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RESUMEN

La poblacién mexicana se formo6 con la mezcla de muchos grupos étnicos. Estudios hechos con
marcadores genéticos indican que su estructura genética presenta diferencias en ancestria segin
entidad de origen. Conocer las contribuciones genéticas de nuestra poblacién permite hacer
inferencias de susceptibilidad si se comprueba asociacion entre genotipos de riesgo y haplotipos
de ancestria. Algunos polimorfismos frecuentes en ciertas regiones han sido relacionados con
padecimientos; pero antes debe saberse si la poblacion estudiada es homogénea para reducir
errores en los calculos de sus frecuencias alélicas y asociaciones —muy comunes cuando se usan
categorias establecidas socialmente, como el indice de homogeneidad genética en la delimitacion
de poblaciones. Para evitar confusiones, conviene considerar los estimados de ancestria de un
genotipo dado.

Este trabajo pretende estudiar la estructura genética de una poblacién mestiza mexicana, asi como
la asociacion entre marcadores de ancestria y riesgo a desarrollar padecimientos como cancer. Se
tomaron muestras sanguineas de 148 habitantes del DF y area metropolitana, los cuales, indicaron
su lugar de nacimiento, el de sus padres y abuelos. Se purific6 el ADN y se utilizé para tipificar 5
polimorfismos nucleares de genes involucrados en el metabolismo de xenobidticos (CYP P4501A1
*2A, *2C y *4; GST M1y T1) y 5 mitocondriales que reportan la ancestria del individuo (EUR, ASI,
AFR, AFR2, AME y DEL), mediante PCR y RFLP.

Aunque la poblacion estudiada radica en el centro del pais, su historia genética —segun datos de
sus familiares— se amplia a casi todo el pais. Las frecuencias de los polimorfismos nucleares en
orden descendente fueron: GSTM1*0, *2C, *2A, GSTT1*0 y *4; las de los mitocondriales fueron:
AME, DEL, ASI, AFR, AFR2 y EUR. Con base en los 6 ultimos, se encontraron 11 haplotipos con
ancestria especifica. En orden descendente, la poblacion presento6 contribucion amerindia, asiatica,
no mezcla, africana y europea. Se hall6 asociacion entre el polimorfismo GST M1*O y haplotipos
africanos. Gracias a un analisis de correlacion distancias geogréafica/nucleotidica y con datos de las
abuelas maternas, se identificaron 3 grupos de estados (Sureste, Centro y Bajio). El primero
presentdé marcadas diferencias en la frecuencia del polimorfismo GST M1 respecto a los otros.

Se concluy6 que la poblacién mestiza mexicana ha sufrido altos flujos de migracién y esta formada
por una gran mezcla de genotipos de ancestria variada; aunque la amerindia es la mas abundante.
Hay asociacion entre el polimorfismo GST M1*0 y haplotipos africanos. Es posible identificar

regiones de aislamiento con historias genéticas diferentes.



ABSTRACT

Mexican population is compounded from the mixture of many ethnic groups. By using genetic
markers it is possible to demonstrate that, according to birthplace, there are ancestry differences in
its genetic structure. If the association between risk genotypes and ancestry haplotypes is proved,
we can make susceptibility inferences. This can be done by studying the genetic contributions of
our population. Some of the most frequently reported polymorphisms in certain regions have been
related with morbidities. However, it must be known if the population is homogenous in order to
reduce errors in the estimation of its allelic frequencies and associations —which is very common
when socially established categories are used as a genetic homogeneity index during the
delimitation of populations. It may be helpful to take into account a genotype’s ancestry estimates to
avoid confusions.

In this project we study the genetic structure of a Mexican mestizo population, as well as the
association between ancestry markers and the risk of developing morbidities such as cancer. Blood
samples were taken from 148 residents of Mexico City and the Metropolitan Area, whom were
asked to indicate their birthplace and also their parent’'s and grandparents’ one. DNA was purified
and, by means of PCR and RFLP, it was used to typify 5 nuclear polymorphisms of genes involved
in the metabolism of xenobiotics (CYP P4501A1 *2A, *2C and *4; GST M1 and T1) and 5
mitochondrial polymorphisms —the last ones reported individual ancestry (EUR, ASI, AFR, AFR2,
AME and DEL).

Even though the studied population concentrates in the center of the country, its genetic history —
according to their genealogical data— can be tracked down in almost all the states of the country. In
descending order, the resultant nuclear polymorphism frequencies are as follows: GSTM1*0, *2C,
*2A, GSTT1*0 and *4; the resultant mithocondrial polymorphism frequencies are as follows: AME,
DEL, ASI, AFR, AFR2 and EUR. Based in the last six frequencies, eleven haplotypes with specific
ancestry were found. In descending order, the population got Amerindian, Asian, no mixed, African
and European genetic contributions. An association between polymorphism GST M1*0 and African
haplotypes was found. No correlation between geographic and nucleotidic distances was found.
Considering this and the genetic data of the individual’s grandmothers on the mother’s side, three
regions (groups of states) were identified: the Southeast Region, the Center and the Bajio. In the
first region, significant differences between polymorphism GST M1 frequency and the others were
detected.

We concluded that Mexican mestizo population have passed through many migratory flows and is
compounded by a varied mixture of ancestry genotypes, though Amerindian genetic contribution is
the most abundant. There is also an association between polymorphism GST M1*0 and African

haplotypes. Some isolated regions with different genetic histories may exist.



1. INTRODUCCION

1.1. Poblacién

La poblacion es un grupo completo de organismos de una especie que comparten habitat a un
tiempo y que se pueden entrecruzar; consecuentemente, es un amplio grupo del que podria
tomarse una muestra (Gardner et al., 2003). Algunos autores delimitan a las poblaciones por areas
geogréficas o por idioma; por eso, la definicion mencionada no es aplicable estrictamente a las
poblaciones humanas, dados los altos indices de migracion y entrecruzamiento que se registran.
Por esta razoén, resulta dificil hacer diferencias poblacionales estrictas; es decir, las poblaciones

humanas son entidades continuas mas que discretas.

Se ha observado una gran variacion genética entre los grupos humanaos, sin contar con la
existencia de variantes genéticas presentes en un solo grupo especifico. En funcién de esto se han
propuesto términos que diferencian cada poblacién de acuerdo al grado de variacion entre ellas.

Una de estas clasificaciones se propone a continuacion:

Una etnia menor se refiere a grupos localmente constituidos que se saben distintos a otros
(otras etnias menores), aunque éstos tengan muchos factores gendémicos, culturales y ambientales
en comun. El término “etnia mayor” describe el contraste entre grupos que comparten ancestria,
pero que han divergido en términos de cultura. El concepto “ancestria” define comparaciones de
grupos que son gendmicamente divergentes, pero que comparten similitudes culturales y
ambientales. Por ultimo, el término “raza” es usado para caracterizar comparaciones de grupos que
divergen en cualquier aspecto (Rebbeck et al., 2005). Segln esta clasificacion, una raza presenta

el grado mas alto de diferenciacion genética, mientras que una etnia menor presenta el mas bajo.

Hay mucha discusiébn en el uso de este tipo de términos para la identificacion de
poblaciones. Muchos argumentan que las “razas” en la especie humana no existen, debido a que
no hay suficiente divergencia para ser reconocidas taxonémicamente segin los estandares de
sistemética molecular (Keita et al., 2004). El término “raza” responde mas a cuestiones sociales
gue a aquéllas que reflejan diferencias genéticas. Pese a ello, se reconoce la importancia de
describir a las poblaciones en estudio; no solo para identificar grupos humanos con mayor
homogeneidad genética, sino para otros estudios como los de asociacién, como se explica mas

adelante.



1.2. Procesos evolutivos que actlian sobre una poblacion

Una poblacion natural es aquélla que es finita en nimero y que esta estructurada segun factores
geograficos, de manera que la mayor parte de los apareamientos suceden dentro de esa
poblacién. Esta expuesta a distintos procesos evolutivos que la hacen diferenciarse de otras y, que
deterniman la dindmica de su variacion genética. A continuacion, se explican dichos procesos

evolutivos:
a) Mutaciones

Una mutacién génica es una alteracién en la secuencia del ADN (sin importar si habran o no
efectos fenotipicos como consecuencia de la misma). Dicha mutacién tendra efectos evolutivos
sélo si es transmitida de generacién en generacion. Por ejemplo, si la tasa de mutacion por locus
fuera de 10®° (una en cada 100 mil gametos), la tasa de cambio en la frecuencia de una alelo
debido a una mutacién seria muy baja. Pareceria entonces que las mutaciones no tienen
importancia evolutiva; sin embargo, hay que considerar que el numero de genes funcionales en el
genoma humano es muy grande (30 mil genes). Esto implica que casi cada gameto tendria 0.3
mutaciones nuevas en su genoma (10 mutaciones por gen * 30 mil genes= 0.3 mutaciones por
genoma haploide en humanos). Ademas, si consideramos el numero de individuos que conforman
una poblacién, entonces, es claro que se producen millones de nuevas mutaciones cada

generacion.

Se deriva que aunque las mutaciones juegan un papel muy importante en la poblacion,
aunque no tengan efectos fenotipicos, generan variacion génica dentro de las poblaciones. La
posibilidad de que haya un cambio evolutivo depende del nimero de mutaciones diferentes que
generan un fenotipo particular; algunas veces es suficiente una Gnica mutacion. Los efectos de las
mutaciones van desde generar una ventaja en la adecuacion del organismo, no tener
consecuencias, hasta generar desventajas; por lo que se les considera adaptativas, neutrales o
deletéreas, respectivamente. Ademas, sus efectos en la adecuacion dependen del ambiente de la
poblacion y también de la constitucion genética existente. Asi, en presencia de cierta condicion
ambiental, algunas mutaciones aumentan la adecuacion del fenotipo; con otra condicion pueden

disminuir su adecuacion e, incluso, disminuir la adecuacién incondicionalmente.

Es importante aclarar que una adaptacion es consecuencia de una mutacion espontanea al
azar seguida de seleccion natural y no de una mutacién dirigida por el ambiente. Es decir, la
probabilidad de que ocurra una mutaciéon no esta influenciada por el hecho de que el organismo

esté en un ambiente en donde la mutacién seria ventajosa (Futuyma, 1998).



b) Seleccién natural

La seleccion natural es un proceso en una poblacién que altera la frecuencia génica sin que haya
un cambio en el material genético (mutacién) o su introduccién (inmigracién). Implica una diferencia
consistente en la adecuacion entre las entidades biol6gicas (individuos, especies o poblaciones)
fenotipicamente diferentes. Entendemos por “adecuacion”, a la tasa de incremento per capita; es
decir, el incremento en el nimero de descendientes debido a que el alelo seleccionado les confiere

tasas altas de supervivencia y reproduccion.

Que la seleccion opere solo en fenotipos que difieren en su adecuacién es importante,
porque un alelo puede ser reemplazado en una poblacién por deriva génica sin que la seleccion
natural haya operado sobre él. En este caso, no se considera que los genotipos sean diferentes en
su adecuacion. La diferencia de adecuaciones entre fenotipos no ocurre al azar, sino que es
producto de algunas diferencias caracteristicas entre ellos. Por lo tanto, la seleccién natural es la

diferencia en la tasa de incremento entre las entidades bioldgicas que no ocurre al azar.

Dentro de una poblacién, la seleccién natural se puede entender como una competencia
entre alelos, donde el ganador es aquél que confiere alguna caracteristica benéfica en los
organismos que portan uno de ellos. De lo anterior, cabe aclarar que los genes de un individuo
interactian de manera que los genotipos no son la suma neta de los efectos de sus genes. La
adecuacion de un heterocigoto, por ejemplo, no puede predecirse sélo del conocimiento de las
actividades de los genes individuales. Las frecuencias alélicas cambian como resultado de los

efectos fenotipicos de los genotipos (Futuyma, 1998).

c) Deriva génica

Las frecuencias alélicas de una poblacion pueden fluctuar al azar para tener diferentes
constituciones genéticas. A este proceso se le llama “deriva génica”. Conforme pasan las
generaciones, la poblacion se conforma por descendientes con menos copias de los genes
originales. Luego, y si no operan otros procesos evolutivos, la poblacion serd monomoérfica para un
alelo u otro; es decir, un alelo es fijado y el otro desaparece. Consecuentemente, la deriva génica
disminuye la variacién genética de la poblacion porque elimina a los homocigotos para el alelo no

fijado y después los heterocigotos.

La evolucién por deriva génica ocurre mas rapido en poblaciones pequefias; en cada una
puede fijarse un alelo diferente. La probabilidad de que un alelo se fije es igual a su frecuencia en
un tiempo dado. Asi, es mas probable que un alelo raro (con frecuencia cercana a cero) se pierda,

a que eso pase con un alelo comudn. La historia de cambios de frecuencia del alelo no afecta la



probabilidad de fijacién a un tiempo dado. Por otro lado, la magnitud de la deriva génica depende
del tamafio efectivo de la poblacién; conforme el tamafio de la poblacion es menor, mayor es la
deriva génica. Esto solo aplica cuando las poblaciones mantienen su tamafio constante, no se
superponen y tienen reproduccion al azar. De esta forma, un alelo mutante tendra mayor
probabilidad de ser fijado si el tamafio de la poblacién es pequefia y sucedera mas rapido que con

una poblacion grande.

d) Flujo génico

El movimiento de individuos entre grupos puede provocar intercambio genético; a esto se le
denomina “flujo génico”. Asimismo, puede haber un influjo de alelos que han alcanzado una
frecuencia alta en otras poblaciones y son llevadas por migrantes que se unen a las poblaciones
locales. Este evento suele generar mayor variacion génica que la provista por nuevas mutaciones,
pero cuando el flujo es alto y constante, las frecuencias entre los grupos en intercambio pueden
igualarse homogenizando las poblaciones. El intercambio de individuos puede darse a diferentes
tasas a lo largo de la poblacion total, de acuerdo a la probabilidad de movimiento que tengan los
individuos o a las superposiciones (overlaps) de las poblaciones, generando gradientes de
frecuencias en la poblacion total. Cabe sefialar que los inmigrantes que no se reproducen con la

nueva poblacién, no contribuyen al flujo génico.

Todos estos procesos evolutivos pueden actuar al mismo tiempo en una poblacién natural.
Las frecuencias finales que se obtienen son resultado de la suma de todos ellos. Por ejemplo, una
poblacion que esté evolucionando por deriva génica puede recibir, en algin momento, flujo génico
por parte de algunos inmigrantes que introduzcan nuevamente el alelo que se esta perdiendo. En
una poblacion evolucionando por deriva génica puede introducirse también un alelo nuevo que les
confiera mayor adecuacion y entonces la evolucién sera por seleccion natural. Todos los alelos
estan sujetos a deriva génica, pero sélo los que confieran mayor adecuacion estaran sujetos a
seleccion natural y tendrdn mayor probabilidad de ser fijados si, ademas, son favorecidos por la

seleccion natural.

1.3. Estratificacion de la poblacién

Una poblacién puede estar subdividida en pequefias unidades (subpoblaciones) debido a factores
geogréficos, ecoldgicos o de comportamiento. Sobre cada una de dichas subpoblaciones, ademas
de sobre la poblacién total, actlan los procesos evolutivos ya explicados. Asimismo, las
subpoblaciones pueden estar interconectadas dependiendo del grado de flujo génico entre ellas.

Cuando el flujo génico es alto, la variacion genética entre los grupos se homogeniza; cuando es



bajo, los grupos tienden a diferenciarse genéticamente por efecto de la deriva génica, la selecciéon

natural y las mutaciones.

Entonces, una subpoblacion es una subestructura de una poblacion que presenta
diferencias en variacibn genética entre las otras subestructuras como resultado de procesos
evolutivos. Las poblaciones naturales son entidades biolégicas que estan en continuo cambio vy, si
bien es posible identificar facilmente poblaciones que estan geogréfica, ecoldgica o socialmente
aisladas, la mayoria de las veces es dificil diferenciarlas debido a su cercania o superposicion. Lo
es todavia mas el identificar subpoblaciones, porque la variacion genética es muy baja entre ellas
—algunas veces de muy pocos alelos. No obstante, es posible diferenciarlas valiéndose de algunas
técnicas moleculares cuyo propdsito es identificar genotipos ancestrales, o sea, grupos
genotipicamente divergentes. Estos estudios han sido ampliamente usados para fines evolutivos y
antropologicos. Recientemente, se han utilizado también para fines epidemiologicos (Kaessmann
et al., 2002; loannidis et al., 2004).

