el Nuevo Mundo (Karafet ef al.,
1999).

Una oleada provino de las poblaciones del Oeste de Siberia (haplotipo 1C). Este haplotipo esta
ampliamente distribuido en América del Norte, Centro y Suramérica. Interesantemente este haplotipo
se encontrd con una frecuencia de 68.8% en poblaciones de Europa del Norte (Euroasia) (Karafet ef al.,
1999).

El origen de la segunda trayectoria (haplotipo F) proviene de las poblacicnes del Norte y Este
de Siberia. En una menor frecuencia se encuentra en Mongolia, ausente en Africa, en Europa y en
Ameérica (Karafet er al., 1999).



G. POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS.
1. MIXTECOS.

Los actuales habitantes de Mixtecapan {pais de los mixtecos) o Mixtlan (lugar de nubes), segin
los nahuas, se autonombran Nuu Savi, que significa en castellano “pueblo de lluvia™. La  regién
ocupada per los mixtecos, se localiza entre los 97 y 98° 30° de longitud Oeste y los 15° 45° de latitud
Norte, cubre un érea aproximada de 40 000 km’ y abarca parte de los estados de Guerrero, Puebla y en
mayor proporcion el estado de Oaxaca. Historicamente ha sido dividida en Alta, Baja situada a una
altura cercana a los 1 700 msnm (metros sobre el nivel del mar) y la Costa situada en la vertiente del
Pacifico. La region esta en la confluencia de la Sierra Madre del Sur y la Sierra de Oaxaca, sus altitudes
van de los 0 a los 2 500 msnm (metros sobre el nivel del mar).

La lengua indigena que se habla en la Mixteca, pertenece al grupo macro otomangue, subgrupo
otomangue, rama mixteco-popolocana, familia amuzgo-mixteca y estd emparentada con los idiomas
cuicateco, triqui y amuzgo y un poco mis alejado del popoloca, el ixcateco, el chocho y el mazateco
{Acevedo y Roble., 1994).

2. ZAPOTECOS

Los zapotecos son, después de los nahuas y los mayas, el pueblo indigena méis numeroso en
nuestro pais, representa el 8% del total de hablantes de lengua indigena en México. En 1990, en el
estado de Oaxaca existian 341,583 hablantes zapotecos, conformando asi el grupo indigena mis
extenso del estado. Su presencia se registrd précticamente en las ocho regiones geograficas en que se
divide la entidad, ademés de que existen también importantes nicleos en la ciudad de México, en e!
estado de México, Chiapas y Veracruz. El término “zapoteco™ proviene del vocablo nahuatl
Tzapotecatl, que significa “pucblo del zapote”, pero los zapotecos se nombran asi mismos: “ben ‘zaa” o
“gentes de las nubes”. La region se ubica entre los 16° 17° y 17" 297 de latitud norte y los 96° 7° y 97°
09" de longitud oeste y de acuerdo a factores geogrificos del Valle Central, la poblacion esti
representada por 8% municipios, que comprende los distritos de Ejutla, Etla, Ocotlan, Tiacolula,
Zaachila, Zimatlin y Centro (Gonzilez., 1994).



Los zapotecos no constituyen un grupo cultural homogéneo, 1a etnografia los agrupa en cuatro
ramas. zapotecos de Valles Centrales, det Istmo de Tehuantepec, de la sierra Nore o Juérez y
zapotecos del sur.

Los Valles Centrales de Qaxaca han sido sede de asentamientos humanos desde la llegada de los
zapotecos, la regién fue poblada por grupos de caracter noémada, etapa que se le denomind “ditica”
basada en la caza, la recoleccion y en la cosecha. La lengua zapoteca deriva del tronco lingiistico
otomangue y se encuentra emparentada con el Otomi, el mazahua, el matlatzinca, el pame y el
ocuilteco, hablados en el centro de México. Con el triqui, chocho, mazateco, amuzgo, iXcateco,
mixteco, chatino y ademds con el chiapaneco y el mangue hablado en algunos pueblos de
Centroamérica (Gonzalez., 1994).

Existe una migracién muy marcada de zapoteco, sin embargo, un elemento que debemos tener
presente es el alto grado de identidad y de adscripcion que guardan respecto al lugar de su procedencia,
no importa mucho su lugar actual de residencia, se reconoce como miembros de ura comunidad con la
prestacién de los servicios municipales que se les asigna. Asi, los zapotecos serranos radicados en el
Valle de México y en otros lugares son una parte importante de la sociedad zapoteca del estado de
QOaxaca. Sus principales objetivos son de ayudarse mutuamente, preservar la identidad social en los
nuevos lugares de asentamiento y ayudar a la comunidad de ongen mediante su aportacion (Rios.,
1994).

3. OTOMIES

A la palabra otomi se le dan varios significados. Para algunos autores deriva del nahua y
significa “cazadores que llevan flechas”, para otros “fiafii™ (que proviene de un antepasado mitico) o
bien “Otou” u “Otomitly” que quiere decir “pueblo sin residencia™ o “no poseer nada™ La cultura
mesoamericana se integrd con diversas etnias, entre elias los otomies. Este grupo lingiistico
actualmente se encuentra en los estados de Hidalgo, México y Querétaro, Veracruz y el Distrito
Federal. Sin embargo, se menciona que los otomies provenian def Oriente o del sur, al emigrar llegan al
valle de Tula en el siglo VII, en donde inician la construccion de sus poblados (Vazquez., 1995).

