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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue inyestrgar la diversidad genética de la region 13-7 Q0O del
DNA mitoconc_irml en 72 individuos pertencerentes a la |)0bln.ci()n mestiza mesteana para su
utilizacion en prucbas de identificacion de individuos. El DNA s¢ obtus o de sangre periférica.
La region hipervaniable 1 {(RAHT1 sc amplifico mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR}) v s¢ secuencio con un método fluorescente en un Analizador Automatico de DNA. De los
72 individuos sc obtuvicron 45 haplotipos diferentes obsernvandose que la diversidad genética
fue de 0.96 v la Probabilidad de Coincidencia al Azar (PCA) fue de 1.1x10~. De las secuencias
observadas solamente 4 va estaban reportadas. Se compararon cstas secuencias con las
reportadas para otras poblactoncs v se realizé un arbel de relaciones filogenéticas. ¢n donde sc
obsena que la poblacion mexicana guarda una relacion genctica estrecha con la poblacton

asiatica.



INTRODUCCION



HUELLAS DIGITALES DE DNA

Hasta hace poco tempo la adentificacion de mdinviduos s realizaba con métodos que
requerian del cuerpo fisico integro del individuo o por lo menos de una gran parte del mismo
No evistia metodo algunoe capaz de realizar la dentificacion en los casos en lus que sc contaba
solamente con alguna pequeiia mucstra biologica. (como sangre. cabello. hucso. semen. ¢te ). en
individuos quemados o para los casos de paternidad en los que era necesario venficar la relacion
biologica cntre diferentes individuos.  Era por tanto. de suma importancia ¢l desarrollo de
técnicas adecuadas que permitieran distinguir de una manera rapida v relativamente sencilla
entre un individuo v otro.  Debido a la faita de informacion positiva que frecucntemente sc
obticne con los métodos conyenctonales utilizados para la identificacion de individuos en casos
forenses o de pateridad. asi como para ¢l estudio de la diversidad genética. se han desarrollado
téenicas moleculares basandose en marcadores de DNA conocidos como “huellas genéticas”
(Horai v Havasaka 1990 ). El analisis de identificacién utilizando la huella gendtica. considera
que la diversidad del DNA presente en los organismos es muy grande. por lo que ¢s improbable
que dos individuos de la misma cspecic tengan la misma sccuencia de bases en su DNA v por lo
tanto. s¢ basa en los polimorfismos de ciertas regiones variables del matenial genctico,

Para la identificacion de personas basandose en el analisis de DNA se pueden utilizar tres
tipos de marcadores genéticos: los microsatclites. los minisatélites v los de variaciéon de
secucncia. Los microsatéhtes son secuencias cspecificas de umdades de DNA (de 2 a 5 pb)

repetidas muchas veces alcanzando tamaiios de 100 a 300 pb. En los minisatélites los fragmentos

que se repiten estan formados de 13 pares de bases aproximadamente v se repiten en arreglos

que van de 0.5 a 30 kb, En los marcadores de variacion de sccuencia lo que se observa son las

mutaciones nucleotidicas de ciertas regiones especificas del DNA v no ¢l tamaiio del fragmento.

como cn los microsatélites v minisatélites (Valverde v Paredes 1996).



Para ol cstudio de los nmumsatchites se emplea la teemica do Sewthern Blor y para los
microsatélites s¢ estudian mediante la tecica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
segutdo de clectroforesis vertical. Para los marcadores de vanacton de sccuencia se aphica la
teenica de PCR seguida de sccuenciacion o hibridacidn. La utthzacion de una u otra tecnica
depende de la cantidad v del grado de consemvacion del DNA extraido de las muestras
biologicas. Los marcadores microsatélites o de variacion de sccuencia. dentro de las que se
incluve ¢l DNA mitocondrial (DNAm) se usan cuando hay poco material bioldgico o ¢l DNA
csta degradado (Stoncking et al. 1991, Shiclds et al. 1993, Valverde v Paredes 1996).
DNA MITOCONDRIAL

En algunos casos de identificacion de individuos es preferible usar el DNAm.
especialmente cuando se trata de muestras pequeias v degradadas. E1 DNA nuclear. por su gran
tamanio. s¢ degrada mas facilimente que ¢l DNAm. Como ¢l DNAm ¢s circular y mide solo 16.37
kb (figura 1) sc degrada mas lentamente. ademas de que existen mas de 10 000 copias de DNAm

por cé¢lula, micntras que para los loci nucleares sélo existen dos copias.
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FIGURA |- Mapa genético » de transcnpaion del DNA mitocondnal (DNAmy humano en
donde sc obsenan las dos cadenas de DNAL Jos genes que codifican asi como i region /)-
L0008 treferida en la figora como BUCLE-D)



Por ser de herencia materna, of DNAm no se recombima sy por lo tanto. todos los mdinviduos
que esten relacionados matrilinealmente tienen ¢l mismo DNAm Por otra parte. también s
posible obtener DNAm de cualquier tpo de tepdo come son las cclulas somaticas o
cspermaticas EI DNAm ¢voluciona muy rapido (su tasa de intercambio de bases es de 5 a 10
veces mas raprda en comparacion con la del DNA nuclear) por lo que cf polimorfismo cs all(? en
las regrones de control. (Vigilant et al. 1989, Horai v Hayasaka 1990. Stoneking et al. 1991,
Ward et al. 1991. Shields et al. 1993),

El DNAm sc divide en dos regiones. una region larga (15 kb) que codifica para algunas
proteinas necesarias en la fosforilacion oxidativa y una regidn polimérfica no codificante de 680
pb aproximadamente, conocida como region contrel o PD-L.OOP (Displacement Loop: Anillo o
lugar de desplazamiento. figura 2). En csta region se encuentra ¢l origen de la transcripcidn v
replicacion del DNAm (Crews et al. 1979, Horai v Hayasaka 1990. Stoncking ct al. 1991). Esta
region es altamente polimorfica. se focaliza entre las posiciones 16168-280 de la molécula de
DNAm \ conticne a su vez 2 subregiones. ta Region Hipervariable I (RHVL. figura 2) la cual
comprende de la posicion 16173 a la 16410 v la Region Hipervariable If (RHVIL. figura 2) de la
posicion 0 a la 191 (Crews et al. 1979, Horai y Hayasaka 1990, Bendall v Svkes 1993).

