UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESTRUCTURA Y MEZCLA GENETICA DE LAS
POBLACIONES MESTIZAS DEL NORESTE DE
MEXICO MEDIANTE EL USO DE MARCADORES
MOLECULARES AUTOSOMICOS,
MITOCONDRIALES Y DEL CROMOSOMA “Y”

POR
Bidlogo M. en C. RICARDO MARTIN CERDA FLORES

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(ESPECIALIDAD: BIOLOGIA CELULAR Y GENETICA)

JUNIO, 2001




«Av YWOSOWOHD 130 A ST TVIHANOOOLIW
‘SOOINOSOLNY S3HVYINOITOW S3HOAVYOHYIN

SO -VQ¥IO W Y 3Q 0SN 13 IANVIGIW ODIX3IW 30 ILSIHON 130 SYZILSIW
S3INOIDVIE0d SY1 30 YOILINID VIOZ3W A VHNLONHLSI




|

1080124475



UNNEBSIDAD &UTCNL: i\ 5;

ﬂ g

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

!

: "[
DIRECCION GENERWM&!{ .
!V}I_l:_n*@.. RICARDO JVIATTIL CLEign /s 1 0[8

[ m . * By AR
DOCTOR FN CTENC 1‘1@}@@1@1 oy |
(KSPFCIAVIDATY; RIO! (m CRALATE Y (1 Jﬂum, :-,. '*'.'

K'PI:L 1 . .H.E::::.._
o =




19
quL/Z
A
Rl



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESTRUCTURA ¥ MEZCLA GENETICA
DE LAS POBLACIONES MESTIZAS DEL NORESTE DE MEXICO
MEDIANTE EL USO DE MARCADORES MOLECULARES
AUTOSOMICOS, MITOCONDRIALES y DEL CROMOSOMA Y

Porxr

Bidlogo, M. en C. RICARDO MARTIN CERDA FLORES

Comeo requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(Especialidad: Biologia Celular y Genética)

Junio, 2001



ESTRUCTURA Y MEZCLA GENETICA
DE LAS POBLACIONES MESTIZAS DEL NORESTE DE MEXICO
MEDIANTE EL USO DE MARCADORES MOLECULARES
AUTOSOMICOS, MITOCONDRIRPES Y DEL CROMOSOMA Y

Aprobacidn de la Tesis:

/

DR. RANAJIT ii%KRABORTY
Director terno

vt
DR. MARIO RODOLFQO MORALES VALLARTA
Director Interno

vod

DR. RAHIM FOROUGHBAKHCH
Secretario

e <~/ .9 ") S0 |

DR, MOHAMMAD H. BADDI
Vocal

£

DR. LI JIN

L ‘/Vrogl E/f

DR. HUGQ ALBEﬁTO BARRERA SALDANA
Vocal

P )i, Foblr. Corte L=

DEA. MXRIA JULIA VERDE STAR
Subdirectora de Estudios de Postgrado



El presente trabajo de tegis se realizd en:

Instituto Mexicano del Seguro Social
Centro da Investigacién Biomédica del Noreate (CIBIN},
Departanentc de Genética de Poblaciones, Monterrey, MEXICO

Institute Mexicano del Seguro Social

Centro de Investigacién Biomédica de Occidente (CIEQD),
Divieidn de Genética, Guadalajara, MEXICO

Laboratorio del Dz. Joedé Fernande Rivas-Solis

Human Genetics Center
S8chool of Public Health, The University of Texas Houaton,
Health Science Center, USA

Laborxatorio del Dr. Rana’it Chakraborty y Dr. Li Jin

FBI (Federal Bureau of Investigation)

Laboratory Division, Washington, DC 20535, USA
Laboratorio del Dr. Bruce Budowle

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Medicina, Unidad de Laboratorios de Ingenieria
Y Expresién Genética, Departamento de Biotuimica,:
Monterrey, MEXICO

Laboratorio del Dxr. Hugo A. Barrera-Saldafia can la

asistencia e 1la M, en CT. M del Carmen Villalobos-Torres.



THE UNIVERSITY OF TEXAS

———| HOUSTON

< D ) HEALTH SCIENCE CENTER Schoal of Pu}:lic Hezith
G [ S Human Geurrics Cener

14 May 2001

To Whom It May Concem:

This is o cerlify that Ricardo M. Cerda-Flores has completed the research
requirements for his Ph.D. ihesis, entitled, Genetic Admixture and Structure of
the Popufations of Northeastern Mexico, using Malecular Autasomal, Y-
Chromosome, and Mitochondrial Markers.

| support his application far the Ph.D. degree.