Los otomies pener{eoen a la gran familia otomi-pame, grupo lingiistico cuyos componentes
poseen historia y tradiciones culturales altamente diversificadas. La poblacion migrante otomi

mantiene sus relaciones familiares con sus paisanos residentes en el Distrito Federal, para conservar sus



-lazos con la familia que permanece en la comunidad v en su territorio. Las formas culturales de
relacion, de trato y de convivencia son discretas y han tratado de conservar sus relaciones de

compadrazgo con miembros de su propio grupo (Isidro., 1994).



II. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL.

¢ Determinar los subhaplogrupos del mtDNA en poblaciones indigenas mexicanas.

1. OBJETIVOS PARTICULARES.

* Obtencién de un banco de DNA gendmico de diversas poblaciones indigenas mexicanas.

e Amplificar por PCR las diferentes regiones en el DNA mitocondrial que definen los

subhaplogrupos y someterlas a restriccion con las diferentes enzimas.

¢ Comparar los resultados obtenidos con otras poblaciones indigenas americanas y asiaticas.

1. JUSTIFICACION

En México, se han realizado pocos estudios de haplogrupos en el DNA mitocondriat por lo que
es de gran interés conocer la estructura genética mitocondrial de nuestras poblaciones. Esto contribuird
a conocer las relaciones genéticas que existen en nuestras poblaciones y con otras separadas

geograficamente,



i7

V. SUJETOS

Se estudiaron 74 individuos residentes en la ciudad de México, D.F. provenientes de diferentes
poblaciones indigenas: 16 de la Mixteca alta, 11 de la Mixteca baja, 7 de la Mixteca costa, 5 Zapotecos
y 35 Otomies.

El estudio se realizé en el laboratorio de Genética Molecular de ta Unidad de Investigacion
Meédica en Gengética Humana, CMN Siglo XXI, en colaboracién con la Dra. Leonora Buentello del
laboratorio de Genética del Instituto de Investigaciones Antropoldgicas, UNAM,

A. CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusién que se emplearon en este trabajo fueron los siguientes:
a) Que los padres y abuelos de los individuos analizados hayan nacido en alguna de las poblaciones
analizadas en este estudio.

b) Los individuos analizados no deben estar relacionados genéticamente entre si.

V. METODOS

A. AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO.

La obtencién de DNA se realizé a partir de leucocitos de sangre periférica, siguiendo el método
previamente descrito por Kempter (1992). Con la excepcion de que el DNA fue purificado mediante
extracciones fendlicas. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3,500rpm/15 min. Se obtuvo el
paquete de las células biancas de la interfase y se paso a tubos eppendorf. Los eritrocitos remanentes se
eliminaron a través de lavados con amortiguador de lisis de eritrocitos (TRIS 10mM pH7.6, MgCh
SmM y NaCl 10Mm). La pastilla de células blancas resultante se resuspendid en 886 ul de NaCl smM
y se le adicionaron 46 pl de SDS al 10% para lisar a ias células. Esta mezcia se agité por 5 minutos, se
le adicionaron 308 ul de una selucion saturada de NaCl, se agitd vigorosamente y se centrifugd a
15,000 r.p.m./30min. Se aisld el sobrenadante y se le realizaron extracciones fenolicas (Maniatis ef al.,

1989). El sobrenadante se transfirid a un tubo estéril y se le adicionaron dos volimenes de etanol
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absoluto frio (-20 °C) para precipitar el DNA. Este se separd de la solucion alcohélica y se lavd dos
veces con etanol al 75%. Posteriormente, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendié en un
volumen de 800 pl de solucién TE (TRIS 10mM pH 8.0, EDTA ImM pH 8.0) o agua desionizada y
se conserv hasta su analisis a —20 °C. '

Se determiné la concentracién y pureza del DNA mediante un analisis espectrofotométrico a 260
y 280 nm. La concentracion de DNA se calculd con la siguiente formula:

[DNA (ul/f)i=(A260)(dilucion —1)(0.05 ug/fl)

sabiendo que 0.05 ug/itl de DNA =1 D.O a 260 nm

La relacién 260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se considera que las relaciones
comprendidas enire 1.8 y 2.0 unidades son las 6ptimas. "

Para determinar la calidad de las muestras se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1%

tefiidos con bromuro de etidio [0.5pg/ml} (Maniatis ef al., 1989).

B. AMPLIFICACION DE REGIONES POLIMORFICAS DEL mtDNA, MEDIANTE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Con la finalidad de definir los haplogrupos (A, C, D) en el mtDNA de la poblacién indigena
estudiada, se amplificaron 3 regiones diferentes, con diversos pares de oligonucledtidos que definen
cada haplogrupo (Torroni er af., 1992). La secuencia de cada oligonucledtido, el tamafio de los
productos de amplificacién y la temperatura de alineamiento se describen en la tabla 1. Todas las
reacciones de PCR se realizaron con el termociclador RoboCycler Gradient 40 (Stratagene).

La reaccibn de PCR para los subhaplogrupos Al y A2, se realizaron con las siguientes
condiciones: 2.5 U de Taq polimerasa (Gibco-BRL), 100-200 ng de DNA, 200 uM cada uno de los
dNTP's, 25 pmoles de cada oligonucledtido, amortiguador de la reaccién 10X y 25 pl de aceite mineral,
la condicion optima de MgCl, para la reaccion fue 1.0 mM. El volumen final de la reaccién fue de 50
pl

La amplificacion se realizd con los siguientes pasos: una desnaturalizacion inicial de 95°C, 5
min, 30 ciclos de desnaturalizacion (95 °C, | min), alineamiento {61 °C, 1 min), extension (72°C,

3min) y una extension final de 72 °C por 7 min.