De una poblacién total puede divergir una subpoblacidn que tendra variaciones genotipicas
con respecto a la poblacién ancestral; en otras palabras, presentara diferencias en las frecuencias
de algunos alelos, las cuales, pueden ser rastreadas. En caso de que los alelos tengan importancia
biolégica, se pueden identificar genotipos de interés presentes en ciertas subpoblaciones cuyas
frecuencias varien entre ellas.

Los estudios de asociacion nos permiten identificar grupos de susceptibilidad o de alto
riesgo; por ejemplo, con una incidencia alta de alguna enfermedad como el cancer. Si los
subgrupos no estan representados igualmente en el estudio, es decir, si el genotipo de riesgo esta
mayoritariamente expresado debido a un muestreo sesgado de individuos, la existencia de
subgrupos genéticos o subestructuras en una poblacion puede causar asociaciones falsas. Si estos
grupos son clasificados por su ancestria genética, el error causado por la estratificacion de la

poblacion se corrige.

Esto es, una poblacion estratificada esta compuesta de varias subpoblaciones con
frecuencias del alelo de interés diferentes (una con el alelo de riesgo altamente representado y otra
con frecuencias bajas). En caso de que el investigador no tome en cuenta la estratificacion
mencionada, podria muestrear mas individuos de la subpoblacion con frecuencias altas, por
ejemplo, y sobre-expresar el alelo de riesgo. Su conclusion seria que el padecimiento esta
asociado con ese alelo. No obstante, cuando se describe la estructura genética de la poblacién, se

pueden corregir estos falsos positivos en los estudios de asociacion.



Estos errores son muy comunes porgque se han usado categorias establecidas socialmente
como un indice de homogeneidad genética en la delimitacién de poblaciones. Para disminuir las
confusiones y aumentar la eficiencia de un estudio, conviene considerar los estimados de etnicidad

0 ancestria especificos de un genotipo dado.

1.4. Marcadores genéticos

Un marcador genético es un factor hereditario que puede usarse para caracterizar a las
poblaciones segun la variacion de su frecuencia en distintos grupos humanos (Lisker, 1981). El
marcador genético puede ser cualquier gen o fragmento génico que es identificable y caracteriza a
un individuo. Son usados para la deteccién temprana de patologias, mapeos génicos, estimaciones
de diversidad genética, investigaciones médico-legales, etc. En el estudio de poblaciones, dado
que no es posible caracterizarlas por los fenotipos de sus integrantes, es necesario analizar sus
genotipos para distinguir unas de otras. Para esto, son (tiles los marcadores genéticos. Entre ellos

se encuentran los polimorfismos genéticos y son ampliamente utilizados.

Un polimorfismo genético es la presencia de dos o mas variantes alélicas en una
poblacién, independientemente de sus efectos fenotipicos. Para ser considerados como
polimorfismos, las variantes alélicas raras deben tener una frecuencia mayor a 1% en la poblacién.
La presencia de un polimorfismo involucra la existencia de un alelo silvestre o ancestral y alelos
mutantes o recientes; cada uno posee mutaciones que alteran el producto génico de manera que la
funcion proteica también podria estar alterada. De esta forma, las variantes pueden incluir: 1)
cambios en la secuencia del ADN, pero no en la secuencia proteica, 2) cambios en la secuencia
proteica sin cambios funcionales, 3) cambios que crean proteinas con diferentes actividades, 4)
cambios que crean proteinas que no son funcionales, 5) deleciones que producen pérdida de la

sintesis de la proteina.

Los polimorfismos pueden ser detectados sin importar si afectan o no el fenotipo con
mapas de restriccion. Una secuencia génica tiene sitios de restriccidn (sitios de corte para enzimas
de restriccion) que pueden ser modificados por la presencia de mutaciones. Por ejemplo, un alelo
mutante puede tener fragmentos adicionales modificando asi el patrén de restriccion. Las
diferencias en los mapas de restriccion de diferentes genotipos son llamados polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphisms)
(Apéndice 1). Los polimorfismos causados por diferencias en una sola base nitrogenada son
denominados polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, Single Nucleotide Polymorphisms), y son

facilmente identificados por RFLP.



La combinacién particular de alelos o sitios de restriccion (o de cualquier otro marcador
genético) presentes en una regién especifica del genoma se llama haplotipo. Dejando de lado sus
efectos fenotipicos, dan idea de qué tanto difiere genéticamente una poblacién de otra. Se
considera que una variante alélica es mas antigua, si tiene el menor nimero de mutaciones con
respecto a la variante silvestre o ancestral. Consecuentemente, a mas variacién acumulada, mayor

tiempo de divergencia.

1.4.1. Marcadores Informativos de Ancestria (AIM)

“Un marcador informativo de ancestria (AIM, Ancestral Informative Marker) es un marcador
genético que presenta diferencias en sus frecuencias alélicas entre las poblaciones parentales de
230% vy, por tanto, son mas informativos en el estudio de poblaciones mezcladas que otros
marcadores elegidos al azar” (Bonilla et al., 2004). La genotipificacion de estos marcadores puede
dar un estimado de los antecedentes ancestrales de un individuo o un grupo y, por ende, permite la
deteccion de diferencias genéticas entre poblaciones. Por tanto, se les utiliza con frecuencia para
identificar y corregir la estratificacion de las poblaciones. Existe ya una gran cantidad de AIM para
diferentes grupos poblacionales; incluyen no s6lo marcadores sométicos, sino también marcadores

en cromosomas sexuales y en ADN mitocondrial (ADN mt).

1.4.2. ADNmt

Las mitocondrias tienen su propia molécula de ADN que es de doble cadena, pero a diferencia del
ADN nuclear, es circular y tiene 16.5 kilobases (kb); constituye menos del 1% del ADN total de la
célula. Cada tipo celular contiene multiples copias de ADN en sus mitocondrias; normalmente estan
distribuidos en grupos separados en el organulo y unidas a su membrana interna. Los 6vulos
contienen 100 000 mitocondrias aproximadamente con una molécula de ADN cada una, mientras
que los espermatozoides tienen de 50 a 75 mitocondrias. Esto significa que aldn cuando en la
fertilizacion la aportacion de mitocondrias fuera tanto paterna como materna, la paterna seria muy
pequefia. Se sabe que las mitocondrias estdn contenidas en la parte media del espermatozoide y
gue ésta si entra al 6vulo; de tal modo, se ha sugerido que debe existir un sistema para eliminar las
mitocondrias paternas del cigoto. Por lo tanto, la herencia mitocondrial es uniparental; es decir, las

mitocondrias so6lo son heredadas por via materna.

La velocidad de sustitucién de nucleétidos durante la evolucion es 10 veces mas rapida en
los genomas mitocondriales que en los nucleares; algunas de las razones para esta tasa tan alta
son: 1) alta concentracion de radicales libres debido a su funcién de fosforilacion oxidativa, 2) tasa
de recambio mas alta que lleva a més replicaciones por unidad de tiempo, 3) mayor permanencia

en forma de cadena sencilla durante su replicacion, que la hace mas vulnerable, 4) ausencia de



empagquetamientos con histonas y, 5) menor efectividad de los sistemas de reparacion en
mitocondria. EI nimero de productos génicos es bajo, por lo que la tasa de sustitucién puede ser
alta sin que se altere alguno de ellos. Gracias a que la velocidad de evolucion del ADNmt es alta,
las comparaciones entre las secuencias son muy Utiles para estimar fechas de sucesos evolutivos
relativamente recientes. Ademas, debido a que la herencia es uniparental, el tamafio efectivo de la
poblacion es bajo, lo cual, provoca un efecto de la deriva génica alto, asi como la generacién de
estructuras genéticas.

1.5. Divergencia de la poblacion humana

El humano (Homo sapiens) forma parte de la familia Hominidae, al igual que los grandes simios
(orangutanes, Pongo; gorilas, Gorilla; y chimpancés, Pan). Segun los registros fosiles, el primer
hominido de que se tiene conocimiento es el Australopithecus, que evolucion6 en Homo habilis
hace 2.4 a 1.6 millones de afios (ma); éste, a su vez, evolucion6 en Homo erectus
aproximadamente de 1.6 ma a 300 mil afios, hasta que finalmente se extinguié para dar paso al
Homo sapiens. Los fdsiles mas antiguos reconocidos como Homo sapiens datan de 300 mil a 400
mil afios; se les denomina Homo sapiens neanderthalensis. Los Homo sapiens modernos,
indistinguibles de los humanos actuales, aparecieron en Africa aproximadamente hace 200 mil a
170 mil afios. Su distribucion ocurrié al mismo tiempo que la de los H. neanderthalensis, hasta que

los segundos reemplazaron a los primeros.

Existen dos teorias para explicar el origen de las poblaciones humanas modernas (Fig. 1.1):

1) Hipétesis multirregional: propone que las poblaciones de H. sapiens antiguas en Africa,
Europa y Asia evolucionaron en H. sapiens modernos gracias al intenso flujo génico entre

ellas; es decir, la evolucién a H. sapiens ocurrié en varios lugares del Viejo Mundo.

2) Hipotesis de reemplazo: propone que luego de que el H. erectus marché de Africa a Asia y
Europa (primera expansion) y que evolucioné al H. sapiens antiguo. Una poblacién de H.
sapiens antigua africana evolucioné a H. sapiens moderno y se esparcid por todo el mundo

reemplazando a las poblaciones de H. sapiens antiguos (segunda expansion).
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Figura 1.1. Hip6tesis del origen de los humanos modernos. Fuente: Futuyma, 2001, fig. 26.8

Diversos trabajos apoyan estas hipotesis e incluso variantes de ellas; sin embargo, la mayoria de
los estudios presentan filogenias muy similares con la utilizacién de diferentes marcadores
genéticos como ADNmt, marcadores en el cromosoma Y, microsatélites y otros. Por lo que hay
consenso en que la hipotesis de reemplazo explica la historia méas eficientemente. A partir de ella,
los estudios sugieren que los humanos modernos se extendieron de Africa al sur de Asia, de ahi a
Australia y al norte de Asia, y luego a Europa (para entonces, el Homo sapiens neanderthalensis ya
habia desaparecido). Finalmente, los humanos modernos poblaron América a través del Estrecho

de Bering hace 14 mil a 21 mil afios (Fig. 1.2).



Figura 1.2. Posibles rutas de expansién de las poblaciones humanas modernas. Fuente: Futuyma, 2001, fig. 26.11.

1.6. Divergencia en el continente americano

Hay estudios que apoyan la idea de que las poblaciones fundadoras de nativos americanos
migraron del norte de Asia a América. Aunque existen diferencias en los patrones de migraciones y
las fechas, el consenso dice que sucedio a través del Estrecho de Bering hace 14 mil a 21 mil afios
aproximadamente. Al conjunto de fendmenos climéticos acaecidos en esos tiempos se le denomina
“Era del Hielo”; incluyeron periodos de glaciacion: el primero duré entre 65 mil y 35 mil afios; el
segundo, entre 30 mil y 13 mil afios. Durante el segundo periodo, Norteamérica estaba unida a
Asia por el Estrecho de Bering situado entre Siberia y Alaska, haciendo posible el paso de
humanos de Asia a América. La ruta que siguieron las primeras poblaciones es aln discutida, pero

en general, siguieron un curso continuo hasta Sudamérica (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Posibles rutas de migracién a América. Fuente: Jobling, 2004, fig.11.5

1.7. Haplotipos mitocondriales

A partir del analisis de ADNmt de individuos de todo el mundo, se han encontrado haplogrupos con
distribuciones geograficas bien definidas, a partir de los cuales es posible trazar filogenias que
respaldan las hipétesis de migracion de las poblaciones humanas antes mencionadas. La mayoria
de los ADNmt de la poblacién africana pertenecen a los haplogrupos L, mientras que los de la
poblacion no africana pertenecen a los haplogrupos M y N. EI M y sus subdivisiones se encuentran
principalmente en el sur y este de Asia, asi como en América; el N se encuentra en Europa y el
oeste de Asia. A partir de los nodos formados en las filogenias, es posible estimar fechas de

divergencia (Figs. 1.4 y 1.5).
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Figura 1.4. Distribucién geogréfica de los principales clados de ADNmt. Fuente: Jobling, 2004, fig. 9.16
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Figura 1.5. Filogenia del ADNmt. Fuente: Jobling, 2004, fig. 9.15

La poblacion del continente americano se caracteriza por la existencia de cuatro haplogrupos: A, B,
C y D; cada uno pertenece a diferentes poblaciones ancestrales que estuvieron aisladas por un
tiempo relativamente largo antes de entremezclarse. Estas poblaciones migraron
independientemente unas de otras y fueron divergiendo genéticamente en su paso. Ahora bien,
aunque algunos investigadores proponen que América fue poblada a partir de varias migraciones
correspondientes a cada haplogrupo, otros proponen un solo evento de migracién. Sea cual sea el
caso, el 95% de los ADNmt caen dentro de alguno de esos haplogrupos.
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Poblaciones de ciertas regiones del continente asiatico también presentan algunos de
estos haplogrupos: los haplogrupos A, C y D también estan presentes en Siberia y el este de Asia;
el haplogrupo B se encuentra desde China central hasta el sureste de Indonesia, Polinesia y
Micronesia. Dichos haplogrupos estan representados diferencialmente en cada regién del
continente americano (Fig.1.6a). Ademas, se identificé un quinto haplogrupo que esta presente en
frecuencias muy bajas (3%) sélo en Norteamérica y ademas esta presente en Europa, por lo que
pudo haber sido introducido por otro linaje poblador. Se han identificado polimorfismos
caracteristicos de cada haplogrupo, de manera que es posible identificar a qué haplogrupo
pertenece cada individuo (Fig.1.6b) (Jobling, 2004).
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Figura 1.6. a) Frecuencias de los principales haplogrupos de ADNmt en poblaciones americanas agrupadas de acuerdo al
lenguaje. b) Polimorfismos usados para identificar los 5 haplogrupos mitocondriales americanos. Fuente: Jobling, 2004, Fig.
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1.8. Poblacion mexicana

La poblacién mexicana se origina de una mezcla de genotipos. Hay dos eventos importantes que
han influido en la estructura de la poblacién mexicana: 1) Los nativos americanos se diversificaron
a partir de los cuatro principales haplotipos fundadores analizados a partir de ADNmt y; 2) la
mezcla entre nativos americanos y europeos, a partir de la Conquista en 1521. Sin embargo, a lo
largo de la historia la poblacion mexicana ha recibido flujo génico de individuos provenientes de
otras regiones y, aunque no es tan alto, es posible encontrar diferencias en las frecuencias génicas

a lo largo de las distintas poblaciones en el pais.

Por esto, la diferenciacién de las poblaciones humanas puede complicarse debido a que no
tienen reproduccion al azar, alin cuando tienen capacidad de reproducirse potencialmente. Los

criterios de categorizacion de las poblaciones se organizan seguln los siguientes parametros:

a) Proximidad geogréfica
b) Lenguaje comin

¢) Etnicidad compartida, cultura, religion

Ninguno de estos criterios clasifica a las poblaciones estableciendo limites estrictos entre
ellas; sin embargo, para fines de algunos estudios pueden ser suficientes. No obstante, no es el
caso de los estudios de estructuras poblacionales, ya que al evaluar una poblacion podrian

incluirse individuos que en realidad no forman parte de ella, ocasionando errores en el analisis.

Asi pues, segun el Instituto Nacional de Antropologia, un mexicano mestizo es una persona
gue nacié en el pais, tiene un apellido de ascendencia espafiola y tiene una familia de ancestros
mexicanos de tres generaciones atras. Sin embargo, varios estudios de marcadores genéticos han
demostrado que la poblacibn mexicana tiene una estructura génica definida, pero que varia en

cada region.