Sincerely,

Ranajit Chakraborty, Ph.D.
Allen King Prefessor

UT-Houston School of Public Healch « PO Box 20314 < Haustan, Texas 77225 « (713) 500-9800 FAX (713) 50C.09C0

Locaved in the loxas Medical Cenrer
Q@ AT A TR W



Ture UNIVERSITY OF TEXAS

.—‘—£:. HOUSTON
'( ) HEALI'H SCIENCE CENTLER Scheool of Public Health
Glp

Human Genetics Center

8 May 2001

To Whom It May Concem:

| write this letier to confirm that Ricardo M. Cerda-Flores has completed
the requirements for his Ph.D. thesis, entitled, Genetic Admixture and Structure
of the Paopulations of Nartheastern Mexico, using Molecular Autosomal, Y-
Chromosome, and Mitochondrial Markers. He has waorked methodically, learned
and applied many procedures and done excellent analysis in my laboratory

during the past five years, He has my fullest support and congratulations tor his
applicalions for the Ph.D. degree.

Sincerely,

Li Jin, Ph.D.
Associate Protessor

UT-Houston Schoal of Tublic Healeh « PO, Box 20334 = Houston, Texas 77225 « (713 500-9800 FAX (713) S00-0C
Lucated in the Texas Medical Cenrer

& R O S Ve



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“SUENA TODO LOC QUE TE ATREVAS A SONAR,
VE A DONDE QUIERAS IR,
SE TODO LO QUE QUIERAS SER...
jivive!

JUAN SALVADOR GAVIOTA



DEDICATORIA:

A la memoria de mi madre y m1 padre

A mi familia

A todos mis amigos Yy amigas

A todo aguel softador que tenga

en su corazdn a un Juan Salvador Gaviata



ACKNOWLEDGMENTS

1 wish to express my gratitude to my academic advisor
and chairman of my supervisory commitee, Dr. Ranajit
Chakraborty, for his guidence, support, and training
through my graduate career. I also wish to thank my
supervisory commitee, Drs. Mario Rodolfo Mcrales-Vallarta,
Rahim Foroughbakhch, Mohammad H. Baddi, Hugo Alberto
Barrera-Saldafia, and Li Jin.

Thanks is also due to the faculty and students at the
Center of Demographic and Fopulation genetics and medical
genetics for helping to make stay in Houston pleasent,
productive, and enlightening. I am particularly indebted to
Drs. William J, Schull, Sara Ann Barton, Ruth Qttman, and
Salvador Said Fernandez for their encouragement and
assistence.

Special thanks to Lr. Bruce Budowle, Dr. Yixi Zhong,
Dr. Fernando Rivas, Dr. Bing Su, and Dr. Ranjan Deka.

It should be noted that scme of the work presented in
this dissertation has been previously submitted, or is in

preparation as the following manuscripts:

1. RM Cerda-Flores, MC Villalocbes-Torres, HA DBarrera-Saldana, LM
Cortes-Prieto, LO Barajas, F Rivas, A Carracedo, Y Zhong, SA
Barton, R Chakraborty. Genetic admixture in three Mexjican Mestizo
populations based on D1580 and HLA-DQAl loci. Am J Hum Biol.

2. RM Cerda-Flores, L Jin, SA Barton, R Chakraborty. Absence of
European and African mtDNA lineages in Mexican Mestizos. Am J Hum
Genet.

3. RM Cerda-Flores, B Budowle, L. Jin, SA Barton, R Deka, R Chakraborty.
Maximum loglikelihood estimates of admixture in Northeastern
Méxrico using 13 STRs. Human Biology.

4. RM Cerda-Flores, L Jin, SA Barton, B Su, R Chakraberty. Distribution
of Y-chromosome data in Northeastern México. European J Hum
Genet.



AGRADECIMIENTOS

Dentro de mi carrera cientifica iniciada en Agosto d¢
1981 en &l Centro de Investigacién Biomédica del Noreste,
IMSS, ¢s dimportante agradecer a todas las persconas e
instituciones nacionales y extranjeras que colaboraron en
el presente estudico y cuya participacion fue fundamental
para la culminacién en parte de este macroproyecto en los
que he invertido 11 afios de mi wvida (1990-2001) de los
cuales se han obtenido 32 de un total de 44 publicaciones.