Para los subhaplogrupos C1 y C2, la reaccién de PCR se realizd en base a las siguientes
condiciones: 2.5 U de Taq polimerasa {(Gibco-BRL), 100-200 ng de DNA, 200 uM de cada uno de los
dNTP’s, 25 pmoles de cada oligonucledtido, amortiguador de la reaccion 10X y 25 l de aceite
mineral, se vari6 la concentracién de MgCla, siendo de 1.6 mM la condicién dptima en la reaccién. El
volumen final de la reaccién fue de 50 pl.

En la amplificacién se utilizaron los siguientes pasos: una desnaturalizacién de 95°C, 5 min,,
30 ciclos de desnaturalizacion { 95 °C, 1 min,), alineamiento (65 °C, 1 min.), extension (72 °C, 3 min.),
y una extension final de 72 °C por 7 min.

La reaccion de PCR se realizd en base a las siguientes condiciones para los subhaplogrupos D1
y D2: 2.5 U de Taq polimerasz (Gibco-BRL), 100-200 ng de DNA, 200 uM de cada uno de los dNTP's,
25 pmoles de cada oligonucledtido, amortiguador de la reaccién 10X y 25 pl e aceite mineral, se vario
la concentracién de MgCls, siendo la 6ptima de 1.0 M, El volumen final de la reacci6n fue de 50ul,

La amplificacion se realizd con los siguientes pasos: una despaturalizacién inicial de 95°C, §
min, 30 ciclos de desnaturalizacion {95 °C, 1 min.), alineamiento { 55 °C, 1 min.), extension (72 °C, 3
min.} y una extension final de 72 °C por 7 min.

Los productos de PCR de cada subhaplogrupo fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 1% teflidos con bromuro de etidio [0.5 pl/mi]; en todos los casos se incluyé un marcador de

peso molecular (escalera de 50 y 100 pb, Boehringer Mannheim),
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CONDICIONES DE PCR.
HAPLOGRUPOS | COORDENADAS DE SECUENCIA DE LOS TEMPERATURA | PRODUCTO
LOS OLIGONUCLEOTIDOS EN DE AMPLIFICADO
ALINEAMIENTO
OLIGONUCLEOTIDOS DIRECCION 5'—+3 (pb)
EN EL mtDNA cO

A 16453-16472, 1677-1696 CCGGOOCCATAACACTIGGA 61 1812
GOAGTOGTTTGGGGCTAGO

C 11673-11691, 13932-13950 COCCCTGAAGCTTCACCGO 57 2277
GGGAATTGTGCOGTOTATG

D 4994-5018, 5584-5603 ACGCAAAATCTTAGCATACTCCTCA 55 509

OGOGTTTTGCAGTCCTTAGCT
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C. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS.

Debido a la aparicién de preductos inespecificos en ¢l PCR fue necesario purificar el producto
especifico a partir de geles de agarosa mediante el “Kitt Geneclean IT” que contiene una matriz de silica
llamada “glassmilk” a la que se une el DNA. El producto de la amplificacion se sometio a
electroforesis en geles de agarosa, de acuerdo a un marcador de peso molecular el producto especifico
se corto del gel y se transfirid a un tubo al que se le agrego tres volumenes de Yoduro de Sodio (Nal
6.0M) y se incubd por 5 minutos a 45°C para poder disolver la agarosa. Posteriormente se adiciond
una suspension de glassmilk (10 pl) y el tubo se colocd en hielo por 5 minutos, después se incubo por 5
minutos a 45°C, se centrifugd a 15 rpm por 5 segundos y se retird el sobrenadante. A la pastilla de
silica-mtDNA se le agregd 500 pl de solucién de tavado (NaCl/etanol/agua) y se centrifugd por 5
segundos, se repitib este paso por tres veces més, después del ultimo lavado se elimind el
sobrenadante y se adicionaron 20 ul de agua destilada, se incubo el tubo a 45 °C por 2 6 3 minutos y se
centrifugd a 15 rpm  por 30 segundos. El sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se tomd una

alicnota para definir su concentracion.
D. DIGESTION DE L.OS PRODUCTOS AMPLIFICADOS.

Para determinar los haplogrupos en las poblaciones indigenas analizadas, los diferentes
preductos amplificados y purificados se sometieron a la restriccion con la enzima Hae III, que reconoce
una secuencia especific_;a GGLCC (Esquema 1), a la enzima Hinc 1I, que reconoce una secuencia
especifica GTPyLPuAC (Esquema 2) y a la enzima Alu 1, que reconoce una secuencia AGICT
{Esquema 3) (Torroni et ai., 1992).

La reaccion de digestion con las enzimas Hae Il y Hinc U se hizo bajo las siguientes
condiciones: Se trabajaron a una concentracion de 10-20 Uds, utilizando un amortiguador 1X {Tris-
HC1 10 mM, MgCl; 10 mM, NaC! 50mM) y 100-200 ng de mtDNA.
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En la reaccién de digestion para la enzima Alu 1 se utilizaron las siguientes condiciones: 10-20
Uds., amortiguador 10 X (Tris-acetato 33 mM, DTT 0.5 mM, acetato de magnesio 10 mM, acetato de
potasio 66 mM) y 100-200 ng de mtDNA.