1.9. Marcadores nucleares

Los marcadores genéticos nucleares que voy a utilizar en este estudio corresponden a enzimas de
metabolismo de xenobidticos (cualquier compuesto quimico que es ajeno a un organismo Vivo).
Cuando éstos son incorporados al organismo y se distribuyen en él, algunos seran almacenados y
otros excretados. En cualquiera de ambos casos pueden ocurrir biotransformaciones, procesos por
los cuales se incrementa la polaridad del xenobiético para disminuir su difusibilidad y aumentar su

solubilidad en agua, siendo asi mas facilmente excretables.
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Estas reacciones pueden desactivar o bioactivar al xenobiotico, lo que produce un
metabolito mas téxico que el compuesto original y puede reaccionar con biomoléculas importantes
como el ADN. Cabe mencionar que se usa la misma maquinaria bioquimica con la que se
metabolizan los compuestos enddgenos con estructura quimica similar. La mayoria de las
bioactivaciones suceden durante la fase | del metabolismo de xenobidticos, aunque también puede

suceder en la fase Il.

Las enzimas de la fase | realizan reacciones de oxidacion que introducen grupos
funcionales en los xenobidticos de modo que los hagan reaccionar; en cualquier caso, estos
metabolitos se convierten en sustratos de las enzimas de la fase Il o son excretados. Las enzimas

de fase Il conjugan los metabolitos con glutatién, glucurénido o sulfato para facilitar su excrecién.

1.9.1. Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYP P450) son una superfamilia de enzimas (méas de 1000) presentes en los
genomas de casi todos los organismos desde procariontes hasta mamiferos (Anzenbacher et al.,
2001). Participan en el metabolismo de fase | de xenobi6ticos y estan involucrados en el
metabolismo enddégeno de esteroides. La familia CYP1A esta intimamente relacionada con la
desintoxicacion de xenobidticos carcindgenos. Dentro de ella, la subfamilia CYP1A1 es la principal
responsable de la activacion de la mayoria de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y las
aminas aromaticas heterociclicas (AAH) a especies mas reactivas. Su proteina, la aril hidrocarburo
hidroxilasa (AHH) cataliza la oxidacion de los sustratos. Su gen se localiza en el cromosoma 15y la
proteina se compone de 512 amino&cidos. Se han descrito varios polimorfismos que pueden
aumentar o disminuir la afinidad por el sustrato o la velocidad de reaccion. Tres de ellos podrian
tener relacion con susceptibilidad a padecer cancer (Fig. 1.7 y Tabla 1.1):

1) CYP 1Al *2A: es una transicibn T—C en posicién 6235 en la regiéon 3’ no codificante. Es
llamada también m1. Este cambio genera un sitio de restriccién para la enzima Mspl. El

polimorfismo aumenta la inducibilidad del gen.

2) CYP 1A1 *2C: consiste en la transiciéon de una A—G en posicién 4889 en el exén 7 cerca
del grupo hemo, lo que genera un cambio de lle—Val en el codon 462. También es
llamada m2. La sustitucion de esta base provoca la pérdida del sitio de restriccion para la

enzima BsrDl, e incrementa la actividad catalitica de la enzima.

3) CYP 1Al *4: es una transversion de una C—A en posicion 4887 en el exén 7, lo que

genera un cambio de Thr—Asn en el codén 461. También es llamada m4. Se utiliza la
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enzima Bsal para su identificacion, ya que al igual que el *2C, el polimorfismo provoca la

pérdida del sitio de restriccion y también incrementa la actividad catalitica de la enzima.

*4 *2C
C4887A A4889G *2A
Thr461Asn lle462Val T6235C

1 1000 2000 3000 4000 uSOOO 6000 l
/1 X

Exén 1 Ex6n2 Ex6n3 Exén4 Ex6n5 Ex6n6  Exon7

Figura 1.7. Mapa del gen CYP1Aly localizacién de los 3 polimorfsimos de interés. Fuente: traducida y modificada de Cascorbi, 1996, Fig. 1.

1.9.2. GST

Las glutatién S-transferasas (GST, Glutathion S-Transferases) son una superfamilia de genes de
enzimas de metabolismo de fase Il presentes en la mayoria de los organismos vivos. Para poder
ser excretados conjugan los metabolitos producidos por las enzimas de fase I, como las CYP 1A1,
con una molécula de glutation. Se han identificado ocho familias principales de genes: alfa, kapa,
mu, omega, teta, pi, sigma y zeta. Los siguientes son polimorfismos que son deleciones de los

genes de las GST vy, que se han asociado con el desarrollo de tumores (Tabla 1.1):

1) GST M: la familia mu consta de 5 genes situados in tandem en el cromosoma 1p13. Uno
de los polimorfismos identificados en la isoforma GST M1 de este gen es una delecion de
tamafio desconocido (GST M1*0).

2) GST T: la familia teta consta de dos clases de GST (GSTT1 y GSTT2) y esta en el
cromosoma 22qll. Se ha identificado una delecion del gen GST T1 de tamafio

desconocido (GST T1*0).

Cualquiera de las dos deleciones impide la expresion de la proteina funcional y, por tanto,

disminuye la capacidad de desintoxicacion del organismo.
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Tabla 1.1. Marcadores nucleares utilizados.

Marcador Polimorfismo Enzqna_c,ie Respuesta molecular Referencia
restriccion
*2C BSID | Aumenta actividad Hayashi et al., 1991a; Cascorbi
Sr
A4889G catalitica etal., 1996
*4 Aumenta actividad )
CYP1Al Bsa | . Cascorbi et al., 1996
C4887A catalitica
*2A Msp | Aumenta su Cascorbi et al., 1996 ;
sp . . .
T6235C inducibilidad Hayashi et al., 1991b
M1*0 Delecion Proteina no funcional Abdel-Rahman et al., 1996
GST Pemble, et al., 1994; Abdel-
T1*0 Delecién Proteina no funcional

Rahman et al., 1996

1.10. Marcadores mitocondriales

Cada uno de los polimorfismos que caracterizan cada haplogrupo mitocondrial es un AIM, por lo
gue su analisis nos da informaciéon confiable de la historia de mezcla de una poblaciéon. Cada
continente tiene polimorfismos comunes en su poblacién; en otros estudios ya se han descrito sus
frecuencias. Entre mayor sea la frecuencia, mas confiable sera la informaciéon que arrojen. A
continuacion, se describen los AIM utilizados en el presente trabajo (Tabla 1.2):

1.10.1. AIM de Europa

El polimorfismo europeo-especifico pertenece al haplotipo H; es la pérdida de un sitio de restriccion

para Alul en el nucledtido 7025 y tiene una frecuencia continental del 39%.

1.10.2. AIM de Asia

El polimorfismo asiatico-especifico pertenece al haplotipo M; es la generacién de un sitio de

restriccion para Ddel en el nucle6tido 10394, con una frecuencia continental de 57%.
1.10.3. AIM de Africa
El polimorfismo africano-especifico pertenece al haplotipo L; es la generacion de un sitio de

restriccion para Hpal en el nucléotido 3592 y tiene una frecuencia de 60 - 95% en poblaciones

africanas subsaharianas y esta presente en el 76% del total de los ADNmt africanos.
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1.10.4. AIMs de América

De los 4 haplogrupos principales descritos para los americanos nativos, los haplotipos A y B (Hap-

Ay Hap-B, respectivamente) son los mas representados en la poblacion americana.

1) Hap-A: para su identificacion se busca la generacion de un sitio de restriccion para Haelll
en el nucledtido 663 y tiene una frecuencia promedio de 44% en poblaciones americanas.
Mas especificamente, tiene una frecuencia de 25%, 57% y 18% en Norteamérica,

Centroamérica y Sudameérica, respectivamente (Salzano, 2002) (Fig.1.6).

2) Hap-B: para su identificacién se busca una delecion de 9 pb de los nucleétidos 8272 —
8281, con una frecuencia promedio de 22% en poblaciones americanas. Mas
especificamente, tiene una frecuencia de 37%, 29% y 31% en Norteamérica,

Centroamérica y Sudamérica, respectivamente (Salzano, 2002) (Fig.1.6).

Tabla 1.2. Marcadores mitocondriales utilizados.

Grupo Polimorfismo  Enzima de restriccion Frecuencia Referencia

continental %

Europa C7025T Alu | 39 Torroni, et al., 1995
Asia A10394G Dde | 57 Torroni, et al., 1995
Africa C3592T Hpa | 76 Torroni, et al., 1995

Ameérica A663G Hae Il 44 Bonilla, et al., 2006

8271-8272 Delecién 9 pb 22 Bonilla, et al., 2006

1.11. Estudios de mezcla y variacion étnica

Para entender la estructura genética de la poblacion mexicana se han hecho estudios utilizando
diversos marcadores genéticos en pequefias subpoblaciones y en algunos se han encontrado
diferencias en ancestria al analizarse estados especificos del pais (en Bonilla et al., 2005, se hace
una revision de algunos trabajos). A pesar de que utilizando diferentes marcadores autosémicos,
es posible encontrar diferencias de mezcla, la tendencia reportada siempre es la misma para las
poblaciones mestizas: mayor ancestria nativa americana, mediana ancestria europea y muy baja
ancestria africana. Sin embargo, en los estados de la costa este se incrementa la ancestria
africana por haber recibido migracion de individuos africanos, probablemente esclavos durante la
Colonia (Tabla 1.3). Es claro que conforme los grupos indigenas estdn més aislados, presentan
menor proporcion de mezcla no indigena, de tal forma que ya se han caracterizado poblaciones
que presentan niveles tan bajos de mezcla que son consideradas como poblaciones parentales.

Tal es el caso de la poblacién originaria de Tlapa, Guerrero, la cual, ha estado aislada
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geograficamente por largo tiempo y, consecuentemente, se ha comportado endogamicamente y

tenido poca mezcla (Bonilla et al., 2005).

Es posible encontrar variaciones aln en el analisis de un mismo estado del pais; esto
podria depender de las caracteristicas de muestreo. Se ha propuesto que factores como situacion
econdmica o regiones de vivienda, pueden ser determinantes en la generacion de subestructuras;
incluso, podrian muestrearse personas nacidas en otros estados. Los estudios suelen arrojar
resultados contrastantes debido a que el grado de migracion varia de region a region del pais,
segun la clase social y ocupacion de los habitantes en un determinado periodo de tiempo. Las
diferencias de ancestria entre regiones pueden ser explicadas segun contextos historicos que han

moldeado a las poblaciones a través del tiempo.

Pese a esto, algunos autores argumentan que las poblaciones mestizas mexicanas son
genéticamente homogéneas (Cerda-Flores et al., 2002) e, incluso, que lo son también las
poblaciones indigenas mexicanas (Buentello-Malo et al., 2003). Es decir, que no presentan
diferencias significativas en sus mezclas y que hay diferencias casi nulas en sus distancias

genéticas.

Tabla 1.3. Proporciones de mezcla en poblaciones mestizo mexicanas determinadas con marcadores autosémicos, grupos sanguineos y proteinas
séricas.

Estado Ciudad Ancestria Ances_tria nativo Ancestria africana Referencia
europea (%) americana (%) del este (%)
Yucatan Mérida 43.1 51.0 5.9 Lisker et al., 1996
Campeche El Carmen 28.4 43.2 28.4 Lisker y Babinsky, 1986
Tabasco Paraiso 30.9 47.4 21.7 Lisker y Babinsky, 1986
Oaxaca Oaxaca 30.6 68.1 2.4 Lisker et al., 1996
Veracruz Veracruz 35.0 39.4 25.6 Lisker y Babinsky, 1986
Veracruz Saladero 31.2 38.6 30.2 Lisker y Babinsky, 1986
Veracruz Tamiahua 28.8 30.7 40.5 Lisker y Babinsky, 1986
Puebla Puebla 33.0 56.3 10.7 Lisker et al., 1988
Guerrero Tlapa 4.2 94.5 13 Bonilla et al., 2005
Tlaxcala Tlaxcala 15.9 76.2 7.9 Crawford et al., 1974
México Cuanalan 20.8 61.1 18.1 Crawford et al., 1976
DF Cd. México 70.8 27.6 14 Tiburcio et al., 1978
DF Cd. México 40.9 56.2 2.9 Lisker et al., 1986
DF Cd. México 34.8 59.0 6.2 Lisker et al., 1995
DF Cd. México 50.1 49.0 0.9 Cerda-Flores et al., 2002b
Guanajuato Leén 40.4 51.1 8.5 Lisker et al., 1996
Jalisco Guadalajara 56.1 43.0 0.9 Cerda-Flores et al., 2002b
Nuevo Leén Monterrey 55.0 40.0 5.0 Cerda-Fores et al., 2002
Coahuila Saltillo 35.0 55.6 9.4 Lisker et al., 1996

Las diferencias en los porcentajes de ancestria que se obtienen al utilizar marcadores
mitocondriales y marcadores en cromosoma y se explican con base a su herencia uniparental; es

decir, describen la historia femenina o masculina, respectivamente.

La distribucion de los haplogrupos mitocondriales difiere tanto en el continente americano

como en el pais. En el caso de Centroamérica y México, la mayoria de los linajes maternos
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pertenecen a los haplogrupos mitocondriales nativos americanos A y B, mientras que los
haplogrupos C y D tienen muy bajas frecuencias (57%, 29%, 9.4%, 2.9%, respectivamente)
(Salzano, 2002) (Tabla 1.4). Esto ocurre tanto para poblaciones indigenas como para mestizos. Sin
embargo, hay variaciones en las frecuencias de los haplotipos comunes A y B en poblaciones de
diferente etnicidad (Bonilla et al., 2005). Por ejemplo, el Hap-A es mas comdn en los nahuas

(66.2%); por el contrario, en los mixtecas es mas frecuente el Hap-B (61.1%) (Tabla. 1.4).

Tabla 1.4. Diferencias en las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales americanos en diferentes etnias de México. Fuente: traducida de Bonilla, 2005,
tabla 3

Distribucién de haplogrupos de ADNmt en la poblacién de Tlapa, global o subdividida por etnicidad".

Haplogrupo Mixtecas Nahuas Tlapanecas Megt’ijzos Meétizos Etnicidad Etnicida_d Poblacion Ppblacién
G mezclada  desconocida  con MGD sin MGD
A 4(22.2) 45 (66.2) 5(35.7) 8(57.1) 5(35.7) 12 (57.1) 1 (100.0) 80 (53.3) 75 (55.1)
B 11 (61.1) 14 (20.6) 5 (35.7) 7 (50.0) 7 (50.0) 8(38.1) 50(33.3) 43 (31.6)
c 2(11.1) 3 (4.9) 3(21.4) 1(7.1) 1(7.1) 10 (6.7) 9 (6.6)
D 1(5.6) 4 (5.9) 5(3.3) 5(3.7)
AB 2 (2.9) 2 (1.3) 2 (1.5)
Otra 1(7.1) 1(7.1) 1(4.8) 3(2.0) 2 (1.5)
Desconocida’ 2 3 1 6 5
Total 18 70 14 17 15 21 1 156 141

" En paréntesis, porcentaje basado en el nimero total de haplogrupos.

2 Imposible de determinar el haplogrupo debido a problemas técnicos. No incluidos en el calculo de los porcentajes. MGD, mestizos
genéticamente definidos.

DP= definidos personalmente; DG= definidos genéticamente.

En cuanto a los marcadores nucleares, no sélo se han observado variaciones en las frecuencias
registradas entre paises, sino también en diferentes regiones de un mismo pais (Kawajiri et al.,
1999). Para el caso de México, los datos son escasos, pero se ha reportado que variaciones en las
frecuencias de diferentes estados no son significativas como para considerarlas subpoblaciones
(Pérez, 2006) (Tabla 1.5).