16168 280

f D-LOOP |

11539 116140 1100580

16173 11 16569 - 1) )

FIGURA 2 - Representacion de Ly Region £3-£.0028 det DNA minocondnal de células Hel.a.
en donde se muestran las dos subregiones en las que se divide



El pohmorfismo de fa tegion -7 000 del DNAm pemiete, por tante. que osta pueda ser
utilizada como marcador molccular en prucbas de dentificacion forense v casos de maternidad.
as1 como en la mterpretacion de fenomenos poblacionales v dinversos estudios en s arcas
antropologicas (Stoncking ot al. 1991, Holland ctal. 1993, Vargas v Enrtques 1996)

Para uwulizar ¢ DNAm en casos de dentificacion en México. s necosarnio conocer las
difcrentes variedades que se presentan de la regron D-LOOP asi como su frecuencia y
distribucion dentro de la poblacion Con los datos de las frecuencias genéticas se puede caleular
la Probabilidad e Comcrdencio af Azar (PCA) entre dos individuos no relacionados
gencticamente por linea materna. cs deeir. cual es la probabilhidad de que dos individuos tomados
al azar presenten ¢l mismo patron genético dentro de esta region. Este cileulo es importante para

la interpretacion de los andlisis de DNA en los casos de inclusién o coincidencia gendética,



ANTECEDENTES



Se han realizado multiples estudios de genética de poblaciones en DN A anto ¢n muestras
reCicntes como en restos Gscos antiguos. va sca para fines de identificacion forense como para ¢l
cstudio de las relaciongs filogencticas entre las poblacioncs Vigilant y cols analizaron en 1989
una fraccion de la RHVI ¢n 15 individuos de una poblacion pigmea v reportaron una diversidad
genctica de (093 significando csto que la poblacion es muy diversa v que de cada 100 individuos
03 presentaran sccuencias diferentes. Stoncking v cols. en 1991 analizaron sccuencias de 32
individuos de¢ c¢inco diferentes grupos ¢tnicos reportando una diversidad de 1.00 v una
Probabilidad de¢ Coincidencia al Azar (PCA) con rangos de 1.8% a 4.4%. csto cs. que de cada
100 individuos existe entre un |.8% v un 4.4% de probabilidades de que 2 individuos tomados al
azar tengan ¢l mismo tipo de DNA para esa region. En ¢se mismo afioc Ward v cols. Estudiaron
un segmento de 210 pb de la AT en 63 individuos reportando una diversidad genética 0.95:
Sc¢ han realizado muchos trabajos utilizando el DNAm. sin cmbargo los autores no reportan
datos de diversidad va que estos cstudios son enfocados mas a las tasas v probabilidades de
mutaciones nucleotidicas con fines evolutivos v de relaciones filogenéticas que al estudio de la

diversidad poblacional con fines de identificacion de individuos.



JUSTIFICACION



En Méico no hay estudios de dinersidad poblacionad de ta regron D-1LOOP del DNAm por
lo que sc desconoce cudl es la probabilidad de que dos individuos tomados al azar dentro de la
poblacion tengan ¢l mismo patron genético de DNAm Debido a las yventagas que representa ol
uso del DNAm como marcador molccular cn diversas arcas (forenses. demograficas 3
antropo]()gicas)_ es necesanio la reahizacion de un estudio de diversidad poblacional con este
marcador. Con la obtencion de los tipos de DNAm (haplotipos) mas frecuentes en un grupo
mestizo. sera posible la creacion de una base de datos de referencia. que nos permita aplicar este
marcador c¢n estudios poblacionales posteriores. ademas. de que esta informacion pucde ser de

gran ayuda cuando se utilice el DNAm ¢n estudios de identificacion de individuos,



OBIJETIVO GENERAL

Envestigar fa diversidad gendtica de la region D-LOOS del DNA miutocondrial en una

mucstra de la poblacion mestiza mexicana

OBJETIVOS PARTICULARES

* Amplificar v secuenciar la region D-LOOP del DNA mitocondrial de 72 individuos
representantes dc la poblacion mestiza mexicana.

» Calcular la diversidad poblacional de las secuencias analizadas asi como la frecuencia
alélicayvla P.CA.

e Comparar cstos resultados con los cncontrados en otras poblaciones v revisar silas
secuencias encontradas en este estudio va han sido reportadas.

¢ Realizar un arbol de relaciones filogenéticas de las muestras obtenidas en este estudio v otro

arbol junto con muestras reportadas en otras poblacionales.



MATERIAL Y METODOS



MATERIAL BIOLOGICO.

Para ¢l proceso de seleccion de los mdividuos. se realizo una hsta de los estudiantes
pertenceientes a la Escuela Médico Militar. en donde hubicera indiv iduos nacidos en Mdéxtco. de
padres mexicanos v sin relacion materna entre si {ancxo [} Una vez teniendo esta hsta se
tomaron dc manera alcatoria 72 mdividuos {30 mujeres. 42 hombres). A cada individuo se le

extrajo una muestra sanguinea de 10 ml para la purificacion de DNA.
PURIFICACION DE DNA GENOMICO.

Se colectd el paquete de globulos blancos de 10 ml de sangre periférica obteniéndosc
aproximadamente 700 ul de DNA. Los 10 ml se centrifugaron a 2500 rpm durante 7 min. v s¢
extrajo ¢l paguete de glabulos blancos. Sc adicionaron 10 volumenes de solucion de extraccion
mezclando suavemente. Sc adicionaron 10 mg/ml de solucion de RNAsa v 20 pg /ml de
Proteinasa K. Se incubd a 635 °C durante 20 minutos v s¢ agrego un volumen de fenol saturado.
sc agitd suavemente en forma vertical v se centrifugd a 2500 rpm durante 5> min, Se recupero cl
sobrenadante v se le adiciond un volumen de solucton cloroformo/alcohiol isoamilico (24.1). sc
agitd suavemente cn forma vertical para después centrifugar a 2000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante sc recuperé v se agregaron 600 ul de NaCl 3M v un volumen de isopropanol. S
mezclo suavemente por inversion hasta la formacion de la hebra de DNA. La hebra se pasé a un
tubo eppendorf de 1.3 ml con una punta eppendorf de plastico. Se lavo con 1 ml de etanol al 70
% y mezclo suavemente por imersion S centrifugd a 2 000 rpm durante 1 min: se desecho ¢l
sobrenadante y sc repitié la operacion con el lavado dos veces mas. Una vez chminado ¢l exceso
de ctanol, ¢l pellet (o pastilia ) sc resuspendid en agua destilada v esténil.

El DNA obtenido se  cuantifice mediante  espectrofotometria. Las  lecturas
cspectrofotométricas tomadas fucron a 260 nm para los acidos nucleicos v a 280 nm para las

proteinas. esto con ¢l fin de conocer ¢l grrado de pureza del matenial gendético v se prepararon



alicuotas a 30 ng/pl de cada mucstra. Estas alicuotas contienen todo el materal gendtico. tanto cf
DNA nuclear como ¢l DNA mitocondrial. asi que para la separacion det DNAm sc¢ utilizaron

ohigonucleotidos especificos para la region que sc requeria amplificar.

AMPLIFICACION DEL DNA.