Los primeros seis anos fueron parte en la preparacién
camo investigador visitante en la Universidad de Texas en
Houston y en la Universidad de Columbia en Nueva York. Los
cinco restantes se consolidarcon en viajar constantemente de
Monterrey a diferentes centros de investigacidn en México
y lcs Estados Unides para realizar el trabaje de campo,
experimental y estadistico de este proyecto.

Los apoyos econdmices fueron preoporcionados por el
Instituto Mexicanco del Segurc Social (IMSS), el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y los apoyos
econcmicos producto de los Grants de los Drs. William J.
Schull, Ranajit Chakraborty, Sara Ann Barton y Ruth Ottman.

Agradezco infinitamente el apoyo y visidon de mis
mentores y amigos que siempre creyercn en mi y a los cuales
me une un afecto muy especial: Dr. William J Schull, Dr.
Ranajit Chakraborty, Sara Ann Barton, Dr. Li Jin, Dra. Ruth
Ottman, Dr. Hugo Alberto Barrera Saldana, Dr. Salvador Said
Fernandez, Dr. Radl Garza Chapa, Dr. Carlos H. Leal Garza,
Dr. Mario Rodolfo Morales Vallarta, Dr. Mohammad H. Baddi,
Dr. Rajim Foroughbakhch, Dr. Robertc Mercadec Hernéndez, Dr.

Fernando Rivas, y Dra. Maria Julia Verde Star.



INDICE

CONTENIDQ PAGINA
LISTA DE TABLAS . (iss 48 dese9 1668 1930 00sradecearesemeves veoveeve s XMIV
LISTA DE FIGURAS......... eevecesn A & S e S e 8 B vesaceaas owa XV
NOMENCLATURA Y DEFINICIONES v carvsvrrttncenns PV IS erenseecvean s XVII
RESUMEN GENERAL. « «avv et craqaosserssmasssossossanmanaanceenneeennn XIX
CAPITULO 1
1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS Y OEMOGRAFTCOS e r s e otaoemnnaancanennnn 1
1.2 MESTIZAJE eveassvsoacvovstonissvoosvosssiosennnannneans P —. |
1.3 ESTRUCTURA GENETICA DEL NCORESTE DE MEXICO......... STl T
1.4 MEZCLA GENETICR. .. -ivaereccncrenvanss Sl e R R L R
1.5 POLIMORFISMO GENETICO Y MARCADOR GENETICO..eeavacacasnns A 7
1.5.1 POLIMORFISMOS DEL DNA. cuvaeiorcacoctnnnnnnnnn, R, -

1.5.2 TIPIFICACION DE MARCADORES OE DNA MEDIANTE LA PCR,...l3

1.5.3 POLIMORFISMO DEL DNA MITOCONDRIAL . .uvuvvoroenaanenmnenns 14
1.5.4 EUL MARCAUOR GENETICO D1880.. ... couiiccineinirnnennnan, 18
1.5.5 EL MARCADOR GENETICC HLA-DQALl...,...... R I |
1.5.86 1LOS MRRCADORES MICROSATELITES O STRS. . vuvssosnronen-- 22
1.5.7 POLIMCRFISMOS DEL ONA DEL CRCMOSUMA Y...... vl - - s oud 25
1.6 IMPORTANCI A ecvrtrsontcaartersosonssssnassaeicosnasnesaa Homonear 29
1.7 ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION, .. et vrv.inrvrnnas vreernsesrves, 30
1.8 BIPOTESIS....... o 4 oXe P Nb AT oF 2,5 3 Neleig g+ sreasrr v eenannad2
1.9 OBUETIVOS e ivveavstessosesasrbvanmnnnanss Tt ressrasemmer st es 32
1.10 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDICG............... TV ATE Jooa o 33
1.11 METODOLOGIA........... Sevveerracrae TeYrvseeresceaersunoenn 38
BIBLIOGRAFIA. ... v isss Py vvaiiersaron et everetiaceratarannn-36



CAPITULO 2: MEZCLA GENICA EN TRES POBLACIONES MESTIZAS DE MEXICO:
MARCADORES D1S8C0 Y HLA-DQAL.

