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RESl VlE:\ 

El obJdl\ o de este trabaJo fÍJe 111\ estigar la dl\ erSldad géndica dé la réglOn 1 )-1 (}()1' del 

D'\A mitocondnal en 72 IIldl\ JULIOS pakllCcil:l1tcs a la población mestlLa 1ll~\.lcana para su 
, , 

utilización en pmebas de identificaelOn dé indilÍduos, El D:\A se obtu, o de sangre penfcrica 

La región hipen ariablc I (l/Hf '1) Sé amplificó mediante la Reacción en Cadena de la Pollmerasa 

(PCR),. se secuenció con un metodo fluorescente en un Analizador Automático de DNA. De los 

72 indl\ iduos se obtll\'ieron .J:'i haplotipos diferentes obsen :indose que la dl\ ersidad genética 

tÍJé de 0,96 ) la Probabilidad de ("omeldencia al Azar (PC A) fue de 1,1" I O De las secuencias 

obsen'adas solamente 4 ya estaban reportadas, Se compararon estas secuencias con las 

reportadas para otras poblaciones ~ se realizó un árbol de relaciones filogenéticas. en donde se 

obsena que la población me"icana guarda una relación genética estrecha con la poblaCIón 

asiática 



INTRODUCCION 



fHlELLAS DICITALES DE D"iA 

Hasta hace poco th.'mpu la IdcntifkaClol1 de IIldl\ Iduos se n;all/.aba cun métodos quc 

reqlh.:riall dd ClIL'rpo fislco integro lid illdi, iduo o por lo menos de una gran part..: del mismo 

'\0 '::Istia I11doJu algullo capaz de realizar la ,d.:ntifi,caClón en los C<l~OS CIl los qu..: Se contaba 

solamente con alguna pequel'" muestra biológica. (como sangre. cabello. hueso. semen. etc). en 

indí, idllos qucmados o para los casos dI.! patemidad en los que era ncccsario \ criticar la relación 

biológica entre diferentes IIldi\ iduos. Era por tanto. de suma importancia d desarrollo de 

técnicas adecuadas que permitieran distinguir de una manera rápida, relativamente sencilla 

entre un indi\lduo ,otro Debido a la falta de infol111ación positi\ a que frecuentemente se 

obtiene con los métodos COI1\ encionales utilizados para la identificación de indiúduos en casos 

forenses o de patel11ldad. aSI como para el estudio de la dl\ ersidad genética. se han desarrollado 

técnicas molcculan;s basfll1dosc en marcadores de DNA conocidos como '-huellas genéticas'! 

(Horai v Ha\·asaka 1990 ) El análisis de identificación utilizando la huella genética. considera 

que la diversidad dd O"-!A presente en los organismos es muy grande. por lo que es improbable 

que dos individuos de la misma especie tengan la misma secuencia de bases en su DNA y por lo 

tanto. se basa en los polimorfismos de ciertas regiones \ ariables del material genético 

Para la identificación de personas basándose en el análisis de ONA se pueden utilizar tres 

tipos de marcadores genéticos: los microsatélites. los minisatélites \ los de variación de 

secuencia. Los microsatélites son secuencias especificas de unidades de 01'A (de 2 a 5 pb) 

repetidas muchas veces alcanzando tamaños de 100 a 300 pb. En los minisatélltes los fragmentos 

que se repiten están formados de 15 pares de bases aprmeimadamente \ se repiten en arreglos 

que \ an de 05 a 30 kb En los marcadores de ",!iación duecuenc@ lo que se observa son las 

mutaciones nucleotídicas de ciertas regiones especificas del O",A y no el tamallO del fragmento. 

como en los mlcrosatchtes \ Illll1isatéhtes (Vah erde \ Paredes I <J%). 



Para d ...:studll) de lus Illll1lsatl:hks SL .. :Illpka la tCcllIca uc ,\(111111('1'1/ fIlol ~ pala los 

mlcrosatélitcs Se estudian medIante b tCCI11Gl <-i.; la Reacción en CadelKl dI.! b Pol1l111.!rasa (PCR) 

seguido de ckctroforl.!sls \ ertlca!. Para los ll1arcadorl.!s dI.! \ anaCIOJ1 de seCuencia SI.! aplica b 

kcnica de PCR scgUlda dI.! sccuenClaClon (1 hibridación. La utillzacJ(Jn de una 1I otra tccnlca 

dépende de la cantidad \ del grado de eonsen aCión del DI" A e,traido de las muestras 

biológicas. Los marcadores microsatl:htes o de \ ariación de secuencia. dentro de las que Si: 

inclu~e el DNA mitocondrial (DNAm) se usan cuando hay poco material biológico o el DNA 

está degradado (Stoneking et al. 1991. Shlelds et al. 1993. Vaherde y Paredes 1996). 

DNA MITOCONDRIAL 

En algunos casos de identificación de individuos es preferible usar el DNAm. 

especialmente cuando se trata de muestras pequeilas \ degradadas. El DNA nuclear. por su gran 

tamallo. se degrada mas fácilmente que el DNAm. Como el DNAm es circular y mide solo 16.57 

kb (figura 1) se degrada más kntamente. ademas de que existen mas de 10 000 copias de D;-';Am 

por célula. mientras que para los loci nucleares sólo existen dos copias. 

FI (i L' RA I - Mapa gene! ICO ~ de t ranscrip.;.:¡ón dd [):"\; A mitocondrial (f)' -\llIl humano en 
donde se obscl\ <ln 1<1.0:. do" .:adcll;¡~ dc D:\ A. lo~ genes que codifican <l~1 col110 la r.:glón /)-
11 JI JI' (rcl"enda ell la fi~lIra COIllO BUCLE-D) 



Por SI..'l Ú..: hl..'rl..'l1cia materna. d D"Am no SI..' n:cumbllla ~ por lu tantu. toúus los IIldl\ ¡dllUS 

qll~ estCn rdaclOnados matrillll~all11el1h.: ticn~n el mismo D'\Am Por otra parte. tambicn es 

posibh.: Obt..:I1LT [),\Am de cualqUIer tipO d\.' kJldll C0l110 son las cdulas somatlcas o 

espernÜltc~ls El Df\Am C\ olllClOna 11111~ rápido (su ta~a de lIllL'rcambio de bascs es de :' a 1 () 

\eces mas raplua en comparaclon con la dL'! D~A nllckar) por lo qll~ el polimorfismo es alt? en 

las regIOnes de control (Vigilant et al 1489. Horai \ Ha\asaka 1990. Stoneking et al 1'1'11. 