En todas las reacciones el volumen final fue de 20 pl. La digestion del DNA con cada enzima
se hizo durante 2 hora a 37°C. Para cada enzima se usd un control positivo y negativo de corte. Los
productos de restriccién fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefiidos con
bromuro de etidio [0.5 pg/mi), incluyendo un marcador de peso molecular (escalera de 50 y de 100 pb,
Roche).
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Esquema 1.

1.1) Definicion de los subhaplogrupos Al y A2

A) Para el subhaplogrupo A1l presenta un sitio de reconocimiento en la posicion 16517
y 663, para la enzima Hae HI.

A 301 pb A 232pb |
3 . 1696

| 4pb A60pb 4 52ph+323pb 4 340pb
663 1464 |

16453 | x > v
16457 16517 323

B) Para el subhaplogrupo A2 presenta un sitio de reconocimiento en la posicién 663,
para la enzima Hae I1I,

801pb 4 232pb |1696
1464 |

| 4pbA 112pb +323pb & 340 pp 4
16453 3 : .

b v
16457 323 663

C) Ambas presentan un sitio de reconocimiento para la enzima Hing 11 en la posicion 13259,

735 pb A 851 pb A 37ph 4 314pp |
11673] ; ; :
| : : s 13950
12408 13259 13636
D) Ambas presentan un sitio de reconocimiento para la enzima Alul en la posicion 5176
| 182 ph A 427 pb |
4994 ; 15603
5176
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Esquema 2.

2.2) Definicién de los subhaplogrupos Cl y C2

A) Para el subhaplogrupo C1, estd ausente un sitio de reconocimiento en la posicion 663 y
esta presente un sitio de reconocimiento en fa posiciéni6517 para la enzima Hae TH.

v
5176

4pbd sopbA 52 pb+323pp A 1141 pb A 232pb
16453| B 2 £ 52| 1696
16457 16517 323 1464
B) Para el subhaplogrupo C2, estin ausentes los sitios de reconocimiento para la enzima
Hae III en las posiciones 663 y 16517,
4pbA 112pb+ 323pb 4
16453| P é pb+323p % 1141 pb : 232 pb |I696
16457 323 1464
C) En ambos estd ausente un sitio de reconocimiento para la enzima Hing II en la posicién
13259
735 pb ?
11673l ot n28eb 2148 113950
12408 13636
D) En ambos est4 presente un sitio de reconocimiento para la enzima Alul en la posicién
5176.
182 pb 4 427 pb
4994} £ : £ }5603
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Esquema 3.

3.3) Definicion de los subhaplogrupos D1 y D2

A) Para el subhaplogrupo D1, est4 ausente un sitio de reconocimiento en la posicién
663 y esta presente un sitio de reconocimiento en la posicién16517 para la enzima Hae II.

4pbh6opb A 52pb+ 323 pb A 1141 pb 4 232pb
16453I + P * P P * ' D "r P |1696
16457 16517 323 1464
B) Para el subhaplogrupo D2, estin presentes los sitios de reconocimiento para la enzima
Hae 11l en las posiciones 663 y 16517.
dpbh + 4 1141 pb
16453' P é 112 pb + 323 pb ': p 3 232 pb !1696
16457 323 1464
C)} Ambos presentan un sitio de reconocimiento para la enzima Hine I en la posicién 13259.
735 pb A
11673| P : 851 pb : 377 pb : 314pb !13950
12408 13259 13636

D} En ambos estan ausentes ¢l sitio de reconocimiento para la enzima Alul en la
posicion 5176,

4994} 609 pb - lsm
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Esquema 4.
4.4) Otros haplogrupos o probabte Bl y B2,

A) Para otro haplogrupo o probabie B1, est4 ausente un sitio de reconocimiento en la
posicion 663 y ademds esta presente el sitio de corte en la posicién16517, parala enzima

Hae II1.
£pbasoph A 52pb + 323 pbd 1141 pb A 232pb
1.54531| P e e £ L 22 |59
L S g
16457 16517 323

B) Para otro haplogrupo o probable B2, estan ausentes los sitios de reconocimiento
para la enzima Hae III en las posiciones 663 y 16517,

| 4964 112pb+323pb 4 1141 pb A _22pb | 169
16453 > 3 3 | 6
16457 323 1464

C) Ambos presentan un sitio de reconocimiento para la enzima Hinc Il en la posicién 13259

11673} 735 pb ? 851 pb ? 377 pb f 314 pb !13950

v A
12408 13259 13636

D) Ambos presentan un sitio de reconocimiento para la enzima Alul en la posicién 5176.

427pb |

15603

4994{ 182 pb

A-F

v
-]
=
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VI. RESULTADOS

Se obtuvo el DNA a partir de 10 ml de sangre periférica de los 74 indigenas, a una
concentracién de 100-200 ng/utl (Figura 1).

Para poder determinar los diferentes haplogrupos, cada uno de los 74 mtDNA de los indigenas
fue amplificado mediante la técnica de amplificacién en cadena de la polimerasa (tabla I). Los
amplificados mostraron bandas inespecificas que podrian interferir en nuestros resultados. Por lo que
las bandas correspondientes a los productos especificos se purificaron a partir del gel mediante el “Kit”
Geneclean 1I (Figura 2).

1) Subhaplogrupos Al y A2.