Para ia amplificacion de la region D-L.OOFP del ADN mitocondrial s¢ usé la técnica de

PCR (Polimcrase Chain Rcaction) utilizando la enzima 7ag {INA polimerasa. Para flanquear

esta region sc utilizaron los oligonucledtidos L15926 v HOO380 a una concentracion final de |

uM v 2.0 uM respectivamente (figura 2 v tabla 1).

TABLA 1 .- Posicion vy secuencia de los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de amplificacion por PCR

v de secuencia

NOMBRE NUMERO
REGION DEL SECUENCIA DE POSICION
PRIMER (5°-3) BASES
D-1.0OP L15926 * TCAAGGCTTACACCAGTCTTGTAAACC 27 15900-15927
D-LOOP HOO580* TTGAGGAGGTAAGCTACATA 20 579-599

mi Li6ldg*  TACTTGACCACCTGTAGTAC 20 16140-16160

-

* Las designaciones corresponden a las terminaciones 37 de acuerdo a la secuencia reportada por
Anderson ct al. en 1981. H v L corresponden al tipo de cadena de DNA. H (heavy) corresponde a la

cadena pesada s L (light) a la cadena ligera.

La reaccion de PCR se realizo utibzando la siguiente mezela 2.5 pl de Buffer de PCR 10

X (Tns-HCL pH 8.4, 500 mM KCI). 2.5 pl de dNTPs (2 mM). 1 Ol de MgCl™ (30



volumen final de 25 pl 1.as condiciones de ciclaje de PCR para fa amphificacion d la region /)-

LOOFP completa se muestran en ¢l siguiente cuadro:

TEMP(°Cy | TIEMPO ]'— NUMERODE |

* . 1 CeLos
u4 2 min. !

94 15 Seg. 32 ‘
6] I min, 32

1 72 2 min. 32 !

i 72 10 min. 1 \
4 Indefinido -

Al producto de la PCR obtenido se le agrego buffer de carga v se cornio en geles de agarosa
al 1.3% a 105 mV durante 30 min. Posteriormente se tiiid ¢l gel en bromuro de ctidio {con una

concentracion final de 0.3 pg/ul) v se observaron ¢n un transiluminador de luz UV,

RECUPERACION DE DNA DE GELES DE AGAROSA.

Una vez que ¢l DNA fue analizado en el gel. se cortd la banda del DNA v se colocd en un
tubo cppendorf. a ¢éste se le agregaron 3 pl de resina Quiaex H (Quiagen o QxIT). 120 pl de
Quiaex I (QxI) v se¢ incubo a 50-33°C hasta que se disolvio [a agarosa. A continuacion sc¢
centrifugd en una picofuga (6 000 rpm aprox.) durante 3 min. climinando después el
sobrenadante v s¢ le agregaron al pellet 180 pl de Qx1. nucvamente se centnfugo v se desecho el
sobrenadante. El pellet se lavé dos veces con 180 pl de PE. sc centrifugo en la picofuga durante
3 min. vy se elimind ¢l sobrenadante. El pellet s¢ seco a temperatura ambiente v se resuspendio en

20 pl de H-0. Se centrifugo a 6 000 mppm/3-3 min. v ¢l sobrenadante se coloco en un tubo nucio.



SECUENCIACION DE DNA

Para cste metodo se utilizé o Kt comercial “Dve Terninator Cyele Sequencing Ready
Reaction” de Perhin-Elmer. La reaccion v las condiciones de la PCR para secuenciar la REVT se
rcalizaron siguiendo ¢l método de los ~didcoxynucleotides™ ecn PCR. ¢l cual consiste en utilizar
nucledtidos marcados con diferentes moleculas fluorescentes derivadas de la rodamina. estas
reacciones sc¢ realizaron como s¢ indican en ¢l instructive del “Kit” A partir del DNA
recuperado sc utilizaron para cada reaccion 1 2 pl del oligonucleotido L16140 (10 uM). 1 - 3
ul de DNA v 2 pl de Terminator Ready Reaction Mix. Las condiciones del ciclaje para la PCR

de secuencia ¢n ¢ "GeneAmp 9600" s¢c mucstran en el siguiente cuadro:

[ 77 TEMP °C i TIEMPO  CICLOS |
o T_—Jr 4 seg 25
50 ; 4 seg 25
60 i‘ 4 min 25

Para iniciar la limpieza del producto de la PCR se rehidrataron las columnas de Sephadex G-
50 con 0.8 ml de H.O durante 2 hrs drenando después el H-O por centrifugacion a 3 000 rpm
durante 3 min. La mucstra se resuspendio con 13 pl de H-O para licvar a 20 pl. Se coloco la
muestra en ¢l centro de las columnas v se centrifuge a 3000 rpm durante 3 min. esto con cl
proposito de climinar los residuos de fa misma reaccién de PCR (pe. los oligonucledtidos v los
nucledtidos). Lo que s¢ recupero sc liofilizo a 3 000 rpm durante 30 min. a 30 °C. Sc
resuspendio con 13 pl de "Templete Suspension Reagent” v se calenté a 100 °C durante 2 min,

ponténdola despucs en hiclo. Una vez hecho esto. la muestra de DNA esta lista para introducirse

en ¢l secuenciador automatico de DNA (ABI-PRISM 310. Genetic Analizer. Perkin-Elmer).



ANALISIS DE SECUENCIAS.

Lna vers obteradas las sccuencias se localizaron las mutaciones (cambios de una bases por
otra con respecto a la secuencia de referencia la cual pertencee a una linea celular de carcinoma
cpitehial de cervix humano proyeniente de Inglaterra denominada Helar) v se analizaron con ¢l
proposito de agrupar las sccuencias identicas en grupos. denominandoscle faplonpo a cada
secuencia diferente. Se calculé ka frecuencia de cada haplotipo. la frecuencia de cada mutacion
aislada. asi como la Diversidad Genética. Para calcular la diversidad genética (h) en una

poblacion con base a los tipos mitocondriales sc utilizd la formula:
h=(1-2x)n/{n-1)

cn donde # es ol tamario de la muestra v x cs la frecuencia relativa de cada tipo de DNA
mitocondrial (Berumen et al 1994). Seguido se realizé una matriz en donde sc compararon las
difcrencias nucleotidicas existentes entre las 72 secuencias, Basandose en ¢stos datos sc calculé

la PCA cntre dos individuos no relactonados gendticamente con la formula:
PCA =¢"

en donde x cs la media del numero de diferencias nucleotidicas obtenidas de la comparacion de
todas las secucncias (Iniss ¢t al. 1990).