Ward et al 1441. Shields el al 1993) 

El DNAm se diúde en dos regiones. una región larga (1:' kb) que codifica para algunas 

proteínas necesarias en la fosforilación oxidativa y una región polimórfica no codificante de 680 

pb aproximadamente. conocida como r"gll;n mntr,,! o f)~f.()()1' (Displacement Loop: Anillo o 

lugar de desplazamiento. figura 2). En esta región se encuentra el origen de la transcripción ~ 

replicaclon del DNAm (ere"s et al 1979. Horai y Ha~asaka 1990. Stoneking et al 19')1). Esta 

región es altamente polimórfíca. se localiza entre las posiciones 16168-280 de la molécula de 

DNAm \ contiene a su vez 2 sub regiones. la Reg/{)n H'l'ervarwhle I (RHVI. figura 2) la cual 

comprende de la pOSición 16 I 73 a la 164 I O Y la Regil;n Hip"rvonah!c II (RHVII. figura 2) de la 

posición O a la 191 (ere" s el al 1979. Horai y Hayasaka 1990. Bendall y Sykcs 1995) 

IhlóR 

D-LOOP 

1.l5Y2ó 1161.tt1 1100580 

¡<,]7, 16410 H,scH·O ¡(JI 

FICit Ro\. 2 - Representación de la ReglOll /).//)( )/' del D'A Illllocondnal dc cdulas HcLa. 
ell donde SI.: JlHIl'slr<1Il las dos slIbrcglol1cs en la:-. que se dl\ lde 



f-.1 polllnurfisllw U..: la II.:glon 11-/ ()( J/' d..:1 D':\111 p¡,;rnllk. pOI tanto. qth.: ...::-.ta Illh..:da SL'r 

ut!ll¿ada CUl110 marcador mol...:cular ":11 prw..:bas d..: Id\.!ntlticaClon for..:ns\.! ~ casos dL' matcmidad. 

aSl C0l110 \.!ll la 11lkrpr..:t~Kl()n d..: knom\.!llos pohlaclonaks \ dl\ ..:r.sus \.!StudlOS L'n las ar\.!as 

antropológicas (Stonéhlllg ét al. I ~l) l. Holland él al Il)~:;. Vargas, Enriquél I')%) 

Para uuliLar d D:\:\1ll "':11 casos d...: Id"':l1tifícaclun "':11 \k'\.ico . ...:s n...:c\.:~ano enlloca las 

dlférentéS \ariedadés qUé Sé presentan de la reglón Ii-U )O}' asi como su frecuencia , 

dIStribución dentro de la población Con los datos de las frecuencias genéticas se puede calcular 

la /'rohahilidad de ('ol/7uden"", ,,/ Azar (peA) entre dos individuos no relacionados 

gendicarnente por linea mate Ola. es decir. cual es la probabilidad de que dos indi\ Iduos tomados 

al azar presenten el mismo patrón gendico dentro de esta región. Este cálculo es importante para 

la interpretación de los anitlisis de D:-IA en los casos de inclusión o coincidenCia gencllca 



ANTECEDENTES 



Se han reali?auo lllúltJpks ~~llIlhos tic g~IlCtIC;..llh: poblaclollcs en D'\:\l1llanto en Illucstras 

recientes C0l110 en r~stos óscos antIguos. ~a Sl,;a para fines dI..! Identificación forense como para el 

estudio de las relacIOnes filogC'lldlcas entre las poblaCIOnes Vlgilant} cols anal¡;:aron en IYXY 

una fracción de la RHVI en I ~ lIldl\ ,duos de una poblaclOn pigmea y reportaron una di, ersidad 

genética de O l)~ significando esto que la población es IllU~ di\ ersa y que de cada 1 ()O indi\ idllos . . 
43 prt.!scntaran st.!cut.!ncias diferentes. Stoneking ) cols. en IlJlJ 1 analizaron secuencias de 52 

indi, iduos de cinco diferentes grupos étnicos reportando una diversidad de 1.00 y una 

Probabilidad de Coincidencia al Azar (PCA) con rangos de I.X% a 4.4'Yo. esto cs. que de cada 

100 individuos e"iste entre un I.X% y un 4.4% de probabilidades de que 2 indi, iduos tomados al 

azar tengan c1mismo tipo de DNA para esa región. En ese mismo año Ward) cols. Estudiaron 

un segmento de 210 pb de la RHI'/ en 63 individuos reportando una di,ersidad genética 0.Y5: 

Se han realizado muchos trabajos utilizando el DNAm. sin embargo los autores no reportan 

datos de diversidad ya que estos estudios son enfocados más a las tasas y probabilidades de 

Illutaciones nucleotídicas con fines C\ oluti\ os y de relaciones filogenéticas que al estudio de la 

diversidad poblacional con fines de identificación de indi,iduos. 



JUSTIFICACION 



En .\k\lco no ha\ ",ludios de d" er"dad poblaelO",,1 de la reglon D-LOOP dd D:-"Am por 

lo que se desconoce cual es la probabilidad de que dos ind" iduos tomados al aLar denlro de la 

población h:ngan d 1111~1ll0 patron gcndlco de Dl'\Am D¡,;bido a las \ clltaJJs qw: representa d 

LISO del Dr\Am como marcador molecular cn di\l.:rsas án.:as (t(1 n.:-IlS cs. demográficas } 

antro~ológicas)_ es necesario la realización de un estudio de di, crsldad poblacional con estl: 

marcador. Con la obtenCión de los tipos de DNAm (haplotipos) más frecuentes en un gnrpo 

mestizo. será posible la creación de una base de datos de referencia. que nos permita aplicar este 

marcador en estudios poblacionalcs posteriores. adcmás. de que esta infonnación puede ser de 

gran a)llda cuando se utilice el DNAm cn estudios de identificación de individuos. 



OBJETIVO GENERAL 

111\ estigar la d" ersidad genética de la reglón /J-U)()i' del DNA mltocondnal en una 

muestra de la población mestiza mexicana 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Amplificar \' secuenciar la región J)-iDO}, del DNA mitocondrial de 72 indl\iduos 

representantes de la población mestiza mexicana. 

• Calcular la diversidad poblacional de las secuencias analizadas así como la frecuencia 

alélica y la peA 

• Comparar cstos resultados con los encontrados en otras poblaciones \' re\'isar si las 

secuencias encontradas en este cstudio ya hall sido reportadas. 

• Realizar un árbol de relaciones filogenéticas de las muestras obtenidas en este estudio y otro 

árbol junto con muestras reportadas en otras poblacionales. 



, 
MATERIAL Y METOnOS 



1\lATERIAL BIOLÓGICO. 

Para ~1 proceso de scleccloll de los IIldl\ Iduos. se rc~t1I¿o una lista de los estudiantes 

pertenecientes a la Escueb Médico \Idltar. en donde hubiera IIldi, iduos nacidos en M0"co. de 

padres mexicanos: sin relacion materna I..:lltre sí (ane:\.o 1)_ U,na \ cz teniendo esta lista se 

tomaron de manera aleatoria 72 IIld" Iduos (30 mujeres. 42 hombres). A cada ind" Iduo se le 

e,trajo una muestra sanguinea de I () mi para la purificación de DNA. 