Se caracterizaron 7 individuos pertenecientes al subhaplogrupo Al (Tabla 2). En la figura 3A
se muestra un gel de agarosa con los preductos de restriccion con la enzima Hae IIL El individuo 3 de
la poblacién Otomi presentd los sitos de reconocimiento para la enzima Haelll en las posiciones 663 y
16517, por lo que se agrupéd al subhaplogrupo Al. Los individuos 122, 121 y 134 de la poblacion
Zapoteca y 26, 126 de la poblacién Otomi, presentaron un patrén de corte diferente, por lo que se
agruparon a otros subhaplogrupos.

Se agruparon 31 individuos en el subhaplogrupo A2 (Tabla 3). En la figura 3B se muestra un
gel de agarosa con los productos de restriccién con la enzima Hae III. Los individuos 26 y B8A
pertencciente a la Mixteca costa, presentaron un sitio de reconocimiento para la enzima Hae III en la
posicidn 663 y 1a ausencia de un sito de corte para la misma enzima en la posicion 16517, por lo que se
agruparon al subhaplogrupo A2. El individuo 44 de pertenece a la poblacién Mixteca costa y el
individuo 41 de la Mixteca baja, tuvieron un patron de corte diferente, por lo que se agruparon a otros

subhaplogrupos,
2) Subhaplogrupoes C1 y C2.

Se agruparon 4 individuos al subhaplogrupo C1 (Tabla 4). En la figura 4 se muestra un gel de

agarosa con los productos de digestion con la enzima Hincll. El individuo 14 pertencce de la poblacién
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Otomi, donde estd ausente un sitio de reconocimiento para la enzima Hincll en la posicion 13259,
agrupandose al subhaplogrupo C1.

De los 74 individuos analizados 5 se agruparon en el subhaplogrupo C2 (Tabla ). En la figura
4, el individuo el 44 pertenece de la Mixteca costa y €l 15 de la Mixteca baja, se agruparen al
subhaplogrupo C2, debido a la ausencia de un sitio de reconocimiento para la enzima Hinc II en la
posicion 13259, El individuo 5P de la Mixteca alta y los individuos 6A, 8M y 16M de la Mixteca baja

tuvieron un patrén de corte diferente, por lo que se agruparon a otros subhaplogrupos,

3) Subhaplogrupos D1 y D2,

Se agruparon 2 individuos al subhaplogrupo D1 (Tabta 6). En la figura 5 se observa un
gel de agarosa con los productos de digestion con la enzima Alul, el individuo 31 de la poblacion
Otomi no presenta un sitio de reconocimiento en la posicién 5176 para esta enzima, agrupindose al
subhaplognipo D1, Los individuos 14 y 36 de la poblacién Otomi, los individuos 85 y 88 de la Mixteca
alta y el individuo 1 de ta poblacion Zapoteca, presentaron el sitio reconocimiento en la posicién antes
mencionada, por lo que se agruparon 2 otros subhaplogrupes. Solo 3 individuos (Tabla7) se agruparon
al subhaplogrupo D2.

De los 22 individuos que no se agruparon a los diferentes subhaplogrupos, 17 de estos
presentaron patrones de restriccion diferentes como se observa en Ia tabla 8, por lo que podrian
agruparse en el subhaplogrupo B1. Los 5 individuos restantes, también presentaron patrones de
restriccién diferentes como se observa en la tabla 9, por lo que podrian agruparse en el subhaplogrupo
B2.
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8 10 121518 19 24 2729

Figura 2. Electroforesis en el gel de agarosa del DNA genomico de individuos
pertenecientes la poblacion indigena otomi. Un ul (200ng) de cada muestra fue
sometida a electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de
etidio, como se describe en material y métodos. Los nimeros corresponden a
individuos diferentes.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos purificados
por “Geneclean”. Los productos amplificados se obtuvieron a partir de la
region comprendida entre los nucledtidos 16453-1696 del mtDNA. Un pl
de cada muestra fue sometido a electroforesis en geles de agarosa al 1%

y se¢ tifieron con bromuro de etidio. Los nimeros corresponden a muestras
de diferentes indigenas mexicanos. M: marcador de peso molecular

(escalera de 100 pb) (Gibco-BRL).
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A) B)
Pb Pb M 26 8A 44 41

122 121 3 134 26 126 M

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de os productos de restriccién con la enzima Haelll.
El producto amplificado de la regién comprendida entre los nuclettidos 16453-1696 fue sometido
a restriccion con la enzima Haelll como se describe en métodos.Una alicuota de cada muestra

se sometié a electroforesis en geles de agarosa al 2% y se 1ifid con bromuro de etidio.

(A) Restriccion con la enzima Haelll reconoce el sitio de corte en la posicién 663. M: marcador
de peso molecular (escalera de 100 pb). (B) Restriccidon con la enzima Haelll que reconoce la
posicion 16517. Se indican los tamafios de las bandas del marcador en pares de bases (pb).

Los numeros corresponden a muestras diferentes de indigenas mexicanos.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de restriccion con la enzima Hinell.
El producto amplificado de la regién comprendida entre los nucledtidos 11673-13950 fue
sometido a restriccion con la enzima Hincll como se describe en Métodos. Una alicuota de
cada mucstra se sometid a electroforesis en geles de agarosa al 2.0% y se tifié con bromuro

de etidio. Los niimeros corresponden a muestras de diferentes indigenas. M: marcador de

peso molecular (escalera de 106 pb). Se indican los tamafios de las bandas del marcador en
pares de bases {pb).