Los calculos obtcnidos ¢n este estudio s¢ compararon con los reportados previamente para
otras poblaciones v las sccuencias del DNAm encontradas cn este estudio s¢ compararon con las
reportadas previamente en el GENBANK correspondientes para otras poblaciones (ver anexo 2).
Para comparar v alinear todas las secuencias sc utilizo ¢l programa de computacion CLUSTAL
V' Muitiple Sequence Aligments™ de Higgins (1991) v para la obtencion de los arboles de

rclaciones filogencticas se anahzaron las secuencias en ¢f programa PHILLIP (1995) ~Genes in



poputations™ de J Feldestein Para fa obtencion de un arbol que nos mostrara [as relaciones
gendticas gue hay entre las mucstras colectadas en cste ensavo. sc corricron los haplotipos
encontrados. obteméndose vanios arboles segun  fueron necesarios hasta la obtencion de un
arbol para la ¢ste grupo de individuos pertenccientes a la poblacion mestiza mexicana. Scguido
se realizo otro drbol que incluve estas muestras junto con las consultadas en ¢l GENBANK con
cl proposito de obtener asi un arbol de relaciones gencticas para la poblacion mundial. Cabe
sefialar que debido al gran tamaio de las muestras que se requerian para la obtencion de este
ultimo arbol (351 contando las obtenidas del GENBANK v las de México) fue necesario correr
arboles de cada region v de ahi s¢ tomaron muestras de una materia alcatoria con el propésito de
que estas mucstras representen a las ramas principales de cada region. Para el arbol final se
utilizaron 125 sccuencias (18 de Africa. 30 de individuos Caucdsicos. 26 pertenecicntes al
Circulo Polar. 23 de Asia v 28 sccuencias de México obtenidas cen ¢l presente estudio). Una vez
reducido ef numero de muestras se procedio a correr el arbol que fuera representativo de las
diferentes rcgiones geograficas utilizando los programas de relaciones  filogendéticas

mencionados con anterioridad,



RESULTADOS



Una vez purificado y cuantificado ¢l DNA se realizaron las PCR para la amplificacton de a

region N-L.OOP. obteniéndose fragmentos de 760 pb (figura 3)

700
450

300

FIGURA 3.- La region D-1,OOP del DNAm se corri6 en los carriles 2. 3. 4. 5 y 6. El
carril | corresponde al marcador molecular v en el carril 7 se corri6 la nmestm conirol sin
DNA.

Para cada una de las muestras se sccucnciaron 236 pb pertenccicntes a la RHVI. éstos
fragmentos van del sitio 16173 al sitio 16140 segin la secuencia de referencia reportada por

Anderson ctal en 1981 (figura 4).
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FIGURA 4.- Fragmento de una sccuencia obtenida cn ¢l presente estudio. en donde se
obscrvan con un triangulo los nucledtidos y los lugares en donde ocurricron las
mutaciones con respecto a la sceuencia de referencia (Anderson e al 1981)



En los 72 mdividuos explorados se encontraron 45 haplotipos diferentes observandose
cambios ¢n 43 posiciones de la A7 del DNAm (tabla 2). De los 45 haplotipos obtenidos. ¢l mas
frecuente en fa poblacion estudiada fue ¢l haplotipo H3 (tabla 2). con una frecuencia de 1527 %o
(11/76). Le sigucen los haplotipos H34 v HIS con una frecuencia de 6 94 % (3/72) y 5.35 %0 (4/72)
respectivamente La frecuencia de los haplotipos restantes se muestra en la tabla 2.

El niimero de posiciones variables por haplotipo vario de 8 nucledtidos en ¢l haplotipo H4
hasta solo una posicion variable. en los haplotipos H8. H19 v Hd4d (tabla 2). En csta muestra
cstudiada sélo sc¢ encontrd un individuo con la secuencia idéntica al patron de referencia (H27).
Los sitios nucicotidicos ¢n donde fuc mas frecuente encontrar cambios fucron los nucledtidos
16223 con 64/72 (20.5 %) mutaciones (T-C). ¢l sitio 16362 con 33 (16.9%) mutaciones {C-T). ¢l
sitto 16319 con 46 (14.7 %) mutaciones (A-G). el sitio 16290 con 39 (12.5 %) d¢ mutaciones (T-
C) v el sitio 16323 con 20 (6.4 %) de mutaciones (C-T). En los sitios restantes se presentan
menos de 10 mutaciones por sitio. La diversidad genética encontrada para la poblacion
muestreada fue de 0.96.

Con las secuencias de los 72 individuos se realizé una matriz v s¢ comparé cada una de
ellas con ¢l resto de las demas secuencias para investigar las diferencias en ¢l nimero de
nuclcotidos por pares de secuencias. obteniéndose 2336 comparaciones. El numero de diferencias
entre todas las sccuencias comparadas vario desde 0 hasta 13 diferencias nucleotidicas por par.
encontrandose la mavor frecuencia en 3 nucleotidos (372 pares de secuencias). el resto para cada
una de las frecuencias s¢ presenta en la tabla 3. Se encontré que la distribucion de las frecuencias
de cstos datos corresponden a una distribucion de Poisson como se observa en la figura 3.

Con los datos obscrvados cn la tabla 3 sc utilizé la formula de distribuciéon de Poisson para
calcular la P.C. A, (usando x~la media del numere de mutaciones de los 2536 pares de
secuencias). la cual fuc de 4.3. Con cstos resultados se observo que la probabilidad de que un par
de individuos no rclacionados sca idéntica en esta region genética es de 1.2x10° (tabla 4). asi

tenemos que 12 de cada 1000 individuos ticnen sccuencia idéntica. es decir. o cual indica que ta



NUIERO
DE
BASE

REFERENCIA
HAPLOTIPO
H1
Hz
H2
H4
Hs
HE
H?
Ha
H3
Hio
H11
H12
H13
H14
Ri5
H16
H17
Hig
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H2?
H28
H2e
H3o
HM
H2
H33
HM
H3s
K36
H37
Hae
His
H4D
H41
H42
H43
H44
H4s5
FRECUENCIA
DT UTACIONES

O& a0

2

N - o o

RHEHVI

T+ 11 1+ 1+ 1+ t + 1 + t 1 1 1 1 1 + 1 1 *+ 1 1 1 t 1 v 1
6 &6 6 & & & &« 6 u 6 6 6 6 6 B & 6 & 6 6 6 & 6 6 & 6 6 6 6 & v 6
Vv v 1 2z o221 :o4 iod o222 oro@o2od 1o 1z 121 « . s
n 9 9 % ¢ t 1 1 1 2 2 3 4 4 5 5 6 & B 6 7 T * 9 9 9 9 9 1 1t 1 1
3 2 3 5 4 3 4 5 7 2 3 9 0 3 6 7 0 1 4 9 0 & & O 3 4 5 8 1 8 2 9
T €CCTGGCATCCTCECATOCGCCECTCECTECTCATCEBGE ECTCACTCTTAATG
T .
T T C a
.- T LT I
c - 1 AT G T c
T T . T A
- T T - c -
- . T ST - T - a
- c - .
- - . G - - T - - Iy
- - T . | A - - c
[ - T - - - . . P
1 - T € . -
- c - . . - . T - o« . . L.
. - - T e e e e e . D e e . . C .
- - - b .- - . A
- . . T - - . G - . - e - .
- T G - - T - A
- e - T .. - - - - .
- [e] . . N . .
ST T - T . - <] T - - A
. T . - T A
- - - A - T A
N - T - T - L.
T - T - T A
. - T . - - .. .- . -
- - - - T - G - - - - - T - A
.- - T . - - A
- - ToT .- - - . A
- . Y - - T - A
T - - - T G - - T A
- - - - - T - 6 ¢ - - ST - - A
- - .- - - - T T - - - T - - A
. - A . - T - . . - - . .
- T T - T - A
- - T . -
- < A . - T - - - - - .
c - - T - - A
- - T . - T - G
- - - TT T . - . - - .
- T - - A - a
- T . - AT A
. . T . . . .
TG T . A
T T c . - A