RESUMBN < o v o o« « wiemininis v o » b e Y § R L AR o GUElE ¥ 8 S g e 49
INTRODUCC ION . 4 s i e s v e it o s g e ot aennssassmeaanceaaansaasasan- e . 5C
QBTETIVAE vv o 5 < 5 o rovasmwomnn: & ¢ 4 0 9 5 5 Siannoand o § ¢ § % @eraliis 3 § § % % 6lams 6 5 = & § 9% ¥ ¥ ¢ § 5 5 52
MATERIAL Y METODOS............., . v o s i v 30 D (0 O 0 D e D O .93
DESCRIPCION DE LA MUESTRA.,....... S IR OIS EE YRS Wl E E Y 53
FREFARACION DE LA MUESTRA......... P 53
TIPIFICACION DE DI1S80..,........-. TR 8RR S § 6 OEE Y s 4 54
TIPIFICACION DEL HLA=DOAL. ... .t cecatocaninsccrsvtsocaconsacsdd
METUDOS ESTADISTICOS. ... ..... § e & § 4 SEE S s § A SR o a a9
RESULTADCS . -+« e e veeanaevnannnn. ot ) et 1 IS SO ) ) e . | -
DISTRIBUCIOWES DE LAS FRECUENCIAS BZLELICAS Y COMPARACION ENTRE

LAS TRES POBLACIONES...... whavaea & R e - 1

FRECUENCIAS GENQTIPICAS CON LAS EXPBECTATIVAS OE HARDY-
WEINBERG: « v« s 5 ~ sisains § § § 4 § Sidiiiere & ¢ § & wlple § & 4 % Sop @iv § & % o @hahiia 60

ANALISIS DE MEZCLA GENTCA. . ... i iiennenennnansn § o Weme B8 8 0 mend ) O
DESGUSTON «dll¢|o1[s)d = F wara TP < o T - s v TR+ 5ot T v i v s s i 64
BIBLTOGRAFTAL/ ) evissis s 55 siviotlls v o s - Bron s v B v o8 & v O o 5w s p 67

%1



CRPITULO 3: AUSENCIA DEL LINAGE EUROPED Y AFRICANQ EN MESTIZOS
MEXICANOS A TRAVES DEL ESTUDIO DEL DNA MITOCONDRIAL.

INTRODUCCION. ccvenn. .. T W R PR R .|
MATERIARL ¥ METODOS. ccceeevinvnsanosnasisvansass R TR IR P TR 76
RESULTADOS ¥ DISCUSTION. .. isvereranvenencnaensoentanaannsns arsista 5 W 8 a0 78
BEBETOGRAETA: < o sivrys iais ggj o ¥ & = <ravaltals 5 § 4 %% 5524 & 4 § 00 DA RO T D 80

CAPITULQ 4: ESTIMACION DE MRZCLAR GENICR ER POBLACION DEL NORESTE DE
MEXICO UTILIZANDO 13 STRs

RE S UMEN c 4 e v v vmeeoceaeeeeanmnencrane s v e . ® v e e SR S eI ¢ ¢ Y e 84
INTRODUCCION, sasvovssasssnesassnsinsnns Crerirtetrecra ey PR - .,
OBJETIVOS..covraaaann R R S e g g gy g5
MATERIRAL Y METODOS. e osevsvioorosnsssaanesnsnssnsocss T o 90
EXTRACCION DE DNA......... e e i € . *awe ee B K e N SRR 6 W R G e a0
AMPLIFICACION DE 105 STRS. cvvtersasossssasssrosssosanstnrsasnns 90
TIPIFICACION DE LOS STRS. s vsasanesvasaobedissneosnmsenseeens 91
ANALISLS ESTROTSTICO: - s vsftc o s ok Gl o 55 ¢ ol Hahc 3 ¢ e v ool v v 5 e oo m 91
RESURPROOEL VL <V iwmwmws <[ s » commivill 5 v offe-o vl + v @ o vio: NGRS . R TR e 95
DISCUSION Y CONCLUSIONES .., v ivrersstosnssosssansssvsesrsnssasesnacenna.lB
APENDICE R..... e e S T T eewe L1Z
RPENDICE B....cuciearvmcrsnensoesns R R R L T . +.-114
BIBLIOGRAFIA. v veeveanavumnsonons- { SOV/A O PO B SVIRERA N Y SR SR W (R TR tdessewsl124d



CAPITUIO 5: CISTRIBUCION DE LGOS MARCADORES MOLECULARES DEL CROMOSOMA Y
EN EL NORESTE DOE MEXXCO.