PURIFICACiÓN DE DNA GENÓMICO. 

Se colectó el paquete de glóbulos blancos de 10 mi de sangre periférica obteniéndose 

aproximadamente 700 f.ll de DNA Los 10 mi se centrifugaron a 2500 rpm durante 7 mino )' se 

extrajo el paquete de glóbulos blancos Se adicionaron 10 volúmenes de solución de extracción 

mezclando sua\emente. Se adicionaron 10 mg/ml de solución de RNAsa ) 20 f.lg /ml de 

Proteinasa K. Se incubó a 65 oC durante 20 minutos)' se agregó un volumen de fenal saturado. 

se agitó sua\ emente en forma, ertical ) se centrifugó a 2500 rpm durante 5 min. Se recuperó el 

sobrenadante , se le adicionó un ,olumen de solución cloroformo/alcohol isoamilico (24.1). se 

agitó suavemente en forma vertical para después centrifugar a 2000 rpm durante 5 min. El 

sobrenadante se recuperó \' se agregaron (,00 f.ll de NaCl 5M )' un ,olumen de isopropanol. Se 

mezcló suavemente por in\'ersión hasta la formación de la hebra de DNA. La hebra se pasó a un 

tubo eppendorf de 1.5 mI con una punta eppendorf de plástico. Se lavó con I 011 de etanol al 70 

% )' mezcló suavemente por il1\ ersión Se centrifugó a 2 000 rpm durante I mine se desechó el 

sobrenadan te )' se repitió la operación con el b,ado dos veces más. Una 'ez eliminado el exceso 

de etanol. el pellet (o pastilla) se resuspendló en agua destilada)' estéril. 

El DNA obtenido se cuanllficó mediante espectrofotomctria Las lecturas 

cspectrofotolllt.!tncas tomadas fueron a 2(10 11m para los neldos IlUCklCOS : a 2XO 11m para las 

protcinas. L'sto COIl d fin de conocer el grado de pureza dd maknal gcndlCo ~ se prepararon 



alicuotas a ¿in Ilg!~1 de cada muestra. Estas alicuotas cOlltH.:nen todo c1matenal gendico. tanto d 

DNA nuclear como el Dl\A nlltocondria!. asi que para la separación del Dl\Am se utilizaron 

o]¡gollllclcótldos específicos para la región que se requena amplificar. 

A,\1PLlFICACIÓ:>; DEL DNA. 

Para la amplificación de la región n-u JI)f' del ADN mitocondrial se usó la técnica de 

PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando la enzima 7"q j)NA po!imerasa. Para flanquear 

esta región se utilizaron los oligonucleótidos L 15926 ) H00580 a una concentración final de I 

11M Y 2.0 11M respectivamente (figura 2 y tabla 1). 

TABLA 1.- Posición y secucncia de los oligolluclcótidos ulili¡;ados en las reacciones de amplificación por PCR 

y de secuencia 

NOMBRE 
REGION DEL SECUENCIA 

(5'-3') 

f)-U JI JI' 

/!-u)( JI' 

PRIMER 

Ll5926 .;. TC AAGGCTT AC ACC AGTCTTGTAAACC 

HII05XO* TTGAGGAGGT AAGCT AC ATA 

ffU LI('I~O ,;. TACTTGACCACCTGTAGTAC 

':' Las designaciones corresponden a las terminaciones 3' de acuerdo a 

NUMERO 
DE POSICION 

BASES 

27 15900-15927 

20 57Y-5lJlJ 

20 16 I ~O-I (, I (,0 

la secuencia reportada por 

Anderson el al. en 1981. H ) L corresponden al lipo de cadena de DNA. H (hea,,)') corresponde a la 

cadena pesada! L (Iight) a la cadena ligera. 

La reacclon de PCR se realiZO utilrzando la siguiente mezcla 2.5 111 de Buffer de PCR 10 

X (Tns-HCI pH 8A. 500 mM KCI). 2.5 ,r1 de dNTPs (2 1111\1). I () ,r1 de MgCI' (50 



,olumen final de 2" J.l1 I.as condicIOnes de ciclaje de PCR para la amphflcaclon de la reglOn n­
I.( JO}' completa se muestran en el siguiente cuadro 

TEMP (oC) TIEMPO 

2 Illlll.' 

45 Seg. 
I mlll. 

2 mino 
10 mino 

Indefinido 

,.-_. --, I NUMERO DE , 
--+ C!C!:()S ~ ~J 

I 
32 
32 
32 

Al producto de la PCR obtenido se le agregó buffer de carga y se corrió en geles de agarosa 

al 1.5% a ¡ 05 m V durante 30 mino Posteriormente se tilló el gel en bromuro de etidio (con una 

concentración final de 0.5 J.lg/J.lI) Y se observaron en un transiluminador de luz UV. 

RECUPERACIÓN DE DNA DE GELES DE AGAROSA. 

Una yez que el DNA fue analizado en el gel. se carló la banda del DNA Y se colocó en un 

tubo eppendorf. a éste se le agregaron 3 J.l1 de resina Quiae" 11 (Quiagen o QxIl). 120 J.l1 de 

Quiae" I (Q"I) Y se incubó a 50-55°C hasta que se disoh ió la agarosa. A continuación se 

centrifugó en una picofuga (ó 000 rpm apro".) durante 3 min .. eliminando después el 

sobrenadante) se le agregaron al pellet 180 J.l1 de QxL nueyamente se centrifugó y se desechó el 

sobrenadante. El pellet se layó dos veces con ¡ 80 J.l1 de PE. se centrinlgó en la piconlga durante 

3 mino y se eliminó el sobrenadante. El pellet se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en 

20 J.l1 de H,O. Se centrifugó a ó 11110 rpml3-5 mino y el sobrenadante se colocó en un tubo nue\o. 



SECljENClACIÓ" DE DNA 

Para I..:sh.:' Ilh.:todo S~ utilizó d ··J\.lt" cLlIll..:rclal "I)ye ¡LTI1I!I1u/or (~rclt' SCCjucI1C/JIg U(,dl~l 

Reaclion" de Per'lI1-Elmer. La reaccion \ las condIciones de la PCR para secuCllciar la RH/'/ se 

realizaron siguiendo el método de los "dldeo"nucleotides" en PCR. el cual consiste en utilIzar 

nucleótidos marcados con diferentes 1110keulas fluorescentes deri\ adas de la rodamll1a. estas 

reacciones se realIZaron como se indIcan en el instructivo del "Kit" A partir del DNA 

recuperado se utllrzaron para cada reaccIón I 2 ¡Ji del oligonucleótido Ll61.J0 (10 ¡1M). I 3 

¡tI de DNA y 2 ¡II de Terminator Read) Reactlon Mix. Las condiciones del cielaje para la PCR 

de secuencia en el "GeneAmp 9600" se muestran en el siguiente cuadro: 