[2 I ) an

-0

aopoon -

20

@ -

0~

-

AW O

Bowom oo

Os o oo =

Owoeeaoa +

oMt e -

o

o0 - - Moo

aQo .-

OO0 0000000 OO0 O -

o000 000

an;.

A

53

FE I T N

MU**E RO DF
BET G [T
DE VARIABLE 4
SECUE C!AS

s
3

T

N i Y GGy ¥ SO X N G Y X G

a4y A P WAL ~AERONGAEDBNMNMAD Y WP ERENALGL®AGLD L WA

~
L8]
-
+u

312

Tabla 2.- Haplotipos encontrados en las 72 muestras estudiadas, observéndose la posicion de la mutacién, frecuancia de los haplotipos, nimero
de posiciones variables por haplotipo y por posicion con respecto a la secuencia de referencia (Anderson 1981),



probabilidad dc que dos individuos tomados al azar dentro de la poblacion mexicana presenten

una sccuencia idéntica dentro de esta region. cs de 1 cada 83 indn 1duos.

TABLA 3 -Frecucencia de diferencias nucicotidicas
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Figura 5 - Dilerencias mitocondriales obtemidas de los 2556 pares de indiv iduos. en donde se
muestras los indintduos observados. La curva esti basada en una distribucion Poisson con
una media de 4 3



COMPARACION DE LOS HAPLOTIPOS ENCONTRADOS EN ESTE ESTUDIO CON
LOS REPORTADOS EN LA LITERATURA.

De los 45 haplotipos observados cn este estudio, solamente 5 de cllos va han sido reportados
previamente. Los haplotipos H11. HI14, H24 v H28 fucron reportados para la poblacion curopea v
¢l haplotipo H2 1 pertencee a un indiniduo asiatico. Cabe senalar que ¢l haplotipo H28 resulto ser
exactamente igual a la secuencia de referencia.

Del GENBANK sc obtuvieron 96 sccuencias que representan a la region caucasoide (Eu). la cual
incluye muestras de individuos de Inglaterra), 77 seccuencias provenientes del continente Asidtico
(As). 47 sccuencias de Africa (Af) v 86 secucncias representando a vanas poblaciones
establecidas ¢n las cercanias al Circulo Polar (Cpol). dentro de las cuales hayv individuos
pertenecientes a Siberia. Groenlandia. Alaska. Canada y Norte América (anexo 2). Estas muestras
s¢ sumaron a los haplotipos cncontrados en México (Mx) obtecniéndose un total de 331
secucncias. las cuales se corrieron en el programa computacional de relaciones filogenéticas
PHILLIP "Genes in populations" de Joo Feldestein (1993). Debido al gran nimero de sccuencias
no fue posible obtencr un arbol que contuviera a todas las muestras obtenidas. por lo que se
corricron por separado arboles para cada una de las regiones geograficas v de ahi se tomaron de
mancra aleatoria muestras que representaran a las ramas principales de cada arbol. Se procedio a
correr ¢l drbol una vez que ¢l nimero de muestras s¢ redujo de 351 a 123 sccuencias. (18 de
Africa. 30 de individuos Caucisicos. 26 pertenccientes al circulo Polar. 23 de Asia v 28
secuencias de Meéxico obtenidas en el presente estudio). Con cstas muestras se obtuvo un arbol
para todo ¢l mundo. c¢n ¢l sc obseman 3 ramas principales. las cuales corresponden a las 5
regiones geograficas mencionadas anteriormente (figura 6).

Los individuos dcl circulo polar se agrupan cn dos subramas principales la primera es una
rama cerrada sin mezela con las demas poblaciones v la segunda presenta mezela con individuos
caucasicos. Los indinviduos Africanos s agruparon cn dos subramas difcrentes. una s¢ mezela con

¢l circulo polar como se menciong antertormente y la otra rama se mezela con indiniduos



cauciasicos La mayoria de Jos individuos caucisicos sc presentan en un solo grupo sin mezela con
los demas v ¢l resto de los individuos se encuentran diseminados en los grupos mencionados con
anterioridad  Los individuos pertenecientes 2 Mevico se obsenan como una rama cerrada v s
mezcla con los demas grupos. obsen andose una estrecha relacion con la poblacion asiatica. la

cual tambicn se presenta como una poblacion cerrada v sin mezela con las demds poblaciones.



W Les

FIGURA 6 - Arbol de relaciones gencticas de DNAm extstentes entre los 45 haplotipes obtemdos en of
presente estudio v lus difetentes poblaciones consultadas (ctvus scouenctas Jueton oblemdas el
GENEBANK Y Para la ebtencion de las distancras geneticas enlre sccuencias se utthizo el programa
“Genes 1 populations” de PHILLIP (1445



DISCUSION



Este es el primer reporte donde se analiza la diversidad gencéuca de la RHVE del 12-LOOP del
DNA miutocondral en una poblacion mestiza mexicana  Anteriormente se habia realizado un
trabajo de sccucnciacion de esta region mitocondrial para una poblacion de Yucatan. sin embargo
¢l autor no reporta datos de diversidad ni reporta las sccuencras encontradas. En la poblacion
cstudiada sc encontraron 43 haplotipos diferentes que corresponden al 62% de las muestras
exploradas. un porcentaje similar de haplotipos diferentes se han encontrado ¢n estudios similares
para otras partes del mundo (tabla 4). De los 435 haplotipos obtenidos en este estudio. 3 va han
sido reportados previamente en Europa v Asia y s¢ consideran haplotipos de origen caucasico y
corresponden al 13% los individuos explorados (tabla 2). Los 40 haplotipos restantes reportados
en cste trabajo no han sido reportados. aungue son similares a otros reportados previamente de un
97% a un 99%. lo cual indica que difieren de la secuencia reportada desde 1 hasta 7 bases.