Tab3a 1.5. Variaciones en las frecuencias alélicas de los polimorfismos del CYP1A1 y GST en México. Fuente: Pérez, 2006, tabla 3.2

Polimorfismo M1*0 T1*0 lle Val Thr Asn No. individuos
Chiapas 0.25 0.25 0.31 0.69 0.75 0.25 8
DF 0.33 0.15 0.39 0.61 0.94 0.06 317
Edo. Mex 0.46 0.12 0.42 0.58 0.95 0.05 32
Guanajuato 0.11 0 0.5 0.5 0.94 0.06 9
Guerrero 0.28 0.07 0.43 0.57 0.89 0.11 14
Hidalgo 0.53 0.13 0.57 0.43 0.97 0.03 15
Michoacan 0.25 0.37 0.25 0.75 1 0 8
Morelos 0.38 0.07 0.54 0.46 1 0 13
Oaxaca 0.43 0.06 0.38 0.62 1 0 16
Puebla 0.5 0.05 0.5 0.5 0.95 0.05 20
Tlaxcala 0.14 0.28 0.36 0.64 1 0 7
Veracruz 0.3 0.04 0.41 0.59 0.96 0.04 23
Suma 3.96 1.59 5.06 6.94 11.35 0.65 262
Promedio 0.33348 0.12739 0.42167 0.5783  0.94583 0.05417 20.1666667
Desv STD 0.1345 0.1345 0.09389 0.0939 0.07012 0.07012 87.4828122

Varianza 0.01809 0.01809  0.00882  0.0088  0.00492 0.00492
* En el analisis sélo se incluyeron los estados en los que teniamos al menos 7 individuos.
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JUSTIFICACION

Se sabe que la poblacién mexicana presenta una mezcla genética proveniente de muchos grupos
étnicos; si bien los estudios son escasos, ya se ha comprobado variacién interétnica entre
habitantes de diferentes estados del pais; y es claro que nuestra estructura genética es muy
diferente a la de otros paises. Por lo que analizar las proporciones de contribuciéon de cada uno en
poblaciones mestizas es importante para conocer su grado de heterogeneidad, ademas de que nos
permitiria hacer inferencias de susceptibilidad si se comprobara asociacién de genotipos de riesgo

y haplotipos de ancestria especificos.

Algunos polimorfismos méas representados en poblaciones de ciertas regiones geograficas
han sido relacionados con ciertos padecimientos; no obstante, es necesario saber que la poblacién
estudiada es lo suficientemente homogénea como para reducir errores en los calculos de sus
frecuencias alélicas y sus asociaciones con los padecimientos. Por tanto, es necesario identificar y

corregir la estratificacion de las poblaciones en estudio.

El desarrollo de técnicas moleculares para la identificacion de genotipos ancestrales ha
sido crucial en la diferenciacion de las poblaciones; la inclusion de los estimados de etnicidad o
ancestria especificos de un genotipo dado que arrojan, ha permitido disminuir las confusiones y
aumentar la eficiencia de los estudios de asociacién. Existe ya una gran cantidad de marcadores
genéticos indicadores de ancestria para diferentes grupos poblacionales; incluyen no sélo
marcadores sométicos, sino también marcadores en cromosomas sexuales y en ADNmt (ADN

mitocondrial).
Este trabajo pretende contribuir al conocimiento de la estructura genética de una poblacion

mestiza mexicana asi como a la posible asociacion entre marcadores de ancestria y marcadores

de riesgo a desarrollar padecimientos como el cancer.
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OBJETIVOS

e Calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de cinco marcadores nucleares: CYP1Al
*2C, *4, *2A (cromosoma 15) y GST M1*0 (cromosoma 1p13) y T1*0 (cromosoma 22q11),
asi como de cinco marcadores mitocondriales informativos de ancestria amerindia,
asiatica, europea y africana, en una poblacién mestiza mexicana conformada por
habitantes del Distrito Federal y Area Metropolitana. Al mismo tiempo, determinar si existe

asociacion entre alguno de dichos marcadores nucleares y los mitocondriales.

e Estimar las contribuciones genéticas provenientes de cada continente, con base en las

frecuencias obtenidas de los marcadores mitocondriales en la poblacién estudiada.

e Averiguar si las distancias geograficas que separan las diferentes entidades federativas del

pais influyen en la diferenciacién genética de sus habitantes.

HIPOTESIS

e Dada la historia de la poblacién americana, la poblacién mestiza mexicana tendra una alta

contribucion de ancestria amerindia y asiatica, segin la herencia materna del ADNmt.

e Dadas la variacién interétnica tan marcada en las frecuencias alélicas de los polimorfismos
nucleares en diferentes paises, es muy probable que en nuestra poblaciéon se encuentre

asociacion entre alguno de los locus nucleares y los mitocondriales.
e Dado que las contribuciones genéticas varian a lo largo de los estados del pais, es

probable que los mas alejados entre si, tengan habitantes con diferencias genéticas mas

acentuadas.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Muestreo de individuos

Se reunieron 148 individuos habitantes del Distrito Federal (DF) y su Area Metropolitana. A
cada uno de ellos se les tom6 una muestra de 5 ml de sangre y se les pidi6 indicaran su lugar

de nacimiento, asi como el de sus padres y abuelos.

2.2. Purificacién de ADN

El ADN se purifico de sangre entera mediante el método de sales y perclorato de sodio (Daly et
al., 1996), y se utilizo para la genotipificacion de los 10 marcadores genéticos mencionados en

la introduccién a este documento (Apéndice I).

2.3. Genotipificacion

El conjunto de marcadores genéticos de ancestria, asi como los marcadores nucleares
elegidos para el andlisis de esta poblacion, fueron tomados de estudios anteriores (Tablas 1.1y
1.2). Se tipificaron aquellos marcadores genéticos de ancestria que tuvieran grandes

diferencias de frecuencia entre poblaciones.

Los polimorfismos del gen CYP1A1 que codifica para la enzima AHH y 4 marcadores
mitocondriales se caracterizaron usando la técnica de RFLP; la delecion de 9 pb (haplotipo

mitocondrial B) por PCR; mientras que las de GST mediante un PCR mudiltiple (Apéndice 1).

Para la amplificacion de los templados, se utilizé un termociclador Rapidcycler de Idaho
Technology; las condiciones de PCR se especifican después para cada marcador. Los analisis
de restriccion se realizaron siguiendo las indicaciones de los proveedores; informacién mas
detallada para cada marcador es descrita a continuacién. Para la identificacion de los
polimorfismos, se utilizaron geles convencionales de agarosa o acrilamida, los cuales, fueron
revelados por fluorescencia con bromuro de etidio y se utilizé6 el documentador de fotografias

Kodak Gel Logic 200 Imaging System para conservar los registros.
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2.3.1. Marcadores nucleares

2.3.1.1. CYP 1A1

Para determinar los polimorfismos del CYP1Al *2C y CYP1A1 *4, se realiz6 una amplificacion
con los oligonucleotidos M2F y M2R (Cascorbi et al., 1996). Ya que el mismo amplicon de 204
pb obtenido contiene ambos polimorfismos, se le us6 para realizar los RFLP en digestiones
individuales. Para determinar el primer polimorfismo, se utilizé la enzima de restriccion BsrDl y
se obtuvieron los siguientes resultados: 1) para el homécigo silvestre, dos fragmentos de 149
pb y 55 pb; 2) para el heterécigo, tres fragmentos de 204 pb, 149 pb y 55 pb; 3) para el
homécigo mutante, sélo un fragmento de 204 pb. Para determinar el segundo polimorfismo, se
utilizé la enzima de restriccion Bsal, obteniéndose: 1) para el homocigo silvestre, dos
fragmentos de 139 pb y 65 pb; 2) para el heterécigo, tres fragmentos de 204 pb, 139 pb y 65
pb; 3) para el homécigo mutante, Unicamente un fragmento de 204 pb (Tabla 2.1).

TABLA 2.1. a) Condiciones de PCR y restriccion para la tipificacion de CYP1A1 *2C y *4. b) Patron de bandeo obtenido en los RFLPs.
El mismo patr6n de bandeo aplica para ambos; el polimorfismo provoca la pérdida del sitio de restriccion. La primera cifra de peso de la banda
corresponde al *2C; la segunda cifra corresponde al *4.

CYP1A1 *2C *4
a) RIV15 CTG TCCCTC TGG TTACAG G 3 BsrDI Bsal
RIV2 5 TTC CAC CCG TTG CAG CAG GAT 3
94°C, 2, 1 ciclo Incubar a 65°C, 16 h; Incubar a 50°C, 2 h;
94°C, 15”; 63°C, 15"; 72°C, 30", 40 ciclos desactivar a 85°C, 20°  desactivar a 65°C, 20’
72°C, 2', 1 ciclo
Pendiente 9.9
b) - CYP 1A1*4y *2C ™
i E
-
— —
— — D e 204 pb
— — -— @ 149,139pb
£ 55, 65 pb
100 pb (-1-) (+1) (+1+)

Para determinar el polimorfismo CYP1Al *2A, se utilizaron los oligonuclettidos P80 y C47
(Cascorbi et al.,, 1996; Hayashi et al., 1991b, respectivamente). Para realizar el analisis de
restriccion, se utilizé la enzima Mspl. Aclarando que el amplicon es de 343pb, se obtuvieron: 1)
Para el homdcigo silvestre, Gnicamente un fragmento de 343pb; 2) para el heterdcigo, tres
fragmentos de 343pb, 204pb y 140pb; y 3) para el homdcigo mutante, dos fragmentos de
204pb y 140pb (Tabla 2.2).

24



TABLA 2.2. a) Condiciones de PCR y restriccion para el CYP 1A1 *2A. b) Patrén de bandeo obtenido en el RFLP. El polimorfismo genera el sitio de restriccion.

CYP1A1 *2A [ | o
) P80 5 TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 3 Mspl = CYP 1AL72A; Mspl -
C47 5 CAG TGA AGA GGT GTAGCC GCT 3 —
94°C, 2’, 1 ciclo Incubar a -
94°C, 30”; 63°C, 30"; 72°C, 30", 35 ciclos 37°C, 17 h; -
72°C, 5, 1 ciclo desactivar a —_— - L)
Pendiente 9.9 65°C, 25’ —_— 204 pb
-_—"— _| 140 pb
(Tm (Tr0) i
100 pb
b)
2.3.1.2. GSTs

Las isoformas GST M1 y GST T1 fueron genotipificadas en una misma reaccion de
amplificacion (PCR multiplex) utilizando oligonucleétidos para la GST M1y la GST T1, ademas
de oligonucledtidos para el CYP1A1 (Abdel-Rahman et al., 1996). Estos ultimos sirvieron como
control de amplificacion. Se obtuvieron las siguientes bandas: 1) Para la GST T1, una banda de
480 pb; 2) para el CYP1A1, una banda de 312 pb; 3) para la GST M1, una banda de 215 pb.
La ausencia de cualquiera de las bandas para las GST indica la presencia de una delecion
(Tabla 2.3).

TABLA 2.3. a) Condiciones de PCR para GST. b) Patrén de bandeo obtenidas en el gel. La banda superior corresponde a GST M1; la banda inferior
corresponde a GST T1.

GST multiplex
a) GST15 TTC CTT ACT GGT CCTCCATCT 3

GST2 5 TCA CCG GAT CATGGC CAGCA 3

b)
GSM1 5" GAA CTC CCT GAAAAG CTAAAGC 3 E—-
GSM25' GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G 3
M *0

GSTTYM

-
-

[

CYP15 GAACTG CCACTT CAGCTG TCT 3’
CYP25 CAG CTG CAT TTG GAAGTG CTC 3
94°C, 2’, 1 ciclo
94°C, 30"; 59°C, 30”; 72°C, 30", 40 ciclos
72°C, 2’, 1 ciclo 100 pb T+ M+ T*0

Pendiente 9.9

-
s|aes .,
-

- 215 pb

Los productos de PCR y digestiones para todos los marcadores nucleares fueron corridos en

geles de agarosa al 3% y revelados por fluorescencia con bromuro de etidio.
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2.3.2. Marcadores genéticos mitocondriales

2.3.2.1. Marcador mitocondrial europeo

Para el polimorfismo europeo, se amplific6 un fragmento de 551 pb utlizando los
oligonucledtidos EURfw y EURrv (Torroni et al., 1995); luego se le digirid con la enzima de
restriccion Alul. Debido a que el genoma mitocondrial es de cadena sencilla, sélo se obtienen
dos patrones: 1) para los portadores del polimorfismo se observan dos bandas de 158 y 30 pb;
2) para los no portadores, una banda de 188 pb. Ademas, se observan 3 bandas comunes de
149, 139y 75 pb (Tabla 2.4).

Las digestiones fueron corridas en geles de agarosa al 5% y reveladas por

fluorescencia con bromuro de etidio.

TABLA 2.4. a) Condiciones de PCR y restricciéon para el marcador europeo. b) Patrén de bandeo. (-) Corresponde a la ausencia del polimorfismo y

EUR 7025
a) Fw 5 AGA CCC CAT TCT ATA CCA AC__ AlUl EUR 7025 Alul

3

patron europeo; (+) corresponde a la presencia del polimorfismo y patrén no europeo. El polimorfismo iierde el sitio de restriccion.

Ty

Rv 5 CGT AGG TTT GGT CTA GG 3’

94°C, 2, 1 ciclo Incubar a 37°C, 17 h;
94°C, 15”; 52°C, 15"; 72°C, 30", 40 ciclos desactivar a 65°C,

72°C, 2", 1 ciclo 10 .
Pendiente 9.9

100 pb

188 pb

158 pb
149 pb
139 pb

75 pb

30 pb

2.3.2.2. Marcadores mitocondriales amerindios

Para evaluar la contribucion genética amerindia, se utilizaron dos marcadores genéticos: 1)
Una delecion de 9 pb compartida por asiaticos y amerindios; 2) un polimorfismo especifico del
continente americano (AME). La presencia de la delecion de 9 pb, fue determinada por medio
de una amplificacion utilizando los oligonucleétidos DELfw y DELrv (Bonilla et al., 2005). Si no
esta
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presente, se obtiene una banda de 121 pb; en caso contrario, se obtiene una banda de 112 pb
(Tabla 2.5).

Los productos de PCR fueron analizados mediante geles de acrilamida al 10% y

revelados por fluorescencia con bromuro de etidio.

TabLb 34 @) Conboorea da FUR pmilioddn pars e deecdn da 3 ph b)) Pl de Bardi . (+) Coisdperle @ L prel et da b

Sadusiin, () essaipands J 5y e i
DEL Sph k|

2 Fws BCAGTT TCATGE CCATCGTC T -
Rv §' ATG CTAAGT TAG CTT TAC AG 3 DEL 9pb
a4 -F. 1 oclo
94°C, 15" 52°C, 157, 72°C, 30", 40 ciclos
72°C, 7,1 deln
Pendienie 99
—T e R R

Para el polimorfismo amerindio, se amplificé un fragmento de 80 pb con los oligonucleétidos
AMEfw y AMErv (Bonilla et al., 2005); se le digiri6 con la enzima Haelll. Cuando el polimorfismo
esta presente, se obtienen dos bandas de 44 y 36 pb; en caso contrario, se obtiene una sola
banda de 80 pb (Tabla 2.6).

Las digestiones fueron analizadas mediante electroforesis en geles de acrilamida al

10% y reveladas por fluorescencia con bromuro de etidio.

2.3.2.3. Marcadores mitocondriales asiaticos

Para el polimorfismo asiatico se amplific6é un fragmento de 658 pb con los oligonucleétidos
ASIfw y ASIrv (Torroni et al., 1995); se le digiri6 con la enzima Ddel. Cuando el polimorfismo
esta presente se obtienen 4 bandas de 315, 175, 130 y 38 pb; en caso contrario, se obtienen

bandas de 315, 213 y 130 pb (Tabla 2.7).

Las digestiones fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa al 4%

seguido de fluorescencia con bromuro de etidio.
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Tabiis 26 of Cordiasst o FLF § 1600 coeln G o ol sl o Sarsc o b dha B ) Pulod nooe e, (=] skl § L el df palfssfamh
PR ) P . B pe ey gassu o il ek by

a) Fw I TR CAT CAL CCC ATA ARD AR T
A EG AT GET TEEATG TG AT

Hae i

88, T, 1 oo
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2.3.2.4. Marcador mitocondrial africano

Para el polimorfismo africano, se amplificé un fragmento de 609 pb con los oligonucleétidos AFRfw
y AFRrv (Torroni et al., 1995); se le digirié con la enzima Hpal. Si el polimorfismo esta presente se
obtienen 2 bandas de 486 y 123 pb; por el contrario, si esta ausente se obtiene una banda de 609
pb (Tabla 2.8).