I TEMP oc , TIEMPO CICLOS 

[ 
¡ 

% ~ seg 25 

50 ~ seg 25 

~ 60 ~ min 25 
1 

Para iniciar la limpieza del producto de la PCR se rehidrataron las columnas de Sephadex G-

50 con 0.8 mi de H,O durante 2 hrs drenando después el H,O por centrifugación a 3 000 rpm 

durante 3 mino La muestra se resuspendló con 15 ¡Ji de H,O para 11e\ ar a 20 ¡tI. Se colocó la 

muestra en el centro de las columnas \ se centrifugó a 3000 rpm durante 3 mino esto con el 

propósito de eliminar los residuos de la mIsma reacción de PCR (pe. los oligonuclcótidos) los 

nucleótidos). Lo que se recuperó se lIOfilIZó a 3 000 rpm durante 30 mino a 30 oc. Se 

resuspendió con 15 ¡Ji de "Templete Suspension Reagent" y se calentó a lOO "C durante 2 mino 

poniéndola después en hielo. Una vez hecho esto. la muestra de DNA está lista para introducirse 

en el secuenciador automático de DNA (ABI-PRISM 310. Genetic Analizer. Perkin-Elmer). 



A:"iÁLlSIS DE SECUENCIAS. 

Lna \ ~¿ obkl1ldas las secuencias se localizaron las mutaciones (cambios de una bases por 

otra con respecto a la secuencia de referencia la cual pertenece a una linca celular dI.: carclIloma 

epitelial de een L\ hUl11ano pro, eniente de Inglaterra denol11l11ada flsJ.u) ) se analizaron con el 

propósito de agrupar las secuencias idcnticas en grupos. denol11inandosde h0l'/o/ll'0 a cada 

secuencia diferente. Se calculó la frecuencia de cada haplotlpo. la frecuencia de cada mutación 

aislada. asi como la Diversidad Genética. Para calcular la diversidad genética (h) en una 

población con base a los tipos mitocondriales se utilizó la formula: 

h = ( I - I,' ) n / ( n-I ) 

en donde n es el tamaño de la muestra y x es la frecuencia relati,a de cada tipo de DNA 

mitocondrial (Berumen et al 1994) Seguido se realizó una matriz en donde sc compararon las 

diferencias nucleotidicas existentes entre las 72 secuencias. Basándose en estos datos se calculó 

la PC A entre dos indi, iduos no relacionados genéticamente con la formula: 

PCA = e' 

en donde x es la media dcl numero de diferencias nucleotidicas obtenidas de la comparación de 

todas las secuencias (Iniss et al. 1990). 

Los cálculos obtenidos en este estudio se compararon con los reportados previamente para 

otras poblaciones, las secuencias del DNAm encontradas en este estudio se compararon con las 

reportadas pre, iamente en el GENBANK correspondientes para otras poblaciones (ver anexo 2). 

Para comparar, ahnear todas las secuencias se utilizó el programa de computación CLUSTAL 

\" ··J\lúltiple Sequence Aligments·· de Higgllls (1991) ) para la obtención de los árboles de 

n:lacloncs filogcllC'tlcas se analizaron las secuencIas en el programa PHILLIP (1 LJ(5) ··Gt,;ncs in 



populatIOIlS" d~ J FducstCl1l Para la ubtl.!ncion de un árbul que nos mostrara Ia~ n:lacion~s 

g~ndicas qll~ ha~ cntrc las mll~stras colL:ctadas en este cnsa\ o. se corrieron los haplotipos 

encontrados. obkmendose \ arios arboks scgún tüeron necesariOs hasta la obtcnclOI1 de un 

árbol para la este grupo de indi\ Iduos pertenecientes a la población mestiza l11e,icana. Seguido 

se realizó otr~ árbol que inclu\ e estas muestrasjunto con las consultadas en el G E"< BAN K con 

el propósito de obtener asi un "rbol de relaciones genéticas para la población mundial. Cabe 

señalar que debido al gran tamal10 de las muestras que se requerian para la obtención de este 

último árbol (351 contando las obtenidas del GENBANK \' las de México) fue necesario correr 

arboles de cada región y de ahi se tomaron muestras de una materia aleatoria con el propósito de 

que estas muestras representen a las ramas principales de cada región. Para el árbol final se 

utilizaron 125 secuencias (18 de África. 30 de individuos Caucásicos. 26 pertenecientes al 

Circulo Polar. 23 de Asia y 28 secuencias de México obtenidas en el presente estudio). Una ,ez 

reducido el numero de muestras se procedió a correr el árbol que fuera representati\'O de las 

diferentes reglOnes geográficas utilizando los programas de relaciones filogenéticas 

mencionados con anterioridad. 



RESULTADOS 



Una \ez punfIcado \ cuantitlcado d D,A se realizaron las PCR para la amplificación de la 

reglón /l-UJ(}J'. oblélllendosc fragmcntos de 7MJ pb (figura 3) 

2 3 4 5 6 7 

700 

450 

300 

FIGURA 3.- La región n-LOO!' del DNAm se corrió en los carriles 2. 3. ~. 5 ) (,. El 
carril 1 corresponde <:11 marcador molecular) en el caml 7 se corrió hl muestra control sin 
DNA. 

Para cada una de las muestras se secuenciaron 236 pb pertenecientes a la RHVI. éstos 

fragmentos van del sitio 16173 al sitio 16140 según la secuencia de referencia reportada por 

Anderson et al en 19X I (figura 4). 

FIGURA .. J..- Fraglllento de una secuencia obtenida en el presente estudio. ell donde se 
obscrY:Jn COII un tritingulo los nuclcótidos y los lugares ell donde ocurrieron las 
Illutaciones eDil respecto a la secuencia de referencia (Andcrson el al IlJXI) 



En los 72 IIldi\iduos explorados Se encontraron 45 haplotipos dlfercnks obsl.:nandosc 

cambios en 45 pOSIciones de la liHI i del D'\Am (tabla 2). De los 45 haplotlpos obtellldos. el mas 

frecuente en la poblaCIón estudIada fue el haplotlpo H3 (tabla 2). con una frecuencIa de l' 27 "" 

(11176). Le sIguen los haplotipos IB4 \ H I X con una frecuencia de (, l)4 ",;, (5172) ~ 5.55 "" (4172) 

respectivamente La frecuencia de los haplotipos restantes se muestra en la tabla 2. 

El número de posiciones \ariables por haplotipo varió de X nuc/eótidos en el haplotipo H4 

hasta solo una posición \ ariable. en los haplotipos H8. H 19 Y H44 (tabla 2) En esta muestra 

estudiada sólo se encontró un indi\ iduo con la secuencia idéntica al patrón de referencia (1127). 