El que un haplotipo tenga una frecuencia mayor a los otros. como cl haplotipe H3. pucde
deberse a que csa secuencia sca de las mas antiguas del pais. v por tanto su presencia v
distribucion sca mavor. sin embargo no podemos saber con exactitud s1 es que hay o no. un
origen geografico comun. va que estas secuencias no corresponden a la misma zona geogrifica
actual v a que ¢l linaje de las mucestras no siempre corresponde al estado de la repablica en el que
S& mugstrearon.

Al compararse ¢l numero de haplotipos obtenidos en este estudio con los reportados para
otras poblaciones se observa que un cstudio multirregional (véase tabla 4). presenta el mayor
namero de haplotipos con 32 (100%). seguido de Africa con 11 haplotipos (73%). México ocupa
el 5to lugar con 45 haplotipos (62%). los demas resultados se presentan ¢n la tabla 4. Como el
nttmero de indiv iduos varia de una poblacion a otra. ¢l nimero de haplotipos sc debe al tamafio de
fa mucstra v no necesariamente a una mayor diversidad poblacional. Al comparar estos datos con
los reportados para otras poblaciones sc obsena que la mavor diversidad e¢s para un estudio
multirregional con un valor de 1.00 (Stoncking ¢t al 1991). encontrandose México cn ¢l segundo

lugar Los demas datos se muestran en la tabla 4.



El resuitado obtenido para Mdixico s confiable tomando ¢n cuenta que ¢l namero de
individuos mucstreados ¢s mazor al de las demas poblaciones con las que sc comparo. a
cxeepeion de la Asiatica v Europea Debido a que cs ¢l primer trabajo de diversidad mitocondrial
cn Mdxico no se encontrd método estadistico alguno para ascgurar que ¢l namero de individuos
aqui cstudiados s representativo de la poblacion mexicana. Debido a lo anterrior se requicre de la
realizageion de otros estudios similares para esta poblacion. con el fin de poder comparar los
resultados obtenidos v poder calcular asi ¢f numero minimo ideal de individuos que se requicren
para un estudio de ¢ste tipo. Aun asi. los resultados en este estudio se cree que son confiables
debido a que el maimero de muestra aqui analizada ¢s mayor al de otros trabajos reportados cn
otras poblaciones (Tabla 4). Con cstos datos pudicra parecer que la poblacion mexicana tiene un
numero de mutaciones clevado. solamente superado por Asia v un estudio multirregional. Sin
cmbargo hay que considerar que [o reportado en Asia se basa en el estudio de 293 individuos

(Horai v Hayasaka 1996).

Tabla 4.- Resultados de diversidad genética '

REGION DIVERSIDAD POSICIONTS  HAPLOTIPOS e NDE PC REFFRENCEA
GEOGRAFICA n GENETIC A VARLABILES O HAPI. {*0)
LINATES
Asia 293 - 83 207 70.6 - Horai v Havasaka 1996
Circulo Polar© 56 . 27 33 58.9 - Shields et al. 1993
Poh. Natde A" 635 . a0 12 64.6 - Torront er af . 1993
Poh. Natde A ' 63 09s 26 24 444 6.1 Ward eral . 1991
Multiregional * 52 1.00 57 52 104 4.4 Stoneking e al. 1991
Europa 87 . - - - - IXRienzo et uf L 1991
Adrica 15 093 ¥ 1] 73 013 Vigilant of af.. 1991
Mévico ® 72 196 43 45 62 012 Berumen y Gonzilez 2000

LEn esta tabla se presentan los datos reportados para dilerentes zonas geogralicas.
2 Comprende muestras tomadas de Alaska, Sibera, Groenlandia y Norte America.
Poblacioneds nativas de America dol Norte.

T Comprende meestras tomadas de Africa, Asia, Furopa, Japan v Moxico.

* Fatos datos corresponden a el presente estadio



Con respecto al nimero de mutaciones por sitto dentro de la secuencia s6lo se puede seialar
que Cstos sitios presentan una tasa de mutacion mavor a los demas sin saber Ia causa de cstas
diferencias en cuanto a las tasas de mutacion. Para cstudios postcriores de antropologia v
crolucion esta informacion ¢s importante. ya que obteniendo las tazas de mutacion por sitio
dentro de esta region mitocondrial. se pueden realizar arboles de relaciones filogencticas
calculando tiempos de divergencia genética entre dos o mas muestras. Al compararse el niamero
de¢ mutaciones obtenidos con los reportados para otras poblaciones (tabla 4) se observa que Asia
presenta ¢l mayor numero de mutaciones (83). scguido de un estudio multirregional vy México.
con 57 v 45 mutaciones respectivamente. El resto de los datos se muestran en la tabla 4.

La diversidad poblacional de M¢xico no s¢ puede comparar con la de otras poblaciones va que
el niimero de individuos mucstreados varia de un estudio a otro. por lo que en ¢l presente estudio
solo sc reportan los valores (tabla 4). El resultado obtenido para México es confiable tomando en
cuenta que ¢l nimero de individuos muestreados es mayor al de las demas poblaciones con las
quc s¢ comparo. excepto al estudio ¢n Asia y Europa, pero aun con lo anterior. sc observa que la
poblacién mexicana presenta una diversidad intrapoblacional alta con un 0,96,

La PCA obscrvada para México en ¢l presente estudio. al igual que la diversidad genética. no
se puede comparar con la de otras poblaciones va que ¢l nimero de individuos muestreados varia
de un estudio a otro. por o que en ¢l presente estudio solo se reportan los valores (tabla 4).

El quc ¢l 91 % de las sccuencias muestreadas para Mcxico en cl presentc estudio no cstén
reportadas por otros autores. puede tener varias cxplicaciones. La razén principal radica en que
éste s el nnico cstudio que se ha realizado en México de diversidad genética utilizando ¢l DNA
mitocondrial como marcador molecular. por lo que ¢s de esperarse que se encuentren haplotipos
diferentes a los reportados para otras regiones geograficas.  Se puede deber también en gran
medida a lo reducido del muestreo y otra razon, aunque poco probable. pudiera ser ¢l que quizas
va paso suficiente tiempo de divergencia evolutiva entre las secuencias vy por tanto ya ocurricron
tantas mutaciones que ahora estos haplotipos son diferentes Sin embargo csto es solo una

sugerencia, va que tendria que haber suficientes prucbas de evolucion mitocondrial v de



migraciones humanas. que afirmaran cabalmente cuales son las poblaciones que dicron ortgen a
la poblacion mexicana El que se encuentren haplotipos en Mcxico va reportados para otras
poblaciones sc puede deber a las migraciones de la familia de cada individuo. v csto se sustenta
por los apcetlidos de los nusmos (ancxo 1).