Todas las digestiones se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 3%,

seguido de fluorescencia con bromuro de etidio.

TABLA 2.8. a) Condiciones de PCR y restriccion para el polimorfismo africano. b) Patrén de bandeo. (+) Corresponde a la presencia del polimorfismo; (-)
corresponde a su ausencia. El polimorfismo genera el sitio de restriccion.

AFR 3592 Hpal

a) Fw5 TTC AAATTC CTC CCT GTACG 3 Hpal AFR -3592 Hpal
Rv 5' GGC TAC TGC TCG CAG TG 3
L]

CLTHTEE

94°C, 2, 1 ciclo Incubar a 37°C, 17 h; |

94°C, 15”; 59°C, 15"; 72°C, 30", 40 ciclos No se requiere —

72°C, 2, 1 ciclo desactivar

Pendiente 9.9 — — 609 pb
— r— 486 pb
— el 123 pb

100 pb (-) (+)
b)
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3. RESULTADOS

3.1. Distribucion geogréafica de la muestra

De los de 148 habitantes del DF y su Area Metropolitana, los cuales donaron una muestra

sanguinea, 76 fueron mujeres y 72 hombres; sus edades fluctian entre los 17 y 52 afios de edad.

De los resultados arrojados por el andlisis destaca el hecho de que, no obstante, la
poblacion estudiada radica en la zona centro del pais, su historia genética no se limita a esta zona
geogréfica, sino que se amplia a muchos otros estados. Esto es observable si se rastrea el lugar
de procedencia de las madres y las abuelas maternas de cada individuo. La ampliacion aumenta
conforme se retrocede en el estudio de generaciones anteriores hasta cubrir casi la totalidad del
territorio (Fig. 3.1 y Tabla 3.1); aunque el DF y el Estado de México continlan siendo los mas

representados.

Algunos de los donadores no proveyeron datos completos sobre el lugar de nacimiento de
sus abuelas; sin embargo, ésta no es una razén que debilite la afirmacion hecha en el parrafo

anterior.

3.2. Marcador AFR2

Durante la genotipificacién del marcador mitocondrial europeo, se obtuvo otro patron de bandeo no
esperado en 3 de los individuos. Dicho patrén corresponde a un polimorfismo de ancestria
africana; es la pérdida de un sitio de restriccidn para la enzima Alul en el nucleétido 7055 (Torroni
et al.,, 1995) y tiene una frecuencia de 20.8% en ADNmt senegalense. Para distinguirlo del

marcador africano AFR, se le llamé AFR2 (Tabla 3.2).
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TABLA 3.1. Distribucién geogréfica de la muestra. Los estados estan ordenados conforme aumenta la distancia con respecto al DF.
Donador Madre Padre Abuela materna

Estado No. % Estado No. % Estado No. % Estado No. %
DF 124 83.78 DF 80 54.05 DF 76 51.35 DF 42 28.38
Edo Méx 14 9.46 Edo Méx 13 8.78 Edo Méx 12 8.11 Edo Méx 16 10.81
Puebla 4 2.70 Morelos 2 1.35 Tlaxcala 1 0.68 Morelos 1 0.68
Qro 1 0.68 Tlaxcala 1 0.68 Hidalgo 5 3.38 Tlaxcala 1 0.68
Jalisco 3 2.03 Hidalgo 6 4.05 Puebla 7 4.73 Hidalgo 7 4.73
Oaxaca 1 0.68 Puebla 8 5.41 Querétaro 2 1.35 Puebla 8 5.41
Guerrero 1 0.68 Jalisco 1 0.68 | SnL Potosi 1 0.68 Querétaro 1 0.68
Guanajuato 8 5.41 Jalisco 3 2.03 Jalisco 2 1.35
Michoacan 6 4.05 | Guanajuato 9 6.08 | Guanajuato 15 10.14
Oaxaca 6 4.05 Michoacan 6 4.05 Michoacan 9 6.08
Guerrero 2 1.35 Oaxaca 7 4.73 Oaxaca 7 4.73
Veracruz 5 3.38 Guerrero 5 3.38 Guerrero 3 2.03
Tabasco 2 1.35 Veracruz 5 3.38 Veracruz 6 4.05
Chiapas 2 1.35 Chiapas 1 0.68 Tabasco 2 1.35
Zacatecas 1 0.68 Coahuila 2 1.35 Chiapas 1 0.68
Sinaloa 1 0.68 Sinaloa 1 0.68 Yucatan 1 0.68
Durango 1 0.68 Durango 1 0.68 Zacatecas 1 0.68
B.Cal.Sur 1 0.68 Chihuahua 1 0.68 Coahuila 1 0.68
Guatemala 1 0.68 Sinaloa 1 0.68
Durango 1 0.68
Alemania 1 0.68
Sin dato 2 1.35 2 1.35 21 14.19
Total 148 100 148 100 148 100 148 100

Donador
Golfo
de
Meézxico
Océano
Pacifico
a)

Madre

Golfo
de
México

Océano
Pacifico

b)

Abuela
materna

Golfo
de
Meésxico

Océano
Pacifico

c)

Figura 3.1. Mapas de distribucién segin la procedencia de: a) donadores, b) madres de los donadores, c) abuelas maternas de los donadores. La
intensidad del color disminuye conforme se reduce el nimero de individuos nacidos en cada estado; es decir, el estado con tono méas fuerte es el mas

representado.
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TABLA 3.2. a) Condiciones de PCR y restriccion para el marcador africano AFR2. b) Patrén de bandeo. Se muestra el patrén europeo (E), no europeo (NE), y
el africano nuevo (AF). El polimorfismo pierde el sitio de restriccion.

AFR 7055 b)
Fw 5 AGA AT TCT ATACCAAC3 _ AlUl
a) Fw 5 AGA CCC CAT TC CCAAC3 u - AFR 7055 Alul
Rv 5 CGT AGG TTT GGT CTA GG 3’ ) P
» |
94°C, 2', 1 ciclo Incubar a 37°C, 17 h i
94°C, 15”; 52°C, 15"; 72°C, 30", 40 ciclos desactivar a 65°C, 10’ —

72°C, 2', 1 ciclo
Pendiente 9.9

S TiT
RN

— .. 188pb
— c— . __ 158pb
-— —&%— ~ 149pb
139 pb
-_—
-
LK ]
100 pb b - | 75pb
-—— 30 pb

(E) (NE) (AF)

3.3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores

El ADN se purificd de las 148 muestras y se tipificaron los 10 marcadores arriba mencionados.
Fueron calculadas las frecuencias genotipicas y alélicas de los marcadores utilizando las formulas

de la siguiente tabla:

Tabla 3.3. Férmulas para calcular las frecuencias genotipicas y alélicas observadas.

Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
AA = AA/N p= (2AA + Aa)/2N
Aa = Aa/N g= (Aa + 2aa)/2N
aa =aa/N

donde,

N= no. total de la muestra
AA= homacigo silvestre; Aa= heterdcigo; aa= homdécigo mutante

p= alelo silvestre; g= alelo mutante

Los polimorfismos nucleares con frecuencias mas altas fueron el GST M1*0, CYP 1A1*2A y CYP
1A1*2C; el polimorfismo GST T1*0 presentd una frecuencia baja; mientras que el polimorfismo
CYP 1A1*4 mostrdo una casi nula. De los polimorfismos mitocondriales, el que presentd la
frecuencia mas alta fue el AME, correspondiente al haplotipo amerindio. Los polimorfismos DEL y
ASI también presentaron frecuencias altas, el primero de ancestria asiatica-amerindia y el segundo

sélo asiatica (Tabla 3.4 y Fig. 3.3).
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Debido a que la técnica de deteccion de los polimorfismos de la GST no permite distinguir
heterocigotos de homocigotos para cualquiera de las dos deleciones, sélo es posible calcular las
frecuencias genotipicas de los homocigotos para cada delecion (M1*0 6 T1*0), asi como la suma
de las frecuencias de los individuos homocigotos silvestres y de los heterocigotos
(M1/M1+M1/M1*0 6 TL/T1+T1/T1*0). Las frecuencias alélicas observadas no se pueden calcular
porque solamente es posible distinguir entre individuos que portan o no la delecién; es decir, no
sabemos cuantos de los que la portan son heterocigotos y cuantos son homocigotos mutantes.
Consecuentemente, las frecuencias de las deleciones podrian subestimarse. Aun asi, se
calcularon las frecuencias alélicas esperadas para GST M1 y T1, con base en el nimero de
homécigos para la delecion encontrados para cada caso, asumiendo que la poblacién se encuentra
en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por otra parte, dada la condicién haploide del genoma

mitocondrial, la frecuencia alélica de sus marcadores es la misma que la frecuencia genotipica.

Tabla 3.4. Frecuencias de los marcadores genéticos. a) Polimorfismos nucleares; b) Polimorfismos mitocondriales; +, presencia del polimorfismo, -, ausencia
del polimorfismo. * Frecuencia alélica esperada.

. No. f GENOTIPICA f
MARCADORES GENETICOS GENOTIPO INDIVIDUOS OBSERVADA ALELICA
a) Polimorfismos nucleares
lle/lle 36 0.243
*2C lle 0.497
lle/Val 75 0.507
A4889 Val 0.503
Val/Val 37 0.250
Thr/Thr 135 0.912
*4 Thr 0.956
CYP 1A1 Thr/Asn 13 0.088
C4887 Asn 0.044
Asn/Asn 0 0
T/T 35 0.236
*2A T0.48
T/IC 72 0.486
T6235C C0.52
c/C 41 0.277
ML M1 + M1/M1*0 94 0.635 M1 0.40 *
M1*0 54 0.365 M1*0 0.60 *
GST
1 T1+ T1/T1*0 136 0.919 T10.72*
T1*0 12 0.081 T1*00.28 *
b) Polimorfismos mitocondriales
+ 3 0.02
EUR
- 145 0.97
+ 41 0.27
DEL
- 107 0.72
+ 67 0.45
AME
- 81 0.54
+ 36 0.24
ASI
- 112 0.75
+ 4 0.02
AFR
- 144 0.97
+ 3 0.02
AFR2
- 145 0.97

33



Frecuencia alélica
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0.4 1 ]
0.3 1 —
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M*0 2C 2A T*0 4

AME DEL ASI EUR AFR AFR2

Marcador

Figura 3.3. Frecuencias alélicas de los polimorfismos tipificados en la poblacién analizada. Para el caso de las GST se grafican las frecuencias alélicas
esperadas. En morado, los marcadores nucleares; en verde, los marcadores mitocondriales.

3.4. indice de Fijacion

Con el fin de comprobar que los marcadores nucleares estan en equilibrio de Hardy-Weinberg, se
calcul6 el indice de fijacion (F) que mide la desviacion de las frecuencias observadas con respecto
a las frecuencias de heterocigotos esperadas segun el equilibrio de Hardy-Weinberg. Cuando el
valor de F resulta positivo, se podria sospechar de una deficiencia de heterocigotos; mientras que
si es negativo, podria haber exceso de heterocigotos. Para verificar la significancia de los valores
se realiz6 una prueba de chi cuadrada (x°), considerando un 95% de confianza y 1 grado de
libertad (g.l.) (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. F6rmulas para calcular Fy x°. Fuente: Hedrick, 2000.

F=1- H/2pq x* calculada= F°N

H= no. heterdcigos observados x? establecido= 3.84, 95% confianza, 1 g.l.

Debido a que ninguno de los valores de x? calculados result6 mayor al x? establecido, ninguno de
los 3 polimorfismos nucleares del CYP1ALl tiene exceso o deficiencia de heterocigotos vy, por lo
tanto, estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3.6). El valor de F no se puede calcular para

los marcadores de GST, porque se desconoce el nimero real de heterocigotos.

Tabla 3.6. indices de fijacién para los polimorfismos del CYP1A1. P<0.05

Marcador F Valor de x

CYP *2C -0.014 0.029
CYP *2A 0.026 0.100
CYP *4 -0.046 0.313
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3.5. Diferencias de las frecuencias encontradas respecto a otras reportadas previamente

Con el fin de evaluar las discrepancias encontradas entre las frecuencias estimadas y las ya
reportadas, se realizd una prueba de chi cuadrada para bondad de ajuste de proporciones. Como
poblaciones de referencia se utilizaron las ya reportadas y calculadas a partir de individuos del DF
para los polimorfismos CYP1Al *2C, *4 y GST M1 y T1 (Pérez, 2006), asi como para el
polimorfismo CYP1A1 *2A (Fragoso et al., 2005). Se realiz6 una prueba para cada uno de los locus

nucleares.

En la tabla 3.7 se detallan las féormulas y calculos con una confianza de 95%, asi como el
valor de x* establecido de 3.84 correspondiente a 1 g.l. Si la sumatoria de los valores de x* de
todas las categorias para cada locus es menor o igual que el valor de x* establecido, sera
indicacion de que hay poca discrepancia entre los valores observados en este estudio y los
esperados de acuerdo a la proporcion reportada y, por lo tanto, no hay diferencias significativas

entre los estimados de la poblacion muestreada y la poblacidn de referencia.

La prueba resulto significativa para los polimorfismos CYP1A1*2C, *2A y GST T1, donde el
valor de x* calculado es mayor al x* establecido (7.07>3.84, 8.76>3.84 y, 5.51>3.84,
respectivamente). Las frecuencias obtenidas de los otros dos locus, CYP1A1*4 y GST M1, son

estadisticamente similares para ambas poblaciones (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Valores de x? calculados en la prueba de bondad. Las proporciones esperadas se tomaron de Pérez, 2006
y, Fragoso et.al., 2005. En negritas se resaltan los valores de x? calculados superiores al valor x? establecido. P<0.05

No. esperado

Proporcién No. observado en

Categoria reportada (P) este estudio (O) segunErzeLePrencia x* calculado
lle 0.39 73.5 57.72 4.31407484
Val 0.61 74.5 90.28 2.758179

5=7.07225384
Thr 0.94 1415 139.12 0.04071593
Asn 0.06 6.5 8.88 0.63788288
$=0.67859881
T 0.599 71 88.652 3.514789334
0.401 7 59.348 5.250271349
>=8.765060682
M1*0 0.33 54 48.84 0.545159705
M1 0.67 94 99.16 0.268511497
>=0.813671202
T1*0 0.15 12 22.2 4.686486486
T1 0.85 136 125.8 0.827027027

>=5.513513514
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3.6. Haplotipos mitocondriales y su interpretacion de ancestria

Con base en los seis marcadores mitocondriales tipificados, es posible clasificar a la poblacion
muestreada en 11 haplotipos mitocondriales. Se encontraron individuos que tienen solamente uno
de los polimorfismos, otros que no tienen ninguno y otros mas que tienen 2 6 3. No se encontrd
ningun individuo que tuviera solo el polimorfismo AFR, o bien, el AFR2. A cada una de las
combinaciones le es atribuible una ancestria especifica, de manera que su sumatoria evidencia las
contribuciones genéticas de cada continente. Fueron calculadas las frecuencias de cada uno de los
11 haplotipos, siendo los méas representados los que tienen ancestria amerindia y asiatica (Tabla
3.8).