Los sitios nucleotidicos en donde fue más frecuente encontrar cambios fueron los nucleótidos 

16223 con 64/72 (20.5 'y,,) mutaciones (T -C). el sitio 16362 con 53 (16.9%) mutaciones (C -T). el 

sitio 16319 con 46 (14.7 'X,) mutaciones (A-G). el sitio 16290 con 39 (12.5 'X,) de mutaciones (T­

C) y el sitio 16325 con 20 (6.4 %) de mutaciones (C-T). En los sitios restantes se presentan 

menos de 10 mutaciones por sitio. La di\ ersidad genética encontrada para la población 

muestreada fue de 0.96. 

Con las secuencias de los 72 individuos se realizó una matriz y se comparó cada una de 

ellas con el resto de las demás secuencias para imestigar las diferencias en el número de 

nuclcótidos por pares de sccuencias. obteniéndose 255A comparaciones. El númcro de diferencias 

entre todas las secuencias comparadas \ arió desde O hasta 13 diferencias nucleotidicas por par. 

encontrándose la mayor frecuencia en 3 nucleótidos (372 pares de secuencias). el resto para cada 

una de las frecuencias se presenta en la tabla 3. Se encontró que la distribución de las frecuencias 

de estos datos corresponden a una distribución de Poisson como se observa en la figura 5. 

Con los datos observados en la tabla 3 se utilizó la fómlUla de distribución de Poisson para 

calcular la P.C.A. (usando XC'1a media del numero de mutaciones de los 2556 pares de 

secucncias). la cual fue de 4.3. Con estos resultados se observó que la probabilidad de que un par 

de individuos no relacionados sea idéntica en esta región genética es de 1.2x10· (tabla 4). asi 

tenemos que 12 de cada 1000 indi\ Iduos tienen secuencia idéntica. es decir. lo cual indica que la 
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Tabla 2.- Haplotipos encontrados en las 72 muestras estudiadas, observándose la posición de la mutación, frecuancia de los haplotipos, número 
de posiciones variables por haplotipo y por posición con respecto a la secuencia de referencia (Anderson 1981). 



probabilidad de que dos indi\ idllos tomados al azar dentro de la población mexicana pn.:sclltcn 

una SI.!CUCIlCI<l Id0ntlca dentro de esta n:glóll. es de I cada X3 II1dl\ Iduos. 

TABLA 3 -Frecuencia de diferencias nuckotidlcas 
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Figura 5 - Diferencias mitocondriales obtellldas de los 255(, pares de IIldi\ ¡dLlos. en donde se 
lIluestras los illdi\ IdLlOS obscn·ados. La cun a eSI;1 basad;;) ell una distribución Poisson eOIl 
un;1 media de -1- ~ 



COMPARAClON DE LOS IlAPLOTIPOS ENCONTRADOS EN ESTE ESTl DIO CON 

LOS REPORTADOS E:\ LA LlTERATlRA. 

De los 45 haplotipos obsel"\ ados en este estudio. solamente 5 de ellos, a han sido reportados 

pre, iamente L~s haplotipos H 11. H 14. H24 v H2X fueron reportados para la poblaclon europea y 

el haplotipo H21 pertenece a un ",di\ Iduo asiatico. Cabe señalar que el haplotipo H2X resulto ser 

exactamente igual a la secuencia de referencia. 

Del GENBANK se obtuvieron Y6 secuencias que representan a la region caucasoide (Eu). la cual 

incluye muestras de individuos de Inglaterra). 77 secuencias provenientes del continente Asiático 

(As). 47 secuencias de Africa (Al) y 86 secuencias representando a Iarias poblaciones 

establecidas en las cercanías al Circulo Polar (Cpol). dentro de las cuales hay indiliduos 

pertenecientes a Siberia. Groenlandia. Alaska. Canadá y Norte América (anexo 2). Estas muestras 

se sumaron a los haplotipos encontrados en México (Mx) obteniéndose un total de 351 

secuencias. las cuales se corrieron en el programa computacional de relaciones filogenéticas 

PHILLIP "Genes in populations" de Joe Feldestein (1995). Debido al gran número de secuencias 

no fue posible obtener un árbol que contuviera a todas las muestras obtenidas. por lo que se 

corrieron por separado árboles para cada una de las regiones geográficas y de ahi se tomaron de 

manera aleatoria muestras que representaran a las ramas principales de cada árbol. Se procedió a 

correr el árbol una vez que el número de muestras se redujo de 35 I a 125 secuencias. (18 de 

Africa. 30 de indi\ iduos Caucásicos. 26 pertenecientes al circulo Polar. 23 de Asia y 28 

secuencias de México obtenidas en el presente estudio). Con estas muestras se obtu\o un árbol 

para todo el mundo. en el se obsel"\ <1n 5 ramas principales. las cuales corresponden a las 5 

regiones geográficas mencionadas anteriormente (figura 6). 

Los indiliduos del círculo polar se agmpan en dos subramas principales la primera es una 

rama cerrada sin mezcla con las demás poblaciones y la segunda presenta mezcla con 1I1dl\ ¡dllos 

caucásicos. Los indl\ Iduos Africanos se agruparon en dos sub ramas diferentes. una se mezcla con 

d circulo polar como se IllCIlCIOnó al1t~norlllcnte: la otra rama S~ 111~¿cla con IIldl\ Iduos 



caucásIcos La ma~oria dI.: los II1di\ iduos CatlC~ISICUS Sl: ¡m,:sl:ntan I.:n un solo gnlpo slIlll1cLcla con 

los demás y d resto de los indi\ iduos Sl: encuentran diseminados en los gmpos nll.:ncionados con 

anterioridad Los IIldi\ Iduos perteneclcnks a \1c\.ICO s..: obsl.:n an como una rama cerrada y sin 

mezcla con los demás gmpos. obsen ándose una estrecha relación con la población asiática. la 

clIal también se presenta como ulla población cerrada: SIIl mezcla con las demás poblaciones. 
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DISCUSION 



Este es d primer reporte donde se analiza la dll e"idad !!enctlea de la RH\'I dd fJ-U)()j' dd 

DNA 1111tocondnal en una poblacIón mestiza mexicana Anteriormente se habia realizado un 

trabaJo de sccucllciacióll de esta n::gión mitocondrial para una población de Yucatán. 5111 embargo 

el autor no reporta datos de di\ ersidad ni reporta las SeCuenCIas encontradas. En la población 

estudiada se encontraron 45 haplotipos diferentes que corresponden al h2(~'ÍJ de las muestras 

exploradas. un porcentaje similar de haplotipos diferentes se han encontrado en estudios similares 

para otras partes del mundo (tabla <1). Oc los 45 haplotipos obtenidos en este estudio. 5 ya han 

sido reportados pre\ iamente en Europa y Asia y se consideran haplotipos de origen caucásico y 

corresponden al 13% los individuos explorados (tabla 2). Los <10 haplotipos restantes reportados 

en este trabajo no han sido reportados. aunque son similares a otros reportados previamente de un 

97% a un 99%. lo cual indica que difieren de la secuencia reportada desde I hasta 7 bases. 