Sc¢ obtwvo un drbol de relaciones filogenéticas para la poblacion mexicana. v aunque sc
obscrvaron ramas bien definidas no se obscrva que éstas guarden una relacion con respecto a los
lugares de procedencia de las muestras, Esto se cree que s¢ deba a que los ancestros de los
individuos (padres. abuclos. ctc.) no pertenccian a los lugares ¢n donde naciceron las personas que
se mucstrearon para este cstudio. ¢s decir. que los ancestros emigraron de diferentes estados de la
repiiblica mexicana v por lo tanto. los tipos de¢ DNA mitocondrial pertenceen al lugar de origen v
no al lugar del muestreo. Desgraciadamente para este estudio no se ticnen los datos de ancestria
de los individuos. por lo cual. no hav mancra de explicar las relaciones de parentesco existentes
entre estas personas. Debido a lo anterior no se muestra el arbol filogenético obtenido para la
poblacion mexicana.

En la figura 6 se mucstra ¢l arbol obtenido para la poblacion humana de diferentes regiones
geograficas en ¢l cual se obscrvan 5 ramas principales. En este arbol en general si se obsenva una
correspondencia de las mucestras con respecto a su lugar de procedencia. sin embargo es dificil
explicar los origenes de estas relaciones debido a que las muestras obtenidas del GENBANK solo
indican ¢l continente al que pertenceen pero no a la regién especifica de su procedencia. El que en
una de las ramas en donde se agrupan los individuos del circulo polar se cncuentren individuos
caucasicos s¢ puede deber a que las muestras caucasicas fueron tomadas muy al norte de Europa
pertencciendo por tanto al circuio polar 0 a migraciones de los ancestros de estos individuos.

Segun ¢l mapa se infiere que los individuos africanos se presentan como dos poblacioncs
diferentes. una de cllas se presenta relacionada con individuos del Circulo Polar v la otra presenta
una cstrecha relacidon con los individuos caucasicos. Estas relaciones se cree que se deban a que
en las poblaciones mucstreadas hay descendientes de individuos del hemisterio norte que

migraron hacia ¢l continente afnicano o viceversa



Las muestras obtenidas del contimente curopeo se observan como dos pobiaciones diferentes.
va que una esta relacionada con la poblacion africana v la otra esta intimamente relacionada con
las muestras pertenccientes al circule polar Las muestras relacionadas con Africa se deben
posiblemente a que los individuos curopeos fucron muestreados al sur del continente por lo que
guardan cicrta cercania geografica. v podria suponerse que gendtica. con ¢l continente africano.
El que otro grupo de muestras guarden relacidn con ¢l circulo polar se puede deber a que quizas
éstas scan nativas del norte de Europa por 1o que también pertenceen al circulo polar. a que los
ancestros de cstos individuos migraron hacia cl norte o a que ancestros del norte enmigraron hacia
el sur.

Las muestras provenicntes de Asia sc presentan como una poblacidon sin mezcla con
excepeidn de algunos individuos encontrados en ¢l grupo del circulo polar. Esto se puede deber a
que las muestras fueron tomadas de una region muy al norte de Asia pertenecicndo por tanto al
hemisterio norte o a migraciones hacia ¢l sur de Asia de ancestros del circuio polar.

La rama perteneciente a la poblacion mexicana. a pesar de presentar una diversidad
intrapoblacional grandc. sugicre que cs una poblacién sin mezcla con otras poblacionces. es decir.
quc las mutaciones que s¢ presentan dentro de los individuos solo son caracteristicas de la
poblacion mexicana. El que un individuo mexicano presentara una secuencia igual a la de
referencia. se debe a que cste individuo descendiente de Europa. explicandose esto por los
apcllidos del mismo. Sc observa que la poblacion mexicana esta mas relacionada con Asia que
con ¢l resto de las poblaciones. Se cree que esto se deba a que estas dos poblaciones ticnen un
ancestro comun. v de ser asi. esta informacion pucde ser tomada para apovar ciertas teorias de

migracion humana.



CONCLUSIONES

e La poblacion mexicana ¢s muy heterogénea. obscryandose una diversidad poblacional de
096

e Debido a el bajo poder de discriminacion que ¢l DNAm presentd en ¢l presente cstudio, ésta
informacion sc puede utilizar como marcador molecular en las areas forenses solo ¢n casos de
exclusion. debiendose utilizar con otros marcadores para aumentar asi el poder de
discriminacion.

s La poblacion mexicana csta mas cmparentada con la asidtica que con el resto de las

poblaciones comparadas.

RECOMENDACIONES

Si s quiere obtener informacton mas confiable con respecto a la diversidad v al ongen de las
poblacioncs. se dcben realizar muestrcos a un mavor numere de individuos. recabar la
informacion accrea de la ancestria de cada individuo. ademas de reportar ¢l origen de cada

poblacion a una escala regional v no solo al nivel de pais o continente.



ANEXO 1.- LISTA DE INDIVIDUOS EXPLORADOS

NOMBRE SEXO EDAD PROCEDENCIA CLAVE
VALADEZ VALLES ERICK 19 BAJA CALIFORNIA SUR 81
SANCHEZ SANTANA IOSE 18 BAJA CALIFORNIA SUR 52
PACHECO MARCO ANTONIO 20 CAMPECHE 79
RODRIGUEZ SALCEDO GABRIEL 20 COLIMA 15
RODRIGUEZ GARCIA HECTOR 19 CHIAPAS 3
PEREGRINO PERERA ASTRO 20 CHIHUAHUA 61
VELOZ G. FEDERICO 21 DURANDO 55
ESTRADA C. CARLOS 19 EDD. DE MEXICO 64

THOME ORTIZ LAURA

MILLAN SANCHEZ SANDRA
DURAN GARCIA EDGAR
GUADARRAMA C. MIGUEL
HERNANDEZ E. OVIDIO

NAVARRO ESTRADA GABRIELA
NIETO AGUILAR VERONICA
MONTES BECERRA RUTH

HARO BRAVO LUIS

TOVAR RAMIREZ REYNA
HERNANDEZ PATILLO ALEJANDRA
PATIRO SALAZAR JORGE

VALDEZ BETANCOURT MIGUEL
MOSQUEDA M. JOSE

TORRES R. MAURICIO

SANCHEZ FERNANDEZ G.
GONZALEZ COLUNGA JUAN
NAVARRETE SIERRA CATALINA
FLORES HERRERA NESTOR
TALAVERA H. OMAR

HERRERA GOMEZ MARLI

DE LA CRUZ HONORATO EDUARBO
DE JESUS RAMIREZ JANET
HERNANDEZ FLORES ISABEL

RUIZ SALGADO KARLA

NUNEZ CANTU OLIVER

DE LA FUENTE SEDANO SALVADOR
ROSAS H. MARCO TULIO

ANGELES MARTINEZ ADAN
APARIERO OSORIO MARGARITA
TELLEZ GALICIA DANIA

MUNOZ MONROY OMAR

VITE TORRES BERENICE

SOSA JUAREZ ALEJANDRO
MONSIVAIS RIOS RICARDO

REYES PONCE DE LEON LORENA
SANTILLAN PEREZ MARIA
MENDOZA BETANCOURT CLAUDIO

Eva X wmIZE R mENmEEmEmEE sl nEm gl EmmEEE SR EER

EDO. DE MEXICO
EDOQ. DE MEXICO
EDO. DE MEXICO

EL SALVADOR
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAIUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
GUERRERO
JALISCO
JALISCO
MEXICO D/F.
MEXICODF.
MEXICO D.F.
MEXICO D.F.
MEXICO DF.
MEXICODF.
MEXICODF.
MEXICODF.
MEXICODF.
MICHOACAN




ANEXO 1. CONTINUACION

DESCONOCIDO
DESCONGCCIDO
DESCONQCIDO

?
?
?