RESUMEN. o evesorvssssaessnsasess R A L O R PR R R O R T T, 4.
INTRODUCCION 1 v v« o « cimimimin b o 5 o 3 imie sowim == » 4 8 = '8 805 05006 & ¥ » 5 5 weo oaie gy E % EEE @S 130
OBIETTNGS: s 5559 sas s sasssalss@ssssa teeea deessiieas e an e qaaassl3
MATERIAL X METODOS.uwvavasvnsommesssasssnonmneisassas ddioss §asidasssss 134
DESCRIPCION DE LA MUESTRA....... S T 134
PREPARACION DE L3 MUESTRA. ..., ... . ¢.viicvuirnnesnronnnans ess <134
MARCADORES STR DEL CROMOSOMA Y., .ivvveieaerans cevesssesenes 139
ANALISIS DE YAP ¥ DYS199 e s sssaw svvansssseosenssss eaassss 136
ANALISTS ESTADISTICO... e0es.us A I A 0 O ) ST A o £ 0 B et B ) ) 136
RESULTRAPDOS. Y DISCUSION. :vecvcvusvsssiinivicssssnsse S E Y SR S e A ST
CONCLUSION GENERAL ., uvunnevvosanstsrsssnressaaanoas S .-
BIBLTOGBRAEIAL L Narseinie 55 ¢ sis s i s v e 5aasaaseisssiseamsiasisesmsanssss 144
VITA. ercarevrteinvsasrrsrnsnssnarivenss tierestciiarvesevasesraear s 148

RESUMEN AUTOBIQGRAFICO, . ¢ . vvvvsesomnneravsoansrscrissenronssssansesl@9

mla..'.‘.'..CCI...l"'.-..'l.'ﬂ'l..l"'.‘"!'."C."'.CI...IIISO
PUBLICACIQONES GENERADAS CON LA PRESENTE TESIS

44



LISTA DE TABLAS
TABLA PAGINA
1.1 Haplotipos del DNAmt humano. ... .o cvvnaernoan, o€ B K W SRR € & .18
1.2 Determinacion del haplotipo DNAmt Amerindio de una personha Mestiza
Mexicana mediante el corrimiente por separado de las sondas

(sentido, antisentido) A, B, C ¥y D en un gel de agarosa...,..l8

1.3 Método de tipificacidn de 13 STRs con el Analizador Genétjico ABI

PRISM 310....¢00vvwwnnn ey % WY T Y W e D A L e P — Y|
1.4 Sistema GenePrintTM PowerPlex™ 1 + PowerPlex™ 2 = 13 STRs
CCODES MW v 4 5.5 5 5 oo ais@sieas GeEsen SHBELEBELIELS § e O IR e 24
1.5 Caracteristicas de los tres STRs del Cromosoma Y.o.eesceosass ve 27

2.1 Frecuencias alélicas del alelo D1§590 (%) en tres poblacicnes

Mestizas Mexicanas y tres poblaciones antecesSgraS.rve:roass-+57

2.2 Frecuencias alé€licas del HLA-DOAL en tres poblaciones Mestizas

Mexicanas Y en tres poblaciones antecesO0raS...veevecresanarse?

2.3 Pruebas de HWE para los loci D1580 y HLA-DQAl........ o v s s waaee e Bl

2.1 Contribucién de las poblaciones antecesoras Espaficla, Amerindia y
Africana (%) para las tres poblaciones Mestizas MeXxicanas....&3

3.1 Distribucidn de las frecuencias de lus cuatro principales
haplogrupcs de origen Amerindio (A, B, C y D) clasificados de

acuerdo al lugar de nacimiento de la abuela materna...ceceaes7?