El que un haplotipo tenga una frecuencia mayor a los otros. como el haplotipo H3. puede 

deberse a que esa secuencia sea de las más antiguas del pais. y por tanto su presencia y 

distribución sea mayor. sin embargo no podemos saber con exactitud si es que hayo no. un 

origen geográfico común. ya que estas secuencias no corresponden a la misma zona geográfica 

actual y a que el linaje de las muestras no siempre corresponde al estado de la república en el que 

se muestrearon 

Al compararse el número de haplotipos obtcnidos en este estudio con los reportados para 

otras poblaciones se observa que un estudio multirregional (\ éase tabla <1). presenta el mayor 

número de haplotipos con 52 (100%). seguido de Africa con II haplotipos (73%). México ocupa 

el 5to lugar con 45 haplotipos (62%). los demás resultados se presentan en la tabla 4. Como el 

número de indll iduos \ aria de una población a otra. el número de haplotipos se debe al tamaño de 

la muestra y no necesariamente a una mayor diversidad poblacional. Al comparar estos datos con 

los reportados para otras poblaciones se obsef\ a que la mayor di\ ersidad es para un estudio 

multirregional con un valor de I.(JO (Stoneking et al 1991). encontrándose México en el segundo 

lugar Los demás datos se muestran en la tabla 4 



El resultado obtenido para :\k'\.ico ¡;s confiable tomando en ClIenta qU¡; el numero de 

indl\ iduos muestreados es llKt\ or al de las demas poblaclOnc.;s con las qUe SI..: comparo. a 

excepción de la Asiatlca) Europea Debido a que es el primer trabalo de dl\ersldad mitocondnal 

en ykxico no SI..: encontró maodo estadístico alguno para asegurar que el numero de ¡ndi, idllos 

aqui estudiad?s es representati\ o de la población mexicana. Debido a lo anternor se requiere de la 

realizaqción de otros estudios similares para esta población. con el fin de poder comparar los 

resultados obtenidos) poder calcular asi el número minimo ideal de individuos que se requieren 

para un estudio de este tipo. Aún asi. los resultados en este estudio se cree que son confiables 

debido a que el número de muestra aquí analizada es mayor al de otros trabajos reportados en 

otras poblaciones (Tabla 4). Con estos datos pudiera parecer que la población mexicana tiene un 

número de mutaciones cle\·ado. solamente superado por Asia y un estudio multirregionaI. Sin 

embargo hay que considerar que lo reportado en Asia se basa en el estudio de 293 individuos 

(Horai y Hayasaka 1996). 

Tahla 4.- Resultados de diwrsidad genética 1 -----
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Con rt:specto al número oe Illutaciones por SItiO dcntro OC la seclIcncia sólu sc puede sciialar 

qm.: ¡,:stos sitiOS presentan una tasa d¡,; mutación l1la~ or a los demas sin saber la causa d¡,: estas 

diferencias en cuanto a las tasas de lllutaclOIl. Para estudios posteriores dI: antropologia ~ 

C\ olución esta información es importante_ ~ a que obt¡;niendo las tazas dt.: mutación por sitio 

dentro de esta región mitocondrial. sc puedcn rl:alizar arboles de relaciones filogenctlcas 

calculando tiempos de divergencia genética entre dos o más muestras. Al compararse el número 

de mutaciones obtenidos con los reportados para otras poblaciones (tabla .¡) se obsena que Asia 

presenta el mayor numero de mutaciones (83). seguido de un estudio multirregional ) México. 

con 57 y 45 mutaciones respectivamente. El resto de los datos se muestran en la tabla 4. 

La diversidad poblacional de México no se puede comparar con la de otras poblaciones ya que 

el número de individuos muestreados varia de un estudio a otro. por lo que en el presente estudio 

solo se reportan los valores (tabla '¡). El resultado obtenido para México es confiable tomando en 

cuenta que el número de individuos muestreados es mayor al de las demás poblaciones con las 

que se comparó. excepto al estudio en Asia y Europa. pero aún con lo anterior. se obsen'3 que la 

poblaCIón mexicana presenta una diversidad intrapoblacional alta con un 0.96. 

La peA obsen'ada para México en el presente estudio. al igual que la diversidad genética. no 

se puede comparar con la de otras poblaciones) a que el número de individuos muestreados varia 

de un estudio a otro. por lo que en el presente estudio solo se reportan los valores (tabla 4). 

El que el 91 'X, de las secuencias muestreadas para México en el presente estudio no estén 

reportadas por otros autores. puede tener varias explicaciones. La razón principal radica en que 

éste es el único estudio que se ha realizado en México de diversidad genética utilizando el DNA 

mitocondrial como marcador molecular. por lo que es de esperarse que se encuentren haplotipos 

diferentes a los reportados para otras regiones geográficas Se puede deber también en gran 

medida a lo reducido del muestreo) otra razón. aunque poco probable. pudiera ser el que quizás 

ya paso sufiCiente tiempo de di\ crgencia e\ oIuti\ a entre las secuencias y por tanto ~ a ocurneron 

tantas lllutaclOnl:S que ahora estos haplotipos son diferentes Sin embargo esto es solo una 

sugerencla_ ~ a que tendría que haber sufiCientes pruebas d...: ¡,:\ olución mitocondrial ~ dc 



migraciones humanas. qll~ afirmaran caballllt.!ntc clIaks son las pObIaCIOlh.:S que dlt.!ron origen a 

la población Illc\.icana El que SI..! encuentren haplotipos cn M0xlco \ a rl..!portados para otras 

poblacioncs se puede deber a las migraciones de la familia de cada IIldl\ Iduo. ~ esto sc sustenta 

por los apelhdos de los mismos (ane"o 1) 

Se obtm o un arbol dc relacioncs filogcnéticas para la población mcxicana. y aunque sc 

obser.aron ramas bien definidas no se obsena que estas guarden una relación con respecto a los 

lugares de procedencia de las muestras. Esto se cree que se deba a que los ancestros de los 

indi, iduos (padres. abuelos. etc.) no pertenecían a los lugares en donde nacieron las personas que 

se muestrearon para este estudio. es decir. que los ancestros emigraron de diferentes estados de la 

república mexicana y por lo tanto. los tipos de DNA mitocondrial pertenecen al lugar de origen y 

no al lugar del muestreo. Desgraciadamente para este estudio no se tienen los datos de ancestria 

de los individuos. por lo cual. no hay manera de explicar las relaciones de parentesco existentes 

entre estas personas. Debido a lo anterior no se muestra el árbol filogendico obtenido para la 

población mexicana. 