NOMBRE EXO EDAD PROCEDENCIA CLAVE

GANDARA CALDERON JULIAN M 21 MICHOACAN 30
FRIAS AGUIRRE YZA F 13 MORELOS 28
LOPEZ MONTES CONSUELC F 19 MORELOQOS 11
MARTINEZ DUNKER IVAN M 18 MORELOS 51
ALVARADO G. JOSE LUIS M 19 OAXACA 65
SOLORZANO GUERRA ARMANDO M 19 OAXACA 67
MORA MENDOZA ISABEL F 20 OAXACA 54
NONO NAJERA WILLIAMS M 18 SAN LUIS POTOSI 63
BANDA LARA MARIO M 19 SAN LUIS POTOS! 44
ANGULO CASTRO EDGARDO M 19 SINALOA 43
VARGAS G. BERNARDO M 21 SINALQS 56
PADILLA GALLEGOS OMAR M 17 TAMAULIPAS 47
PERES RIVERA MAYRA F 19 TAMAULIPAS 53
CARRO GARCIA ALEJANDRO M 18 TLAXCALA 66
CHAVARIN SAN ROMAN JOSE M 20 VERACRUZ 5
HERRERA RODRIGUEZ GUADALUPE F 20 VERACRUZ 13
PESTANA TRONCO REYNA F 18 VERACRUZ 29
FERNANDEZ CORDOBA VERONICA F 19 VERACRUZ 34
LARRACILLA §. IVANHRE M I8 VERACRUZ 45
MARTINEZ ROSENDO DAVID M 19 VERACRUZ 38
CAMPOS R EUNICE F I9 VERACRUZ 59
MAY CANUL BRENDY ROSELY F 18 YUCATAN 9
ARTEAGA COVARRUBIAS RAFAEL M 18 ZACATECAS 26

?

?

?




ANEXO 2. CLAVE ¥ NUMERQD DE MUISTRAS DE DNAm PERTENECIENTES
A REGIONES GEOGRAFICAS EXTRAIDAS DEL GENEBANK',

ASTA TRICA C.30LAR? CAUCASICT?
(@=77) (==47) (n=26) (z95)
D84742 { M76237 M76250 L20183 | L20184 REF* | M38052
D82741 | M76242 M76253 L20210 | L20185 M58083 | M58089
D34733 | M76243 MT76248 L2018¢C | L20186 M58082 | M58125
D84750 | M28901 MT6249 L20211 | L20197 MS5B088 | M58121
D84729 | M76244 M76258 L20209 | M76009 M58064 | M5BI23
DB4726 | M76245 M76270 L20213 | M76010 MS8072 | M3B136
DB4T30 | M76241 M76339 1.20206 | L20187 M58077 | M38091
D34734 | M76246 M76254 L20207 [ L20189 M58086 | M58142
D34744 | M76238 M76307 |  M76017 | 120208 MS8066 | Ms8143
D84748 | M76239 M76298 1201951 L20204 M58065 | M58I10
DB4745 | M76240 M76261 M76018 | L.20205 M58068 | M58144
DB4727 { M76236 M76262 L20196 | M76006 Ms58073 | M38129
D34732 | M76235 M76263 120193 | M76607 M58081 | M38140
D34736 | M28893 M7625% 120194 | L20165 M58074 | M58099
D84737 | M28309 M76268 120212 | 120202 MS8075 | Ms8116
D84738 | M28911 M76283 |  M76001|L20175 MS58087 | MSB117
DB4739 | M28903 M76267 L20164 | L20176 MS8051 | M3B130
D34752 | M28505 M76294 | M75999 | L2173 MS8084 [ M58107
D84753 | M76247 M76334 | M75998 | M76012 MS8071 | M58113
D84723 | M28907 M76291 L20167 | L20192 M38076 | M38114
D84724 | M28899 M76285 |  M76000 | L20181 M58062 | M38139
D34728 | M2889S M76338 | M75995 | L20182 MS8069 | M58098
D34740 | M28898 M76253 L20159 | M75991 MS8067 | M5B100
D84743 | M28910 M76256 L20169 | M75992 MS8070 | M58096
DBAT46 | M28894 M76251 120160 | M75993 MS80SS | M5809O
DB4749 | M28302 M76252 L20179 | M75994 M58059 | M38126
Da4725 | M28904 M76337 L20161 | L20200 M58063 | M58138
D34735 | M2889%6 M76340 L20174 | L2020% M58079 | M58108
D84731 | M28912 M76336 L20177 | M76013 M58060 | M38131
D84747 | M28906 M76303 L20172 | M76016 MS8080 | M38104
DB4751 | M28508 M76304 L20188 | M76014 M$8078 | M3B132
M28909 M76257 L20170 | M76015 M58085 | M3B106
M76320 M76260 L20162 { L20190 M38111 | M58120
M76329 M76266 120157 | L20191 M58124 | M58128
MT76308 M76272 L20166 | 120178 MS8133 [ M38127
M76292 M76273 L20168 | L20199 Ms8102 [ Ms8103
M76326 M76280 M76004 | L20198 M58122 | M58094
M76309 M76277 | M76005 | M76311 MS8109 | M38101
M76314 M76278 | M76002 MS8118 | M76335
M76315 M76275 | MT6003 MS8093 | M76333
M76331 M76279 120171 M58097 | M76328
M76342 M76276 | M75996 MS58115 | M76330
M76313 M76281 120203 MS8119 [ M76348
M76346 M76274 M75997 M58141 | M76351
M76355 M76282 120163 M38112 | M76349
M76360 M76302 129158 MS8135 | M76352

M76271 M76008 M58095 | M76353
M76011 MS8137 | M58134
MS8105

! Estas muestras se reportaron como pertenccientes a todo el continente, sin especificar regién.
2 Miuostras tomas dc Alaska, Siberia, Groclandin y Nortc America,

3 Muestras pertenccicntes al Norte de Europa.

% La sccuencia de referencia se coloca en esta columna ya que pertenece a la poblacion europea.
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