Figura 6. Electroforesis en el gel de agarosa de los productos de restriccion con la
enzima Alul. El producto amplificado de la regién comprendida entre los nucleétidos
4994-5603 se sometio a restriccidon con la enzima Alul como se describe en métodos.
Una alicuota de cada muestra se sometid a electroforests en geles de agarosa al 2.0%
y se tifi con bromuro de etidio. Los numeros corresponden a muestras de diferentes
indigenas. M. marcador de peso molecular (escalerade 100 pb). Se indica los tamafios
de las bandas del marcador en pares de bases.
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TABLA 2
| SUBHAPLOGRUPQ Al EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS
INDIVIDUOS eHae II1 663 »Hinc 11 13259 *Alu 15176 oHae ITI 16517

87-MA + + + ¥
25-MA + + + +
79-MA + + + +
80-MB + + + +
20-0T + + + +

3-0T + + + +
42-0T + + + +
TOTAL 7 7 7 7

MA: Mixteca alta, MB; Mixteca baja, OT: Otomies,
+: Presencia de un sitio de reconocimiento.
»: Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y a la posicion del sitio de reconocimiento.




TABLA3

SUBHAPLOGRUPO A2 EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS

oHae 111 663

oHinc IT 13259

sAlui 5176

sHae 111 16517

21 A-MA

2A-MA

IM-MA

6A-MB

3A-MB

s$M-MB

16M-MB

40-MB

39-MB

26-MC

47-MC

122-ZAP

121-ZAP

96-0OT

91-0T

7-0T

8-0T

10-OT

2-0T

15-0T

130T

19-0T

24-0T

27-0T

29-0T

45-0OT

6-0T

5-0T

23-0T

16-07T

e R TR R E A R e N e e S A R RS E A R B R EA R R A R A

N A A I E AR e T IR A R R A R e e N N A e B E N R T R N

T I R R e o R Y N o R R R R s e o B e e e E R Y

37-0T

TOTAL

31

31

31

31

MA: Mixteca alta, MB: Mixteca baja, MC: Mixteca costa, ZAP: Zapotecos, OT: Otomies +: Presencia
de un sitio de reconocimiento. - Ausencia de un sitio de reconocimiento.
»: Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y a la posicion del sitio de reconocimienta...
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TABLA 4

|| SUBHAPLOGRUPO C1 EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS ll

INDIVIDUOQOS

sHae III 663 «Hinc IT 13259 eHae 11 16517

134-ZAP - - + +
21-0T - - + +
14-COT . N s 7
4-0T - - + +

TOTAL 4 4 4 4

ZAP: Zapoteco, OT: Otomi.

+: Presencia de un sitio de reconocimiento.

-: Ausencia de un sitio de reconecimiento.

»: Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y la posicién del sitio de reconocimiento.
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SUBHAPLOGRUPO C2 EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS oHae III 663 oHinc I1 13259 sAlul 5176

eHaelll 16517

14-MA - -

15-MB - -

44MC - -

120-MC - -

28-0T - -

w|++[+] 4]+

TOTAL 5 5

MA: Mixteca Alta, MB: Mixteca Baja, MC: Mixteca Costa, OT: Otomies.
-+ Presencia de un sitio de reconocimiento.
-: Ausencia de un sitio de reconocimiento.

: Corresponde a ta enzima que define al subhaplogrupo y a la posicidn del sitio de reconocimiento,




TABLA 6
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SUBHAPLOGRUPO DI EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS oHae I1I 663 «Hinc II 13259 eAlul 5176 eHae III 16517
22-0T - + - +
31-0T - + - +

TOTAL 2 2 2
OT: Otomies.

+: Presencia de un sitio de reconocimiento.
- Ausencia de un sitio de reconocimiento.

«: Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y a la posicion del sitio de reconocimiento.




TABLA 7
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SUBHAPLOGRUPO D2 EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS eHae III 663 eHinc II 13259 sAle 15176 oHae IIT 16517
41-MB - + - -
49-MC - + - -
126-0T - + - -
TOTAL 3 3 3

MB: Mixteca Baja, MC; Mixteca Costa, OT: Otomies.

+: Presencia de un sitio de reconocimiento.
-+ Ausencia de un sitio de reconocimiento.

¢. Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y a la posicion del sitio de reconocimiento.
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OTROS HAPLOGRUPOS EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS oHae IIT 663

eHinc II 13259

eAlul 5176

eHae IIl 16517

85M-MA -

123-MA -

83o-MA -

5P-MA -

50-MA -

88-MA -

4-MA -

13-MB -

23-MB -

27-MC -

45-MC -

1-ZAP -

1-OT -

2-0T -

17-0OT -

25-0T -

R N I O S Y IS ) I ) ) B ) ) O

36-0T -

+

I o B O L o % I ) ) S Y O o

TOTAL 17

o] R RN S B N S e R E Y Y R Y EN R

17

—
~J

MA : Mixteca Alta, MB: Mixteca Baja, MC: Mixteca Costa, ZAP = Zapotecos, OT: Otomies.