Tabla 3.8. a) Férmula para calcular la frecuencia haplotipica. b) Haplotipos mitocondriales, sus frecuencias y su
ancestria atribuible.

a) Frecuencia haplotipica = no. individuos por haplotipo/N

b) Haplotipo No. de individuos f haplotipica Ancestria
Ame 58 0.392 Amerindia Hap-A
Del 33 0.223 Amerindia Hap-B
Asi 30 0.203 Asiatica
n.mt. 11 0.074 No mezcla
Del/ame 7 0.0473 Amerindia Hap-A/B
Asi/afr/afr2 3 0.0203 Africana
Eur 2 0.0135 Europea
Del/asi 1 0.0067 Asiatica
Eur/ame 1 0.0067 Probable amerindia
Ame/asi 1 0.0067 Probable asiatica
Asi/afrl 1 0.0067 Africana

Todos los marcadores mitocondriales estuvieron presentes en la poblacion analizada. Las
frecuencias de los polimorfismos en orden descendente son: AME>DEL>ASI>AFR>AFR2=EUR
(Tabla 3.4). Sin embargo, para interpretarlos hay que considerar cudl es la ancestria para la que
estos marcadores son informativos. A continuacion, se detalla qué marcadores fueron utilizados
para estimar la ancestria de la poblacion analizada (Tabla 3.8). Con base en esta informacion, es
posible hacer un estimado de ancestria para cada uno de los 11 haplotipos encontrados (Tabla
3.9):

1) Ancestria amerindia: como ya se menciond, todos los nativos americanos caen en uno de los 5
haplogrupos mitocondriales: Hap-A, B, C, D 6 X. Cada uno esta caracterizado por la presencia de
ciertos polimorfismos (Fig. 1.6.b), de tal forma que el polimorfismo AME es especifico del Hap-A,
mientras que el polimorfismo DEL caracteriza al Hap-B. Los otros tres haplogrupos (Hap-C, D y X)
tienen también polimorfismos especificos que los discriminan del resto; sin embargo, dado que en
la poblacion mexicana esos tres Ultimos no son abundantes, los estimados de ancestria no se
modifican si no se incluyen en el analisis. Por lo tanto, los polimorfismos AME y DEL reportan

ancestria amerindia.
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El haplotipo correspondiente al polimorfismo AME es el mas abundante (39.2%), seguido
del haplotipo correspondiente al polimorfismo DEL (22.3%); finalmente, los individuos con haplotipo
DEL/AME pueden considerarse también de ancestria amerindia (4.7%). Tomando en cuenta lo
explicado en el parrafo anterior, la ancestria amerindia en la poblacién analizada podria expresarse
como aproximada a la sumatoria de las frecuencias de los polimorfismos AME y DEL (especificos
de los Hap-A y B, respectivamente) mas la combinacion AME/DEL (correspondientes a individuos
con mezcla de Hap-A/B), arrojando un valor total de ~66.2% (3 [PametPpeLtPamene ]66.2, donde

P= proporcién).

2) Ancestria asiatica: el polimorfismo ASI esta presente en proporciones muy altas en la poblacion
asiatica, asi como en los Hap-C, D y X de la poblacion americana. No obstante, sélo se le utilizé
como reportero de ancestria asiatica debido a que, como ya se explicé, los haplogrupos amerindios
C, D y X estan casi ausentes en la poblacién mexicana. Sin embargo, no se debe olvidar que los
tres polimorfismos ya mencionados son compartidos tanto por la poblacion asiatica como por la
americana, dada la divergencia tan cercana de sus poblaciones, de tal forma que ocurren
combinaciones de éstos y se les puede incluir en cualquiera de las dos categorias. Para calcular la
contribucidn asiatica se consideré la proporcién del haplotipo correspondiente al polimorfismo ASI
(20.3%) y se le sumo6 la proporcidon con una combinacion de polimorfismos DEL/ASI; dando un

valor total para la ancestria asiatica de ~20.97% (3 [Pasi+Ppeuasi]=20.97, donde P= proporcién).

3) Ancestria europea: el polimorfismo EUR se utiliz6 como reportero de ancestria europea. La

proporcién ancestral europea en la poblacion analizada es de ~1.35% dada por el haplotipo EUR.

4) Ancestria africana: tanto el polimorfismo AFR como el AFR2 indican ancestria africana. El valor
total de ancestria africana es de ~2.7% dada por los haplotipos ASI/AFR/AFR2 y ASI/AFR.

5) No mezcla: se encontraron ademas 11 individuos que no tenian ninguno de los 6 marcadores
mitocondriales tipificados. Estos no han adquirido algin haplotipo especifico. Este es el caso del

~7.4% de la poblacién analizada.

6) El resto del porcentaje comprende a los individuos que tienen combinaciones de los marcadores
cuya ancestria no es clara y, aunque podrian sumarse a los valores dados arriba, su contribucion
no puede asegurarse si no se tipifican mas marcadores que los clasifiquen rigurosamente. Asi,
Unicamente se tomaron en cuenta los haplotipos que dan informacién clara de la ancestria en las
proporciones, aunque no varian los estimados dado que hay sélo dos de estos individuos. Por
ejemplo, el individuo de haplotipo AME/ASI podria pertenecer a alguno de los HAP poco comunes
en México; mientras que el individuo de haplotipo EUR/AME seguramente es también de ancestria
amerindia.
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Tabla 3.9. Porcentajes de los estimados de contribucién de ADNmt a la poblacién analizada. N.mt=ningan
marcador mitocondrial.

(%) de contribucién

. . - o
Ancestria Haplotipo f haplotipica (%) ala poblacion
AME 39.2
Amerindia DEL 22.3 66.23
AME/DEL 4.73
o ASI 20.3
Asiatica 20.97
DEL/ASI 0.67
No mezcla n.mt. 7.4 7.4
ASI/AFR/AFR2 2.03
Africana 2.7
ASI/AFR 0.67
Europea EUR 1.35 1.35
AME/ASI 0.67
Desconocida 1.34
EUR/AME 0.67

3.7. Asociacion de marcadores mitocondriales vs. nucleares

Para analizar si alguno de los polimorfismos nucleares esta sobrerrepresentado en alguno de los
haplotipos mitocondriales, se realizdé una prueba de asociacion de los 11 haplotipos mitocondriales
con cada uno de los locus nucleares. Asi, se calcularon las frecuencias genotipicas esperadas de
cada locus para los 11 haplotipos mitocondriales encontrados en la poblacién y, en consecuencia,
conocer el nimero de individuos esperados para cada haplotipo. Estas cifras se compararon con el
nuamero de individuos observados mediante una prueba de chi cuadrada. Las féormulas utilizadas
para el célculo de los valores de x* se mencionan en la tabla 3.10. Si la diferencia entre el nimero
de individuos observados y el nimero de individuos esperados para cada haplotipo, de acuerdo a
sus valores de X%, es estadisticamente significativa, se derivaria que dicho haplotipo esta asociado
con la presencia de un genotipo. Es decir, que los individuos de cierta ancestria con un haplotipo

especifico tienen probabilidades altas de ser portadores de un polimorfismo nuclear.

Tabla 3.10. Férmulas para calcular datos necesarios para la asociacion. Las frecuencias se calculan para cada
haplotipo mitocondrial y para cada locus nuclear.

f genotipica esperada= f haplotipica mitocondrial * f genotipica nuclear

No. de individuos esperados = f genotipica esperada * N

x?= (no. individuos observado — no. individuos esperados)® / no. individuos esperados

x? establecido= 2.7, 90% confianza, 1 g.l; o bien, 3.84, 95% confianza, 1 g.l.

La prueba de asociacion resulté positiva sélo para GST M1*0 con el haplotipo ASI/AFR/AFR2, con
un valor de x* calculado de 3.32 y un valor de x* establecido de 2.7 con una confianza del 90%
(Tabla 3.11). Dada la diferencia significativa, se puede decir que el linaje materno ASI/AFR/AFR2

de ancestria africana se encuentra preferencialmente asociado al genotipo nuclear GST M1*0. Los
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demas polimorfismos no tuvieron diferencias significativas y, por lo tanto, ninguna asociacién. Se
realizaron nuevamente los célculos de x* uniendo los dos haplotipos africanos ASI/AFR/AFR2 y
ASI/AFR; la asociacion se conserva y se hace mas significativa, arrojando un valor de x* calculado
de 4.42 y un valor de x* establecido de 3.84 con una confianza del 95% (Tabla 3.11).

Tabla 3.11. Valores obtenidos en la prueba de asociacién parala GST M1 y: a) haplotipo ASI/AFR/AFR2 (P<0.10) y; b)
ambos haplotipos africanos (P<0.05).

a) Genotipo f genotipica esperada No. esperado No. observado Valor x°
M1*0 0.007395909 1.094594595 3 3.316816817
M1 0.012874361 1.905405405 0 1.905405405

b) Genotipo f genotipica esperada No. esperado No. observado valor x°
M1*0 0.009861213 1.459459459 4 4.422422422
M1 0.017165814 2.540540541 0 2.540540541

Debido a que la prueba de x? establece que el nimero de individuos esperados por clase debe ser
mayor a 5, los resultados arrojados no pueden asegurar la asociacion. Se recomienda la prueba de
G para corregir tales errores; sin embargo, tampoco es aplicable en estos datos dado que para el
caso de GST M1 hay clases con ningun individuo.

3.8. Analisis de distancia nucleotidica vs. distancia geogréfica

Con el fin de averiguar si las distancias geograficas que separan las diferentes entidades
federativas del pais influyen en la diferenciacion genética entre sus habitantes, se realiz6 un
andlisis de las distancias geograficas y nucleotidicas entre los estados. La informacion utilizada se
bas6 en los lugares de procedencia de las abuelas maternas de los donadores. Para asegurar
mayor representatividad de estados, sélo se incluyeron datos de los estados con registro de 2 o
mas abuelas maternas nacidas en ellos. Las distancias geogréficas corresponden a la distancia en
kilbmetros entre la capital de un estado y otro; mientras que las distancias nucleotidicas se
calcularon con base en las frecuencias haplotipicas mitocondriales por estado (Tabla 3.12). Entre
mas grande sea el valor de la distancia nucleotidica, mas grande serda la variacion genética entre

las entidades federativas comparados. El valor cero significa que son iguales genéticamente.
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Tabla 3.12. Matrices de datos de a) distancias geogréaficas en km y, b) nucleotidicas de los estados de nacimiento de las abuelas
maternas de los donadores. Distancias geograficas tomadas de Guia Roji México, 2004.

a) Distancias geograficas (Km)

Oax 0

Gro 711 0

Mich 772 580 0

Jal 1012 820 302 0

Tab 609 1009 1070 1310 0

Ver 395 643 704 944 492 0

Pue 347 364 425 665 645 279 0

Hgo 534 373 397 615 832 466 187 0

EMex 536 344 236 476 834 468 189 161 0

DF 470 278 302 542 768 402 123 95 66 0

Gto 835 643 180 277 1133 767 488 392 349 365 0
Oax Gro Mich Jal Tab Ver Pue Hgo EMex DF Gto

b) Distancias nucleotidicas

Oax 0

Gro 0.367 0

Mich 0.436 0.086 0

Jal 0.367 0 0 0

Tab 0.367 0 0 0 0

Ver 0.413 0.117 0 0.403 0.403 0

Pue 0.137 0 0 0.145 0.145 0 0

Hgo 0.232 0 0 0 0 0 0.146 0

EMex 0.419 0.085 0 0.518 0.518 0.041 0.215 0502 0

DF 0.373 0.015 0 0.253 0.253 0 0.198 0.343 0

Gto 0.234 0 0 0.025 0.025 0 0.115 0.128 0 0 0
Oax Gro Mich Jal Tab Ver Pue Hgo EMex DF Gto

Con estos datos se realizé una prueba de Mantel para saber si existe correlacién entre ambas
matrices. El andlisis demostr6 que no existe correlacién entre las distancias geograficas y
nucleotidicas (r = 0.0379); sin embargo, es posible identificar al menos tres agrupaciones de los
estados. Los tres grupos estan conformados por los siguientes estados: 1) Sureste: Oaxaca,
Veracruz, Tabasco y Guerrero; 2) Centro: Puebla e Hidalgo; 3) Bajio: Michoacan, Jalisco y
Guanajuato (Fig. 3.6).

A partir de los tres grupos de estados identificados, fueron calculadas las frecuencias de
los polimorfismos nucleares de los individuos cuyas abuelas maternas pertenecen a alguno de los
grupos, con el fin de rastrear alguna posible tendencia de variacion. Las frecuencias son muy
similares para los tres grupos en todos los polimorfismos, a excepcion de la GST M1 para el grupo
del Sureste, que tiene los valores invertidos respecto a los otros dos grupos (Fig. 3.5). Por lo tanto,

los grupos del Centro y Bajio son mucho mas similares entre ellos.
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Figura 3.5. Gréfica de las frecuencias alélicas de los polimorfismos nucleares tipificados de los donadores de cada uno de los tres grupos de estados

identificados segun el lugar de procedencia de sus abuelas maternas.
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4. DISCUSION

4.1. Flujo génico alas poblaciones mestizas mexicanas

A pesar de que se intent6 delimitar lo mas posible la zona de muestreo para disminuir la variacion,
es claro que las fluctuaciones entre las frecuencias de la poblacién mexicana son producto de una
mezcla genética entre habitantes procedentes de muchos estados del pais. Esto refleja que ha
habido un gran flujo génico proveniente no sélo de los otros estados de la Republica, sino incluso
de otros paises. En este estudio, de los 148 individuos analizados, 4 dijeron tener abuelas
maternas extranjeras (2.7%), sin contar a los que tenian familiares extranjeros de lado paterno. Sin
duda, este fendbmeno es mucho mas marcado en el DF, puesto que por ser la capital del pais,
constituye una zona de convergencia para habitantes procedentes de todo el pais y del mundo. Por
lo tanto, recibe migrantes de origen étnico diverso. Por ejemplo, en una sola delegacién del DF, es
posible encontrar tanto mexicanos nacidos en el interior de la Republica (mestizos e indigenas)

como extranjeros.

Lo anterior podria sugerir que la poblacién mestiza mexicana analizada en este estudio es
homogénea dada la contribucion genética proveniente de diversas regiones del pais, como se
evidencia en los mapas de la Figura 3.1 y la Tabla 3.1. El registro de la historia genética de la
poblacion estudiada cubre casi la totalidad del territorio nacional rebasando los lugares de
nacimiento, incluso cuando tan sélo se cuenta con informacién de dos generaciones anteriores.
Con todo, debe considerarse que el influjo de individuos procedente de otros estados no es en
todos los casos alto y constante; es decir, la tasa de intercambio de individuos es variable segun la
region y el tiempo. Este hecho rebate la afirmaciéon de que la poblacién puede ser homogénea.
Ademas, es muy probable la existencia de variaciones interestatales, sin contar que la intensidad

del flujo génico podria ser diferente para cada regién del DF.

A pesar de que el flujo génico producido, sea alto o bajo, actia como factor
homogeneizante, el ocurrido en el DF, puede no ser suficiente para eliminar posibles
subpoblaciones existentes. Mas aun, el producido por individuos provenientes de otros paises, que
claramente tienen haplotipos diferentes a los nuestros, puede no sélo alterar las frecuencias
alélicas, sino introducir nuevas variantes. Asi, no Unicamente la poblacién mexicana en general es
heterogénea, sino también lo podrian ser poblaciones mestizas mas localizadas, como la poblacion
del DF.

Por poblacion homogénea se entiende aquélla cuyas frecuencias alélicas son similares a lo

largo de ésta; consecuentemente, no presenta subpoblaciones. Para el caso mexicano, existen
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estudios donde se demuestra que diferentes poblaciones indigenas son homogéneas
genéticamente (Cerda-Flores et al., 2002) y otros donde se prueba lo mismo para poblaciones
mestizas de diferentes estados del pais (Buentello-Malo et.al., 2003; Bonilla et.al., 2006). Esto
significa que los individuos que las conforman, si bien tienen diferencias genéticas, éstas no son
tan considerables como para distinguir subgrupos dentro de ellas. Ahora bien, que dos poblaciones
sean homogéneas no significa que sean iguales; es decir, no presentan necesariamente las

mismas frecuencias alélicas entre ellas.

Por ejemplo, dos poblaciones indigenas pueden ser homogéneas (sin subestructuras),
pero no necesariamente iguales (pueden presentar variacion interétnica en sus frecuencias
alélicas). Si estas mismas no tuvieran diferencias significativas en sus frecuencias alélicas, podrian
tomarse individuos de ambas poblaciones como muestra, sin que la representatividad de la
poblacién global se vea alterada. Si estudiaramos la poblacion total del pais como una sola,
entonces, podriamos decir que es heterogénea dado que algunas regiones del pais presentan
variaciones interétnicas significativas y que es posible identificar subpoblaciones bien delimitadas,
principalmente, aquéllas que estan aisladas geograficamente y compuestas por individuos

primordialmente indigenas.