En la figura ó se muestra el árbol obtenido para la población humana de diferentes regiones 

geográficas en el cual se obsen an 5 ramas principales. En este árbol en general sí se obser.a una 

correspondencia de las l11uestras con respecto a su lugar de procedencia. sin embargo es ditlcil 

explicar los origen es de estas relaciones debido a que las muestras obtenidas del GENBANK solo 

indican el continente al que pertenecen pero no a la región especifica de su procedencia. El que en 

una de las ramas en donde se agrupan los individuos del círculo polar se encuentren indi, iduos 

caucáSICOS se puede deber a que las muestras caucásicas fueron tomadas l11uy al norte de Europa 

perteneciendo por tanto al circulo polar o a migraciones de los ancestros de estos indi, iduos. 

Según el mapa se infiere que los indi,'iduos africanos se presentan C0l110 dos poblaciones 

diferentes. una de cllas se presenta relacionada con indi,iduos del Circulo Polar, la otra presenta 

una cstrecha relación con los indi\ Iduos caucásicos. Estas relacioncs se cree que se deban a que 

en las poblaciones muestreadas ha) descendientes de indi\ iduos del hemisferio norte que 

migraron hacia el contlllcnh.: africano o vicn crsa 



Las muestras obklliuas del contllh':llk ~Llrupt,;Ü St,; obs~nan como dos poblaclOlh.:s ulfl!rcntcs. 

ya que una está relacionada con la poblaCión africana) la otra ~sta intllnamcnte relacIOnada con 

las mucstras pertellcClentL:S al circulo poi:Jr Las muestras n.:laclonadas con Afnca s .... deben 

posiblemente a que los indi\ ¡duos ~lIropeos fueron muestreados al sur del continente por lo qu .... 

guardan cierta cercania.geográfica. ) podría suponersc que genética. cO,n el continente africano. 

El que otro grupo de muestras guarden relación con el circulo polar se puede deber a que quiús 

éstas sean nati, as del norte de Europa por lo que tambicn pertenecen al circulo polar. a que los 

ancestros de estos indi, iduos migraron hacia el norte o a que ancestros del norte enllgraron hacia 

el sur. 

Las muestras provenientes de Asia se presentan como una población sin mezcla con 

excepción de algunos indi, iduos encontrados en el grupo del círculo polar. Esto se puede deber a 

que las muestras fueron tomadas de una región muy al norte de Asia perteneciendo por tanto al 

hemisferio norte o a migraciones hacia el sur de Asia de ancestros del circulo polar. 

La rama perteneciente a la población mexicana. a pesar de presentar una di,ersidad 

intrapoblacional grande. sugiere que es una población sin mezcla con otras poblaciones. es decir. 

que las mutaciones que se presentan dentro de los individuos solo son características de la 

población me'Xicana. El que un indi\"iduo mc'Xicano presentara una secuencia igual a la de 

referencia. se debe a que este indi, iduo descendiente de Europa. explicándose esto por los 

apellidos del mismo. Se observa que la población mexicana está más relacionada con Asia que 

con el resto de las poblaciones. Se cree que esto se deba a que estas dos poblaciones tienen un 

ancestro común. y de ser asÍ. esta información puede ser tomada para apoyar ciertas teorías de 

migración humana. 



CONCLUSIONES 

• La población mexicana es mll) heterogcnea. obscn "n dos e Ulla di, ersidad poblacional de 

0.% 

• Debido a el bajo poder de discriminación que el DNAm presentó en el presente estudio. ésta 

información se puede utilizar como marcador molecular en las áreas forenses sólo en casos de 

exclusión. debiéndose utilizar con otros marcadores para aumentar así el poder de 

discriminación. 

• La población mexicana esta más emparentada con la asiática que con el resto de las 

poblaciones comparadas. 

RECOMENDACIONES 

Si se quiere obtcner información más confiable con respecto a la dllersidad y al origen de las 

poblaciones. se deben realizar muestreos a un mayor numero de individuos. recabar la 

información acerca de la ancestria de cada indiúduo. además de reportar el origen de cada 

población a una escala regional y no solo al ni, el de país o continente. 



ANEXO 1.. LISTA DE INDIVIDUOS EXPLORADOS 

NOMBRE SEXO EDAD PROCEDENCIA CLAVE 
VALADEZ VALLES ERlCK M 19 BAJA CALIFORNIA SUR 81 
SANCHEZSANTANAJOSE M 18 BAJA CALIFORNIA SUR 52 
PACHECO MARCO ANTONIO M 20 CAMPECHE 79 
RODRlGUEZ SALCEDO GABRIEL M 20 COLllVtA 15 
RODRlGUEZ GARCIA HECTOR M 19 CHIAPAS 3 
PEREGRINO PERERA ASTRO M 20 CHIHUAHUA 61 
VELOZ G. FEDERICO M 21 DURANDO 55 
ESTRADA C. CARLOS M 19 EDO. DE MEXICO 64 
THOME ORTIZ LAURA F 18 EDO. DE MEXICO 8 
NDLLANSANCHEZSANDRA F 18 EDO. DE MEXICO 38 
DURAN GARCIA EDGAR M 18 EDO. DE MEXICO 40 
GUADARRAMA C. MIGUEL M 19 EL SALVADOR 60 
HERNANDEZ E. OVIDIO M 19 GUANAJUATO 84 
NAVARRO ESTRADA GABRIELA F 21 GUANAJUATO 73 
NIETO AGUILAR VERONICA F 18 GUANAJUATO 20 
MONTES BECERRA RUTH F 21 GUANAJUATO 21 
HARO BRAVO LUIS M 19 GUANAJUATO 23 
TOVAR RAMlREZ REYNA F 20 GUANAJUATO 74 
HERNANDEZ PATILLO ALEJANDRA F 18 GUANAJUATO 7 
PATlRO SALAZAR JORGE M 20 GUANAJUATO 16 
VALDEZ BETANCOURT MIGUEL M 18 GUANAJUATO 69 
MOSQUEDA M. JOSE M 20 GUANAJUATO 72 
TORRES R MAURlCIO M 20 GUANAJUATO 8 
SANCHEZ FERNANDEZ G. F 21 GUANAJUATO 18 
GONZALEZ COLUNGA JUAN M 19 GUANAJUATO 32 
NA V ARRETE SIERRA CATALINA F 21 GUANAJUATO 37 
FLORES HERRERA NESTOR M 20 GUANAJUATO 39 
TALA VERA H. OMAR M 18 GUANAJUATO 57 
HERRERA GOMEZ MARLI F 20 GUERRERO 19 
DE LA CRUZ HONORATO EDUARDO M 18 GUERRERO 62 
DE JESUS RAMlREZ JANET F 18 GUERRERO 78 
HERNANDEZ FLORES ISABEL F 19 GUERRERO 86 
RUlZ SALGADO KARLA F 18 GUERRERO 87 
NIJNEZ CANTU OLNER M 19 GUERRERO 33 
DE LA FUENTE SEDANO SALVADOR M 19 JALISCO 85 
ROSAS H. MARCO TULlO M 21 JALISCO 50 
ANGELES MARTINEZADAN M 19 MEXICOD.F. 6 
APARIERO OSORIO MARGARITA F 23 MEXICOD.F. 14 
TELLEZ GALlCIA DANIA F 21 MEXICOD.F. 17 
MUNOZ MONROY OMAR M 18 MEXICOD.F. 24 
VITE TORRES BERENICE F 19 MEXICOD.F. 68 
SOSA JUAREZ ALEJANDRO M 19 MEXICOD.F. 71 
MONSN AIS RlOS RICARDO M 21 MEXICOD.F. 46 
REYESPONCE DELEON LORENA F 19 MEXICOD.F. 48 
SANTILLAN PEREZ MARIA F 21 MEXICOD.F. 49 
MENDOZA BETANCOURT CLAUDIO M 18 MICHOACAN 12 