+: Presencia de un sitio de reconocimiento.,
-; Ausencia de un sitio de reconocimiento.

e: Corresponde a la enzima que define al subhaplogrupo y a la posicion del sitio de reconocimiento.
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TABLA S

OTROS HAPLOGRUPOS EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

INDIVIDUOS sHae Il 663 sHinc 1l 13259 Al 15176 sHae III 16517

26-0T -

3301 -

7-MA

28-MA -

46-ZAP

wl|+{+|+[+
[+
1

TOTAL 3

OT: Otomies, MA: Mixteca Alta, ZAP: Zapotecos, +: Presencia del sitio de corte.
+: Presencia de un sitio de reconocimiento.
- Ausencia de un sitio de reconocimiento.

«: Corresponde a [a enzima que define al subhaplogrupo y a la posicién del sitio de reconocimiento.
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VIL DISCUSION.

Por mucho tiempo el empleo de marcadores genéticos nucleares, estudios lingiisticos,
arqueolégicos y dentales han sido las bases para el conocimiento del parentesco en humanos. Estudios
en el mtDNA han revolucionado la antropelogia molecular, debido a su empleo en diversos estudios
como en los procesos migratorios del poblamiento prehistorico de América. La variacion genética en la
secuencia del DNA mitocondrial, permite comparar diferentes poblaciones separadas geograficamente,

mediante los cambios en los patrones de restriccion en diferentes regiones del mtDNA.

Por tal motivo, se estudié el polimorfismo del mtDNA de individuos no emparentados,
residentes del Distrito Federal y pertenecientes a diferentes grupes indigenas cuyos padres y abuelos

mexicanos fueron originarios de la misma poblacidn de los sujetos estudiados.

Al caracterizar los haplogrupos en estas poblaciones mexicanas, se encontrd variabilidad en
éstos, debido a la presencia de un sitio de reconocimiento en la posicién 16517 para la enzima Haelll,
que permitié clasificarlos en diversos subhaplogrupos (A1, A2, C1, C2, D1, D2). Esta clasificacién fue
propuesta por Bailliet y col. (Bailliet ef af., 1994) y sugiere que la presencia o ausencia de este sitio de
reconocimiento genera haplotipos adicionales, lo que da la posibilidad de incrementar haplotipos

fundadores.

POBLACION OTOMI

Una de las poblaciones interesantes en este estudio fue la poblacion Otomi debido a que no
existen reportes de subhaplogrupos. Esta poblacion mostré todos los subhaplogrupos como se puede
observar en |a tabla 10. El subhaplogrupo mas frecuente fue A2 (51.42%), los menos frecuentes fireron
C2 (2.85%) y D2 (2.85%) Al comparar estos resultades con otras poblaciones analizada, 1a poblacion
Maya fue la que mostré mayor similitud (Schurr ef al., 1990). En Norteamérica, algunas poblaciones
presentan los cuatro haplogrupos como: Cheyenne, Bella Colla, Nuu-Chah-Nulth, Siouan, California
Penutian y Seminole. Sin embargo, en Suramérica, solamente una poblacién llamada Huilliche,
presenta un resultado parecido. El namero de individuos en la poblacion Otomi es mayor a las demas

poblaciones analizadas en este trabajo y de acuerdo a esto, se ha sugerido que al aumentar el niimero de




43

individuos en poblaciones indigenas de América podria aumentar la posibilidad de encontrar los cuatro

haplogrupos o de encontrar variantes en estos haplogrupos (Merriwether ef af 1995a).

POBLACION MIXTECA ALTA.

Los resultados observados en los individuos agrupados en la poblacion Mixteca alta del Valle
central de Qaxaca, muestran la preseacia de los subhaplogrupos Al (18.75%), A2 (18.75%), C2
{6.25%) y ausente los subhaplogrupos C1, D1, D2 y el resto de los individuos no fueron identificables a
los diferentes subhaplogrupos, pero se sugiere que se agrupen en los subhaplogrupos Bl y B2 (Tabla
10). Estos datos concuerda con otras investigaciones realizadas en la poblacién de la Mixteca alta de
Oaxaca, donde se observa una mayor frecuencia del haplogrupo A y no muestra el haplogrupo D
{Torroni et al., 1994).

POBLACION MIXTECA BAJA.

Los subhaplogrupos presentes €n la poblacién Mixteca baja fueron los siguientes; A2 (54.54 %),
Al (9.09%), C2 (9.09%), D2 (9.09%) y estén ausentes los subhaplogrupos C1, D1 v el resto de los
individuos no fueron identificables a los diferentes subhaplogrupos, pero se sugiere que se agrupen en
los subhaplogrupos Bl y B2 (Tabla 10). El haplogrupo D estd presente en mayor frecuencia en
Sudamérica y su frecuencia varia en Norteamérica y Centroamérica (Merriwether ef al.,1995a). Se han
descrito diversas poblaciones de indigenas americanos con el subhaplogrupo D2, generalmente estas
poblaciones pertenecen al grupo de Na-dene. En caso de nuestra poblacion, la presencia de D2 puede

deberse a una mezcla con otras poblaciones (Torroni ef al., 1993).

POBLACION MIXTECA COSTA.

La poblacion Mixteca costa, mostrd los subhaplogrupos A2 (28.57%), C2 (28.57%) y D2
(14.28%) y el resto de los individuos no fueron identificables a los diferentes subhaplogrupos, pero se
sugiere que se agrupen a otros haplogrupos (Tabla 11). Este es el primer reporte de subhaplogrupos en
esta poblacion. Presenta similitudes con las poblaciones de a Mixteca alta y baja por la ausencia del

subhaplogrupo C1y Dt.
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En las poblaciones de la Mixteca alta, baja y costa, existe heterogeneidad de
subhaplogrupos, a pesar de ubicarse en regiones contiguas. Por otro lado, es interesante, mencionar que
estas poblaciones se encontraron los subhaplogrupos D1 y D2, siendo el primer reporte de éstos en
estas poblaciones. La ausencia del subhaplogrupo Al en la poblacion Mixteca costa podria deberse al

numere reducido de la muestra.