Por otra parte, en los estudios de genética de poblaciones no es posible hacer
generalizaciones, asi que los resultados arrojados en un estudio solo son validos para la poblacion
analizada. No sélo no se puede afirmar que la poblacion mestiza mexicana es homogénea en
general; hasta no realizar muestreos representativos de los habitantes del estado completo, se
podra decir que la poblacién mestiza de una sola entidad federativa lo es. Debido a que son pocos
los estudios que se han hecho respecto a la poblacion mexicana, se han utilizado los pardmetros
de otras poblaciones para hacer inferencias de la nuestra. Por esta razén, la caracterizacién
genética de nuestra poblacion es de gran importancia para conocer cual ha sido su historia y
filogenia, asi como para analizar su estratificacion, lo cual permitira hacer comparaciones con otras

poblaciones y disminuir errores en estudios de asociacion.

4.2. Marcadores nucleares y su variacion interétnica

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos CYP1A1*4 y GST M1*0 analizados en esta poblacion
no presentan diferencias significativas a las ya reportadas en estudios anteriores hechos para el
DF (Pérez, 2006). Sin embargo, la frecuencia de los polimorfismos CYP1A1*2C y GST T1*0
disminuye ligeramente en la poblacion analizada, mientras que la del polimorfismo CYP1A1*2A
aumenta (Tabla 3.7). Dado que los estudios sobre la poblacion mexicana son escasos, estas

variaciones pueden deberse a que no se han realizado estudios cuyos muestreos limiten regiones
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especificas de las poblaciones mestizas y que permitan descartar la existencia de subestructuras
en el DF, las cuales, podrian ser la causa de las fluctuaciones en las frecuencias de los diferentes

estudios. Asi, es probable que la poblacion mestiza del DF no sea totalmente homogénea.

Ahora bien, ya se han demostrado variaciones interétnicas en las frecuencias de algunos
de estos polimorfismos entre mestizos y poblaciones indigenas mexicanas (Fragoso et al., 2005).
Estas podrian ser suficientes como para proponerlas como subpoblaciones. Pérez propone que las
diferencias interestatales de los polimorfismos GST M1, T1 y CYP1Al *2C y *4 son muy bajas, por
lo que podria considerarse a las poblaciones mestizas mexicanas similares genéticamente (2006).
Sin embargo, para comprobar la hipétesis de este autor seria necesario realizar mas estudios, ya
que los tamafios de muestra utilizados para los estados (excepto para el DF) son estadisticamente

insuficientes.

Ademas, hay reportes donde se encuentran diferencias entre las contribuciones genéticas
de las poblaciones fundadoras ancestrales para los diferentes estados del pais (Bonilla et al.,
2005). Segun estos resultados, se esperarian variaciones en las frecuencias alélicas de algunos
genes. Los estudios de varianza de estos polimorfismos nucleares en diferentes paises son mucho
méas abundantes y quedan claras las diferencias entre sus frecuencias alélicas.! Asi, se esperaria
gue regiones del pais —e incluso de estados especificos— con alto flujo génico de una poblacién A,
tengan frecuencias similares a ésta, siempre que otros procesos evolutivos actllen en menor

medida sobre ella.

Por otra parte, los indices de fijacion calculados para los polimorfismos analizados del
CYP1AL, no reflejaron exceso ni deficiencia de heterdcigos, por lo que podemos concluir que los
tres estan en equilibrio de Hardy-Weinberg y, posiblemente, las frecuencias alélicas se han
mantenido sin cambios. El equilibrio de Hardy-Weinberg establece que en una poblacion, las
frecuencias alélicas de un gen son iguales a las de la generacién anterior debido a que no estan
sujetas a la evolucién, lo cual, significa que las frecuencias de los marcadores utilizados pueden
mantenerse constantes si ninguno de los procesos evolutivos antes mencionados comienzan a
moldearlas. Sin embargo, es importante recalcar que para que sea observada alguna desviacion
pequefia (con un indice de fijacion pequefio) en el equilibrio de Hardy-Weinberg, se necesitaria un
tamafio de muestra muy alto. Ademas, algunos procesos como la deriva génica y las mutaciones,
no provocan desviaciones significativas; y otras, como el flujo génico y el apareamiento al azar,

aunque estén presentes pueden no cambiar las frecuencias genotipicas (Hedrick, 2000). Para el

! Garte et.al., (2001) hacen una revisién de varios estudios de diferentes paises y combinan los calculos de sus frecuencias
dando por un lado, un valor para las poblaciones asiatica, europea y africana y, por otro, un valor mas especifico a
poblaciones de algunos paises. En este metaandlisis queda clara la variacién interétnica para algunos polimorfismos y sus
combinaciones.
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caso de los polimorfismos de la GST no se calcularon indices de fijacién, ya que no es posible

discriminar a los heterdcigos por el método utilizado.

4.3. Marcadores mitocondriales y sus estimados de ancestria

En la tabla 3.9 se puede observar que los estimados de ancestria obtenidos a partir de las
frecuencias alélicas de los marcadores mitocondriales tipificados, reportan que la poblacién
mestiza mexicana en estudio presenta en orden descendente contribucion genética amerindia,

asiatica, no mezcla, africana y, europea.

Este estimado demuestra que la poblacidbn mestiza mexicana analizada conserva mucha
de la contribucién genética de linaje materno proveniente de las poblaciones de los ancestros
indigenas, aln cuando ha estado sujeta a altos y diversos flujos génicos procedentes de muchas
regiones del planeta. Es muy posible que estos estimados se conserven en los estados cercanos al
lugar de muestreo; sin embargo, podrian cambiar en estados del norte o costeros que han tenido —
y aln estan sujetos a— diferentes patrones de inmigracién. Los reportes son contradictorios puesto
que algunos autores reportan que las poblaciones mestizas de diferentes estados del pais
presentan los mismos porcentajes de ancestria (Cerda-Flores et al., 2002), mientras que otros
reportan lo contrario. Bonilla et al., (2005) hacen una revisidon de varios de esos trabajos (Tabla
1.3). Estas diferencias pueden estar basadas en el uso de diferentes marcadores genéticos para el

analisis.

Por otra parte, los resultados indican que el Hap-A amerindio es el mas frecuente en la
poblacibn mestiza analizada. Esto concuerda con otros estudios, donde el Hap-A es el méas
abundante, seguido del Hap-B; mientras que las proporciones de los Hap-C y D son casi nulas.
También se registran algunos individuos con la combinacion Hap-A/B. En este trabajo, también se
reporta que las comunidades indigenas nahuas se caracterizan por portar principalmente el Hap-A,

mientras que las mixtecas portan principalmente el Hap-B (Bonilla et al., 2005).

En orden de abundancia, sigue el estimado de ancestria asiatica (como era de esperarse);
dada la historia del continente americano donde las poblaciones fundadoras eran de origen asiatico
y pasaron a través del Estrecho de Bering hace unos 14 a 21 mil afios, desplazandose hacia el sur
del continente. Si bien la poblacién mexicana adquirié6 una proporcién considerable de contribucién
europea a partir de la conquista espafiola, la mayoria de los inmigrantes eran hombres; de modo
que los marcadores mitocondriales utilizados no la detectan porque sélo rastrean la rama materna
dada su herencia uniparental. Otros estudios que utilizan marcadores autosomicos han reportado

gue los porcentajes de contribucién espafiola y amerindia son casi iguales en el DF y muy similares
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en otras poblaciones mestizas de Nuevo Ledn y Jalisco (Cerda-Flores et al., 2002); resultados
similares son arrojados por otros mas (Bonilla et al., 2005) (Tabla 1.3). El pais sigue recibiendo
migrantes no so6lo de Espafia sino de toda Europa, de manera que su contribuciéon genética no es
despreciable.

Aln cuando es baja, la proporcion de ancestria africana refleja la inmigracion de individuos
africanos durante la época de la Colonia que, en el caso de México, ocurrid principalmente por
zonas costeras del Golfo de México, asi como por zonas del Pacifico cerca de Acapulco, ademas
de aquellos que llegaron huyendo de plantaciones cercanas de los estados vecinos. Los
principales paises de exportacion al continente americano fueron Marruecos, Costa de Oro y
Senegal. En la actualidad el pais recibe poca inmigracion africana, a diferencia de Estados Unidos,
paises de Sudamérica y Antillas, cuyas poblaciones presentan mayor proporcion de mezcla

africana.

El polimorfismo AFR2 encontrado ademas de los 5 que de inicio se buscaban, refleja que
la poblacidbn mestiza mexicana es una gran mezcla de genotipos, y que algunos individuos tienen
bien marcada la ancestria que aln conservan de otros continentes. Tal es el caso de los individuos
con este polimorfismo que es muy especifico del continente africano, y del cual no se reportan sus
frecuencias, por no ser abundante (salvo en poblaciones como la cubana, con clara inmigracion
africana) (Torroni et al., 1995). La existencia de 11 haplotipos en una poblacion de 148 individuos
apoya también la idea de que la poblacibn mestiza mexicana es muy variada genéticamente,
tomando en cuenta que so6lo se utilizaron 1 6 2 marcadores genéticos por continente y, que si bien
proporcionan bastante informacién, no todos los individuos del continente para el que son
especificos lo portan. Por lo tanto, arrastran de por si un error en la estimacion de la ancestria, lo

cual puede ser corregido si se incluyen mas marcadores.

Ademads, la utilizacion de marcadores mitocondriales Unicamente nos da informacion sobre
la rama materna, que en el caso de la contribucién genética europea a la poblacién mexicana,
podria subestimarse. En la actualidad, la magnitud del flujo génico en la poblacibn mexicana es
similar tanto para mujeres como para hombres ya que: 1) los indices de migracién interestatal son
similares para mujeres y hombres, aunque podrian considerarse de tipo patrilocal puesto que el
porcentaje de mujeres migrantes es ligeramente mayor (las mujeres son las que migran para
establecerse en el lugar de origen del hombre al casarse); 2) los porcentajes de mujeres y hombres
extranjeros inmigrantes en México también son muy similares. Sin embargo, el porcentaje de
mujeres mexicanas que emigran a otros paises es muy baja en comparacién con el de hombres;
por lo que, el ADNmt refleja con mucha fidelidad la historia de migracién en las poblaciones
mexicanas (Estadisticas del INEGI sobre porcentajes de poblacion inmigrante por sexo de 1950 a
2000: poblacién nacida en otro pais residente en México por entidad federativa segln sexo;

poblacion emigrante a Estados Unidos de América por entidad federativa segiin sexo, 2000).
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Por ello, los marcadores utilizados fueron muy informativos sobe la contribuciéon genética
que los distintos continentes han tenido en la poblacion mexicana, al menos para la poblacién
mestiza mexicana analizada; y si bien, podrian incluirse otros marcadores para aumentar la
confianza en los valores estimados, los individuos de haplotipos de ancestria dudosa son sélo dos,
de manera que los 6 marcadores utilizados resultaron muy informativos y suficientes para el
andlisis de esta poblacion. Mas aun, podrian ser utilizados en otras poblaciones mestizas

mexicanas con la certeza de que se obtendran datos confiables.

Lo anterior es apoyado por el hecho de que los estimados de ancestria arrojados por los
seis marcadores mitocondriales usados en este estudio son similares a las ya reportadas utilizando
marcadores autosémicos, grupos sanguineos y marcadores proteicos (Bonilla et al., 2005; Cerda-
Flores et al.,, 2002) (Tabla 1.3), considerando la variacién de por si producida por el patron de
herencia del tipo de marcador usado. La similitud de las proporciones de mezcla génica reportadas
en estudios anteriores con las del presente, permite validar la fidelidad de los marcadores
mitocondriales utilizados. Sin embargo, es importante recalcar que los patrones de mezcla génica
pueden cambiar segun el marcador usado de acuerdo a sus patrones de herencia; por ejemplo, si
en la misma poblacién en estudio, se utilizaran marcadores en cromosoma Y, entonces se
esperaria un decremento en la proporcidon de ancestria asiatica y amerindia, y un aumento en la
europea. Los valores de las proporciones utilizando marcadores autosdémicos caerian entre los

estimados mitocondriales y los de cromosoma Y.

Pese a esto, es necesario subrayar que el ADNmt es muy Util para explorar en el pasado
humano, puesto que aln en periodos cortos de tiempo, como el transcurrido de la conquista
espafiola a nuestros dias, es posible estudiar la diversidad en la poblacién y estimar fechas de
sucesos evolutivos relativamente recientes debido a la tasa tan alta de mutacion del ADNmt
comparada con la del ADN nuclear (3.4 x 107 y 2.5 x 10® por generacién de 20 afios,
respectivamente). Consecuentemente, también se puede estimar su alta velocidad evolutiva
(Jobling, 2004). Adicionalmente, el ADNmt tiene un menor ndmero efectivo de la poblacion (en un
entrecruzamiento, asi como se tienen 4 copias de cada autosoma, se tienen dos de ADNmt; sin
embargo so6lo se hereda uno, de modo que el tamafio efectivo del ADNmt es ¥ del de los
autosomas), asi que es mas sensible en la identificacion de estructuras poblacionales y nos
permite discriminar entre los eventos en los que estuvieron o no involucradas especificamente las
mujeres. Su manipulaciéon no representa ningln problema en la realizacién de los analisis; puesto
que es igual de estable que el ADN gendmico, no requiere técnicas especiales y dado que el

numero de copias de ADNmt por célula es alto, facilita el analisis de muestras escasas o antiguas.
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4.4, Asociacién GST M1*0 — haplotipos africanos

Dadas las variaciones étnicas en las frecuencias alélicas de los marcadores nucleares analizados
para algunas poblaciones, se pensé que las frecuencias altas reportadas de algunos de ellos en
poblaciones especificas podrian estar relacionadas con su ancestria, lo cual es importante ya que
significaria que individuos con cierta ancestria podrian ser portadores de uno o mas de los
polimorfismos nucleares. De encontrarse una asociacion alta, el locus nuclear podria utilizarse
como un marcador de ancestria. De mayor trascendencia es el hecho de que si el locus es de
importancia médica, pueden identificarse zonas de riesgo. Tal es el caso de los polimorfismos
nucleares utilizados en este estudio, que se han relacionado directamente con la susceptibilidad a
desarrollar cancer de pulmén por estar implicados en la desintoxicacion del organismo de

xenobidticos tales como los HAP, presentes en el humo del tabaco y en el aire urbano.

Los andlisis de asociacion se realizan con el fin de buscar alelos especificos en diferentes
locus que aparecen juntos mas de lo que podrian aparecer por azar. El presente analisis se realizé
con base en lo anterior. Se trata de asociar un haplotipo mitocondrial con otro locus nuclear para
probar que la alta probabilidad de aparecer juntos no se da al azar. Una diferencia significativa
entre el nimero de individuos que se espera tenga un cierto haplotipo (segun las probabilidades
previamente calculadas) con los individuos observados representan una variacion no al azar; por

tanto, se sospecha de una asociacién entre esos locus.

En el andlisis s6lo se encontré una posible asociacion del haplotipo ASI/AFR/AFR2, de
ancestria netamente africana, con la presencia del polimorfismo GST M1*0 (Tabla 3.11). Como ya
se menciond, la prueba de chi-cuadrada utilizada plantea que el nimero de individuos esperados
por clase debe ser mayor a 5; sin embargo, dado que la muestra analizada se reparte entre los 11
haplotipos mitocondriales encontrados, algunos tienen un nimero muy escaso de individuos, como
sucede con el haplotipo en cuestién. Esto provoca que las frecuencias haplotipicas mitocondriales
sean pequefias y al multiplicarlas por las frecuencias genotipicas de cada locus arrojan niameros
de individuos esperados menores a 5. Para corregirlo y asegurar la asociacion, seria necesario
colectar un ndmero muy grande de individuos. En este caso, la probabilidad de obtener un
individuo con haplotipo ASI/AFR/AFR2 y que sea GST M1*0 es 0.0074; por lo que se necesitarian

muestrear 676 individuos para encontrar un nimero de 5 individuos esperados.