ANEXO 1. CONTINUACION 

NOMBRE SEXO EDAD PROCEDENCIA CLAVE 
GANDARA CALDERON JULIAN M 21 MICHOACAN 30 
FRIAS AGUIRRE YZA F 18 MORELOS 28 
LOPEZ MONTES CONSUELO F 19 MORELOS 11 
MARTINEZ DUNKER IV AN M 18 MORELOS 51 
AL V ARADO G. 10SE 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 POTOSI 44 
ANGULO CASTRO EDGAROO M 19 SINALOA 43 
VARGAS G. BERNARDO M 21 SINALOS 56 
PADILLA GALLEGOS OWiAR M 17 TAMAULIPAS 47 
PERES RIVERA MA YRA F 19 T Al'\iIAULIPAS 53 
CARRO GARCIA ALEJANDRO M 18 TLAXCALA 66 
CHA VARIN SAN ROMAN 10SE M 20 VERACRUZ 5 
HERRERA RODRIGUEZ GUADALUPE F 20 VERA CRUZ 13 
PESTANA TRONCOREYNA F 18 VERA CRUZ 29 
FERNANDEZ CORDOBA VERONICA F 19 VERA CRUZ 34 
LARRACILLA S. IV ANHRE M 18 VERACRUZ 45 
MARTINEZ ROSENDO DA VID M 19 VERA CRUZ 58 
CAl\1POS R. EUNICE F 19 VERACRUZ 59 
MA Y CANUL BRENDY ROSEL y F 18 YUCATAN 9 
ARTEAGA COY ARRUBIAS RAFAEL M 18 ZACATECAS 26 
DESCONOCIDO ? ? ? 36 
DESCONOCIDO ? ? ? 41 
DESCONOCIDO ? ? ? 42 



ANEXO 2. Cl..A VE Y NUMERO 1}:E ~ill§T:aAS DE :JNArn ~'ER7El\'TI:CIENTE§ 
A RE""iONES '"EOGRAl"ICAS '1'}(~MlDAS DE' GENEi3ANI{1 - u u - ~ ,. ~ ~ 

ft.s:A AYft:CA c. ?OLA.'l' CA:JCA.S~CC" 
(n~"') (r:~7) (r:=llj» (n~%) 

D34742 M76237 M76250 L201S3 L20184 REF' M5S092 
DS2741 M76242 M76293 L20210 L201S5 M58083 M58089 
D84733 M76243 M76248 L20180 L20186 W,sSOS2 MS8125 
D84750 W>2S901 M76249 L20211 L20197 11'.58088 M58121 
D84729 M76244 M76258 L20209 M76C09 M58064 MS8123 
D34726 M76245 M76270 L20213 M76010 M58072 M5S136 
084730 M76241 M76339 L20206 L20187 M58077 MS8091 
D34734 M76246 M76254 L20207 L20189 W,s8086 M58142 
D34744 M7623B M76307 M76017 L20208 11'.58066 MS8143 
D84748 M76239 M76298 L20195 L20204 MS8065 M581 10 
D84745 M76240 M76261 M76018 L2020S M5806S MS8144 
084727 M76236 M76262 L20196 M76006 M58073 M58129 
D34732 M76235 M76263 L20193 M76C07 W.58OSI M58140 
D34736 M28893 M76259 L20194 L2016S M5S074 M58099 
D84737 M28909 M76268 L20212 L20202 M5807S MS8116 
D84738 M28911 M76283 M76001 L2017S MSS087 MS8117 
DB4739 M28903 M76267 L20164 L20176 M58061 M58130 
DB47S2 W>2890S M76294 M7S999 L20173 Wó80M M58107 
D847S3 M76247 M76334 M7S998 M76012 M58071 M5811J 
D84723 M28907 M76291 L20167 L20192 MS8076 M58114 
DB4724 M28899 M7628S M76000 L20181 M58062 MS8139 
DB4728 M2889S M76338 M7599S L20182 M58069 MS8098 
DB4740 11'>28898 M762S3 L201S9 M7S991 M58067 MS8100 
D84743 M28910 M76256 L20169 M7S992 M58070 MS8096 
084746 M28894 M762SI L20160 M75993 M58058 M58090 
D84749 M28902 M76252 L20179 M75994 M58059 M58126 
D84725 W>28904 M76337 L20161 L20200 M58063 M58138 
D84735 M28896 M76340 L20174 L20201 M58079 M58108 
D84731 M28912 M76336 L20177 M76013 M58060 M58131 
DB4747 M28906 M76303 L20172 M76016 M58080 M58104 
084751 M28908 M76304 L20188 M76014 M58078 M58132 

M28900 M76257 L20170 M760IS M58085 M58106 
M76320 M76260 L20162 L20190 M58111 M58120 
M76329 M76266 L20157 L20191 M58124 MS8128 
M76308 M76272 L20166 L20178 MS8133 Ml8127 
M76292 M76273 L20168 L20199 M58102 M58103 
M76326 M76280 M76004 L20198 M58122 M58094 
M76309 M76277 M76005 M76311 M58109 M58101 
M76314 M76278 M76002 M58118 M76335 
M7631S M76275 M76003 M58093 M76333 
M76331 M76279 L20171 M58097 M76328 
M76342 M76276 M75996 M58115 M76330 
M76313 M76281 L20203 M58119 M76348 
M76346 M76274 M75997 M58141 M763ll 
M76355 M76282 L20163 M58 11 2 M76349 
M76360 M76302 L29158 M5813S M76352 

M76271 M76008 M5809S M76353 
M76011 M58137 M58134 

M58105 
I , Estas muestras se reportaron como pertenecientes o todo el contmente, SIn csp~lficar retp.6n. 
2 MIU:SInlS tomas de Alnsl<ll, Siberia, Groclandia y None Amerien. 
, Muestras pertenecientes .1 None de Europa. 
:) La secuencia de referencia se coloca en esta colwnna ya que pertenece a la población europea. 
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