POBLACION ZAPOTECA

La poblacion Zapoteca muestra los subhaplogrupos A2 (40%), C1 (20%) vy el resto de los
individuos no fueron identificables a los diferentes subhaplogrupos antes mencionados, pero se sugiere
que se agrupen a otros haplogrupos como probable Bl o B2 (40%). En esta poblacién estan ausentes
los subhaplogrupos Al, C2, D1 y D2 (Tabla 10). La ausencia de varios subhaplogrupos en esta
poblacion podria ser al niimero limitado de muestra. Existe un reporte de subhaplogrupos en otra
poblacion Zapoteca (Memriwether ef al,, 1996)., solamente existe similitud en la presencia del

subhaplogrupo Al y en la ausencia de los subhaplogrupos D1 y D2,

El subhaplogrupo mas frecuente en las poblaciones mexicanas analizadas en este estudio,
fuercn los subhaplogrupos A2 (41.89%) y Al (9.45%) (Grafica 1). Este dato concuerda con lo
informado, donde el haplogrupo A estd presente en mayor frecuencia en Norte América y en menor
frecuencia en las poblaciones de Suramérica. Ademads, esta presente en baja frecuencia en poblaciones
de Asia y ausente en las poblaciones de Siberia. (Merriwether ef al, 1995a). Los haplogrupos con
menor frecuencia en las poblaciones mexicanas analizadas fueron los subhaplogrupos: Ct (5.40%), C2
(6.75%), Dt (2.70%) y D2 (4.05%) (Grifica 1). La frecuencia de los haplogrupos C y D varia mucho

en el Norte, Centro y Suramérica (Merriwether ef al., 1995a)

Por otra parte, para establecer el grado de mestizaje en las poblaciones Mixteca baja, costa y
alta, se realizaron los estudios de grupos sanguineos ABO, Rh, Ss, Fy, Jk y tipos de fosfatasa acida. La
diferencia obtenida en la frecuencia de grupos sanguineos ABO entre los individuos de las 3
poblaciones fue estadisticamente significativa. La poblacion Mixteca alta presenta una elevada

frecuencia de genes indios, a diferencia de la poblacién Mixteca baja que presenta genes caucasicos
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y la poblacion Mixteca costa que presenta una elevada frecuencia de genes africanos (Buentello ef al,

1999), por lo que las poblaciones de la Mixteca son heterogéneas.

La posible presencia de otros haplogrupos en poblaciones indigena mexicanas podria ser el
resultado de mestizaje con poblaciones caucasicas (Brown ef al., 1998). Sin embargo, de acuerdo a lo
reportado se sugiere que las poblaciones Mixteca alta, baja, costa, Zapoteca y Maya presentan una alta
frecuencia de los subhaplogrupo Bl o B2. Este haplogrupo esta distribuido en menor frecuencia en

Norteamérica y en mayor frecuencia en Suramérica (Merriwether e# al., 1995a).

Par otra parte, el debate que existe sobre el nimero de migraciones que se realizaron al Nuevo
Mundo, mediante el analisis del cromosoma Y, podria ofrecer la posibilidad de estudiar la migracion

masculina y compararla con la migracion femenina (Lell ef al., 1997).

Es interesante comentar que la comparacién de los subhaplogrupos del mtDNA de las
poblaciones Mixteca alta y Zapoteca obtenidos en este trabajo, con lo reportes de los alelos del
cromosoma Y en estas mismas poblaciones (Karafet er al, 1997), sugieren la hipétesis de un origen

comun de todas las poblaciones del nuevo mundo

En conclusién, los resultados obtenidos en este estudio indican que la frecuencia de los
subhaplogrupos entre las poblaciones indigenas mexicanas es muy heterogénea. Sin embargo, con la
finalidad de confirmar esta heterogeneidad, seria de interés ampliar, en estudios posteriores, un mayor
nimero de muestras, ampliar en nimero de poblaciones ¢ imiciar el estudio con marcadores del

cromosoma Y,



TABLA 10

FRECUENCIA DE SUBHAPLOGRUPOS EN POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

POBLACION No.

FRECUENCIA
Al A2 C1 C2 D1 D2 OTROS

Mixteca alta 16
Mixteca baja 11

Mixtecacosta 7

(3)18.75 (3)18.75 (O)A* (1)625 (0)A* (0)A* (9)56.25
(1)9.09  (6)54.54 (O)A* (1)9.09 (0)A* (1)9.09 (2)18.18
(0)A*  (2)2857 (Q)A* (2)28.57 (0)A* (1)14.28 (2)28.57
(0A*  (2040.00 (1)20.00 (0)A* (D)A* (0)A*  (2M40.0

(3)8.57 (18)51.42 (3)8.57 (1)2.85 (2)5.71 (1)2.85 (7)20
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Zapoteca 5
Otomi 35
Total 74
A" Ausente

N: nimero de casos
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GRAFICA 1
SUBHAPLOGRUPOS PRESENTES EN
POBLACIONES INDIGENAS MEXICANAS

Probable B2 Al
7% 9%

Probable Bl
23% S

42%
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