Pero si se considera que el haplotipo mitocondrial ASI/AFR/AFR2 tiene una frecuencia de
por si baja en la poblacion mestiza mexicana y, que los 3 individuos con ese haplotipo son ademés
GST M1*0, entonces es clara la relacion que pueden tener estos dos locus. Mas aun, el individuo
con el otro haplotipo mitocondrial de ancestria africana, AFR/AFR2, también es M1*0, lo cual,

fortalece la asociacion con un mayor nivel de confianza (Tabla 3.11). Dado que la frecuencia del
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polimorfismo M1*0 no es tan baja (0.365), era de esperarse que al menos 2 de los 4 individuos no
portaran la delecién. Por el contrario, se encontré que todos son GST M1*0 (es decir, todos portan
la delecidn). Esto indica que ademas los haplotipos africanos en poblaciones mexicanas podrian
ser nulos para la GST M1y, de comprobarse, serian mas susceptibles a los efectos a los que estén

relacionados, tales como susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmon.

La importancia de comprobar la existencia de asociaciones entre marcadores de ancestria
y polimorfismos relacionados con padecimientos radica en la posibilidad de identificar grupos de
riesgo. Para el caso en estudio, dichos grupos de riesgo estan ubicados en los estados de la
Republica Mexicana con mayor proporcion de ancestria africana como Veracruz, Guerrero y
Oaxaca. Las frecuencias del polimorfismo GST M1*0 en poblaciones africanas no son superiores a
las observadas en otras poblaciones como la caucasica; incluso son muy similares a las
poblaciones mestizas mexicanas. Es importante aclarar que el hecho de que haya asociacion GST
M1*0 y los haplotipos africanos, no implica que la frecuencia de este locus nuclear sea alta en
poblaciones del continente africano debido a que la historia evolutiva del locus en la poblacion
mestiza a partir de su introduccion es totalmente independiente de la ancestral. Mas aun, si se
toma en cuenta a la poblacién africana como la mas ancestral. Por esto, el hecho de que una
poblacién dada presente asociacion entre dos locus, no significa que también la presenten las

poblaciones anteriores.

Cuando un pequefio nimero de individuos migra y funda una nueva poblacion, sus
frecuencias alélicas seran modificadas principalmente por deriva génica hasta llegar al equilibrio de
Hardy-Weinberg. Por probabilidad, los alelos raros son escasamente introducidos a la nueva
poblacion por los fundadores, de modo que desde el principio perdera variacion genética. Luego, Si
la nueva poblacién no aumenta en ndimero rapidamente, la deriva génica actuara para eliminar la
poca variacién genética de los individuos fijando el alelo introducido mas abundante (“Efecto
Fundador”). Si la poblacién crece, se conservara mayor variacién genética y se generaran nuevas
mutaciones, adoptando sus propias particularidades genéticas. Esto sucedié con las poblaciones

americanas.

En poblaciones africanas la frecuencia del polimorfismo GST M1*0 es de ~0.3; mientras
gue en poblaciones afroamericanas estd presente en el 20 y 30% de sus individuos. Se han
encontrado asociaciones entre la presencia del polimorfismo GST M1*0 y la incidencia de cancer
de pulmén en poblaciones afroamericanas (Ford et al., 2000). Esto es de gran relevancia, ya que
las frecuencias de este polimorfismo son mucho més altas en otras poblaciones (0.5 en caucéasicos

[Ford et al., 2000]) y no asi su asociacion con la incidencia de cancer.
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La ausencia de asociacién para los demas locus nucleares es explicable debido a que la
utilizacion de ADNmt no toma en cuenta la herencia paterna. El problema de los marcadores
uniparentales es que solamente se obtienen las proporciones de uno de los progenitores; si bien
esto es (til para ciertos fines como estimaciones de ancestria, en otros se pierde informacién como
en el caso de andlisis de asociaciones. Cabe la posibilidad de no encontrar asociacion entre dos
locus debido a que no es rastreada por el marcador uniparental utilizado, y no a que esta
realmente ausente. Pese a esto, la utilizacion de marcadores que rastreen informacion sobre
ambos progenitores al mismo tiempo; es decir, en cromosoma y, X y/o mitocondriales, no asegura
corregir el error porque la utilizacion de locus lejanos al gen de interés disminuye

considerablemente la sensibilidad del analisis.

Esto es, la asociacion de genes se da porque se heredan juntos y por lo tanto uno es
marcador de la presencia de otro. Conforme mas lejanos estén unos de otros, menos posibilidad
de encontrar asociacion entre ellos y, menos aln de encontrar asociacion cuando se tratan de
genes en genomas distintos (mitocondrial vs. nuclear). Una solucion seria escoger aquellos AIM de
ancestria esperada que se encuentren cercanos al gen de interés o, por lo menos, en el mismo
cromosoma. El problema es que hay muy pocos marcadores de continente especificos, de modo
que son necesarios muchos genes para poder clasificar a los individuos en una ancestria definida,

lo que nuevamente hace menos sensible el analisis.

4.6. Correlacién distancia geografica — distancia nucleotidica

En la mayoria de las poblaciones, a mayor distancia geografica, se genera un aislamiento por
distancia, mas aun si existe una barrera geografica de por medio. De manera que sus integrantes
tienen menor probabilidad de entrecruzamiento y, por tanto son mas divergentes genéticamente
(Futuyma, 1998). Actualmente, si bien en las poblaciones humanas también ocurre el aislamiento
por distancia, las barreras geograficas impiden poco la migracion y el intercambio genético; no
obstante, las poblaciones siguen sin tener reproduccién al azar debido a la existencia de

aislamientos por lenguaje y cultura.

En la poblacion analizada, la falta de una correlacion entre las distancias geograficas y
nucleotidicas demuestra que la lejania entre los estados de la Republica no determina sus
diferencias genéticas. Por consiguiente, estados alejados geograficamente pueden tener distancias
nucleotidicas minimas (Tabla 3.12). Esto sugiere que el flujo génico entre ellas ha sido de
magnitud tal, que ha logrado homogeneizarlos mas que otros y, por consiguiente, se encuentran
menos diferencias genéticas entre ellos o, incluso, que hay rutas de migracion preferidas a pesar
de las distancias. No obstante, es posible identificar grupos de estados que tienen historias
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genéticas mas similares entre si y pueden representar grupos de aislamiento geografico (al menos,
desde hace dos generaciones), puesto que sélo se utilizaron los datos de las abuelas maternas.
Tal es el caso de los tres grupos de estados encontrados, que pudieron haberse hallado aislados

geograficamente (Fig. 3.4).

Es probable que en la época que vivieron las abuelas maternas de los donadores, hubiera
una barrera geogréfica que aislara dichos grupos estatales, pero que pudo haberse diluido en el
presente debido a los cambios sociales y econdmicos actuales. El analisis de variacion de las
frecuencias de los polimorfismos nucleares da un indicio de que tales aislamientos pudieron haber
disminuido el flujo génico entre las regiones y, por consiguiente, otros procesos evolutivos actuaron
diferencialmente entre ellos para moldear sus frecuencias (Fig. 3.5). De tal forma, la poblacion de
los estados del Centro parece ser genéticamente muy similares a la del Bajio; mientras que la
poblacién de estados del Sureste pudo haber enfrentado alguna barrera geografica o cultural que

los aislé més de los estados vecinos.

Lo anterior se puede observar en la figura 3.4, donde cualquier agrupamiento representa
estados que comparten en mayor medida historial genético de modo que los grupos denominados
como de Centro y Bajio se ubican muy cerca en la grafica. No asi el grupo del Sureste que
claramente esta bastante alejado del resto, lo cual, se explica dada la orografia del lugar y el
aislamiento linglistico y cultural que tienen respecto al resto del pais. Es importante recalcar que
tal aislamiento pudo haber sido eliminado o, al menos, disminuido; sin embargo, sus pobladores
aun conservan caracteristicas genéticas que los diferencian de los de otras regiones. El DF y el
Estado de México son los estados que han tenido mayor intercambio genético con otros estados y
sus distancias genéticas entre ellos son muy bajas o nulas, de manera que no presentaron una

distribucién especifica en el andlisis.

La historia de aislamiento de las regiones del pais evidencia que los procesos evolutivos
actuaron independientemente en cada regién; por lo que las variaciones en las frecuencias
polimorficas actuales de los grupos estatales aislados en el pasado dan cuenta de la presencia de
subestructuras poblacionales. Las frecuencias obtenidas en este estudio no representan las
correctas para cada una de las regiones, ya que el muestreo y el tamafio de la poblacion estudiada
no son los adecuados para este Ultimo analisis; sin embargo, si indican que hay diferencias entre
ellas, asi como tendencias de variacion.

Se observa una clara variacion entre las frecuencias de la GST M1 en el grupo del Sureste
respecto a los grupos del Centro y el Bajio. Esto significa que esa region ha tenido una historia
genética diferente al resto del pais, lo que apoya la asociacion GSTM1 *0-haplotipos africanos
antes explicada. Seria importante ampliar los estudios de esta region para corroborar dicha
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asociacion. Respecto a los estados del norte, es importante mencionar que no se les incluyé en el

analisis debido a que no se tenian datos de abuelas maternas originarias de esta zona del pais.

El muestreo no fue disefiado para este tipo de analisis, de manera que no se tienen
representantes de todos los estados de la Republica y no se pudieron incluir en la correlacion. Esto
no significa que no aporten diferencias; por el contrario, podrian presentar mayor variacion
respecto a otras zonas del pais dada la distancia geografica y las diferentes aportaciones
genéticas —tal como ya ha sido reportado (Bonilla et al., 2005). Con el fin de tener un panorama

general de la poblacién mexicana, seria necesario ampliar el andlisis a la totalidad del territorio.
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5. CONCLUSIONES

De la investigacion expuesta en este trabajo, se derivan las siguientes conclusiones:

e La poblacion mestiza mexicana analizada ha sufrido altos flujos de migracién procedentes

de individuos de la mayor parte del pais y de otros paises.

e Los marcadores nucleares CYP1A1*2C, *4 y *2A estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Sus frecuencias alélicas en la poblacién fueron: 0.503, 0.04 y 0.52, respectivamente.

e Los marcadores nucleares GST M1*0 y GST T1*0 presentan una frecuencia en la

poblacion analizada de: 0.36 y 0.081, respectivamente.

e Los polimorfismos CYP1A1*2C, *2A y T1*0 presentaron diferencias significativas con las

reportadas por otros autores en estudios previos para poblaciones mexicanas mestizas.

e La poblacion mestiza mexicana esta conformada por una vasta mezcla de genotipos de
ancestria variada, tal como lo evidencia la presencia de haplotipos de todos los
continentes. Pese a esto se confirma la hip6tesis propuesta, puesto que la poblacion
analizada presenta ancestria primordialmente amerindia (~66.23%) con base en
marcadores de ancestria de ADNmt. Tampoco es despreciable la contribucién asiatica
(~20.97%); el resto corresponde a contribuciones bajas de individuos con mezclas
recientes, ancestria africana y ancestria europea (~7.4%, ~2.7% y ~1.35%,

respectivamente).

e Podria haber asociacion entre el polimorfismo GST M1*0 y los haplotipos africanos
ASI/AFR/AFR2 y ASI/AFR.

e En la poblacion mestiza mexicana no existe correlacion entre las distancias geograficas y
nucleotidicas; no obstante es posible identificar regiones de aislamiento que pueden tener

historias genéticas diferentes.
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APENDICE |

I. Purificacién de ADN (segun Daly et al., 1996)

El ADN fue purificado a partir de 5 ml de sangre entera. A cada muestra se le agregd 45 ml de
buffer de lisis (320 mM sacarosa, 5 mM MgCl,, 1% Tritén X-100, 10 mM Tris-HCI, pH 7.4). Después
de agitar bien para romper las células, el lisado se centrifugd a 2000 g por 5 minutos (min) a 4 °C.
La pastilla se resuspendié en 2 ml de buffer de suspension (150 mM NaCl, 60 mM EDTA, 1% SDS,
400 mM Tris-HCI, pH 7.4) y 0.5 ml de perclorato de sodio 5 M.

Se mantuvo la suspensién en rotacion a temperatura ambiente por 15 min y luego se
incubd a 65 °C por 30 min. Al terminar, se agregaron 2 ml de cloroformo a -20 °C y se mezclaron
por rotacién a temperatura ambiente por 10 min. Luego, se volvio a centrifugar a 1400 g por 10
min. La fase acuosa superior que contiene al ADN fue transferida a un tubo nuevo y se le
agregaron 2 volimenes de etanol absoluto a 4 °C. EI ADN fue precipitado por inversion y la hebra

de ADN fue recuperada en un tubo eppendorf.

El ADN recuperado se lavo con etanol al 70% y se secd en un DNA 110 Speed Vac a una
velocidad media. EI ADN fue resuspendido en 200 ul de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
7.4), incubando a 60 °C toda la noche. EI ADN fue almacenado a 4 °C hasta su utilizacion.

Il. Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). PCR y PCR multiple

La técnica de PCR permite amplificar muchas copias de genes o de fragmentos de genes
individuales. Para flanquear la regién de interés, se utilizan oligonucleétidos (secuencias cortas de
nucléotidos) sintetizados. La reaccion se lleva a cabo en un termociclador, aparato que ejecuta
ciclos de diferentes temperaturas y duracion, durante los cuales, el templado de ADN se
desnaturaliza a alta temperatura, se alinean los oligonucléotidos en su secuencia especifica a
temperaturas especificas para cada par de oligonucleottidos, y se sintetizan las nuevas copias
(amplicones) de los genes a temperatura alta, gracias a una polimerasa termoestable (Taq
polimerasa). Estos ciclos se repiten cuantas veces sea necesario para obtener la cantidad de
copias deseadas. Es posible comprobar que se obtuvo el amplicon deseado por medio de una

electroforesis.

Como se menciond, cada par de oligonucleétidos (uno para cada hebra de ADN) debe

tener una temperatura de alineamiento especifica, pero si los oligonucledtidos tienen las mismas

59



temperaturas de alineamiento, se pueden incluir en la misma reaccion y asi amplificar varios genes

o fragmentos génicos al mismo tiempo. A esta variante del PCR se le llama “PCR mdltiple”.

Para todos los experimentos se usé la siguiente mezcla de reaccidn para preparar un
volumen total de 10 pl: 1 pl de ADN (~100 ng), 1 pl de dNTP’s (2mM), 1 ul de oligonucleotidos
(5mM), 0.1 ul de Taqg polimerasa, 1 pl de buffer 20 mM MgCl,, y 5.9 pl H,O. Las condiciones de

amplificacion varian para cada polimorfismo y se detallan en la metodologia anexa a este trabajo.

lll. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion. RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms)

Los RFLP son variaciones de las longitudes de los fragmentos de ADN producidos por el corte del
mismo por medio de enzimas de restriccién. Las enzimas de restricciobn se unen a secuencias
especificas del ADN y cortan en esos sitios, pero cuando existe un cambio en la secuencia, las
enzimas no reconocen el sitio por lo que no se unen y no cortan. Tal es el caso de los
polimorfismos, en los que hay sustituciones, deleciones o adiciones de pares de bases, de modo
gue es posible identificarlos usando esta técnica. Algunas veces, el corte se produce cuando esta
presente el polimorfismo; otras, cuando estd ausente, dependiendo de la enzima que se utilice.
Estos RFLP pueden observarse cuando los fragmentos productos de la digestion se separan por
electroforesis.

Es posible identificar heterdcigos y homécigos segun el patron de bandeo. Un individuo
heterécigo tendra un alelo con el polimorfismo (genotipo mutante), y otro sin el polimorfismo
(genotipo silvestre o ancestral); por lo tanto, un alelo es cortado y otro no. En un individuo
homdcigo, ya sea para el genotipo mutante o para el silvestre, ambos alelos son reconocidos de la
misma forma por la enzima de restriccion; es decir, o bien ambos se cortan, o ninguno de los dos lo
hace. Saber la longitud del fragmento total de ADN vy las longitudes de los fragmentos esperados,

permitird identificar heterdcigos y diferenciar entre homécigos.
Para las restricciones se us6 la siguiente mezcla de reaccion: 2 pl de producto de PCR, 1

unidad de enzima, completando con buffer adecuado a un volumen final de 8pl. Las condiciones de

restriccion varian para cada enzima y se detallan en la metodologia anexa a este trabajo.
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