4.1 Frecuencias zlélicas (%) y frecuencia alélica minima (%) para 13

loci en la poblacidon Mestiza Mexicana del Noreste....coecca.. 97

4.2 Desviaciones significativas observadas y valores de P para las
expectativas de Hardy-Weinberg y eguilibrio de ligamiento....98



4.3 Heterocigosidad especifica para cada locus, prcbabilidad de
exclusion y poder de discriminacion para 13 loci 3TRs CODIS en la
poblacién Mestiza Mexicana del NOreetCaiincesrensearsarvoareeall

4.4 Contribucidn de las poblaciones agntecesoras Espadicla, aAmerindia y
Africana para las poblaciones Mestizas del Norecste de México e

Hispanas de 1os Estados Unidos. ... ..t iiiiirannceacnvennn 107

.1 Frecuencias zlélicas de tres loci STR del cromosoma Y en una
poblacidén Mestjiza Mexicana ¢el Noreste Yy tres poblacicnes
antecesoras {(de Knijff y Cols. 1997) . ... il iann 140

5.2 Porcientc de contribucion de las poblaciones antecesoras en las

poblaciones Mestizas Mexicanas del Nereste..... R 141

5.3 Estadisticas resumidas de tres loci STRs del cromosoma Y en una
poblacidén Mestiza MEX1CaNa. s o isesasssersrsosvsavscnsrosnsassldl

5.4 Distribucién haplotipica de los tres marcadores STRs del cromoxuma

Y'I."‘..."""','III'!UOI-Iv--l"!.l!ll..l!lO'Ol"'....."142

5.5 Distribucién de la zona de nacimiento de los abuelos paternas y

DYS159 en una poblacidn Mestiza Mexicanad.....cvevevssvoveaass-143



LISTA DE FIGURAS

FIGURA PAGINA

1.1 amplificacién de polimorfismos de ONAR por PCR, Esquema de 1los
palamorfismos que pueden ser amplificados por PCR: a) RFLPs, b)
VNTRs y ¢) STRs, Los iniciadores en todos los cusos tienen gue
flanquear las regionce polimerficas . vrerevivecsveivanorsaraaeecld

2.1 lLeocalizacidn de los Estados de Nuewvo Ledn, Jalisco y Distrito
Federal en México donde las pcgblagiones Nestizas fueron
tipificadas para los marcadores D1S80 y HLA-DQALl....... T 51

3.1 Localizacidén del Estado de Nuevo Ledn y las zonas de México donde
la abuela Maternd NACIO . i viertsreriacnsneesosasonssansnansnsnys 75

4.1 Locaslizacidén del Estado de Nuevo Ledn y del Noreste de México. .88

4.2 Distribuciones observadas y esperadas del nlmero de loci con
identidad genotipica y el numero de alelos compartidos en pares
comparado con los perfiles de ONA de losg 143 individucs (110,153
comparaciones) . Las distribuciones esperadas estan bajo la
suposicién de independencia mutua ¢e los zlelos dentra y a traveés
(o [ IS o] - H o T ot R A A IR O oepe St iniinimiiiiiitintiniiniinia 102

4.3 Comparacidn de la base de datos de los Mestizos del Noreste de
Méxice con la de los Hispanos de los Estados Unidos.........103

5.1 Localizacidn del lugar de naciniento de las abuelos paterncs de la
poblacion Mestiza MeXiCama@. . vavavecoasrarsecenrnsorsarnsasss 133



8
Theta

Regla 2p

NOMENCLATURM Y DEFINICIONES

Sumatoria
Una medida del grade de subdivisidén poblacional:

equivalente a Fsr.
Un zjuste conservativo parad una simple banda VNTR que pueds

ser heterocigotica; 2p:. remplaza a pi°

DNAmMt DNA mitecondrial

A
U
3
G
o

01586
ALADQL
AmpFLP
HVR
RELFP
STR
PAGE
VTR
b
CODIS
Cols,
DNA
dNTF’ s
EDTA
Fsr.

Nucleétido de Adenina

Nuciedtido de Uracilo

Nucledtido de Citosina

Nucledtido de Guanina

Hucledtido de Timina

VTR Dis80

Gen DQAl del complejo HLA

Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados
Regién hipervariable

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccidén
Repeticiones cortas en tandem

Electroforesis en geles de poliacrilamida
Repeticiones en tandem de numero variabie

Grados Centigrados

Indice de identificecidn nacional del DNA por el FBI.
Colaborzdores

Acido Desoxirribonucléico

Descsinucledsidas trifesfatades

Acido etilendiaminotetracético

Medicidén de Wright para una subdivisién poblacional: es
similar & @ cuandc el apareamiento dentro de las
subpablaciones es aleatoria.

Concentracién Molar

Minutos

Concentracidn milimolar

Concentracidn micromolar

Microgramos

Microlitres

Mililitro

Nanoggramo



pb
FCR

P9
pol

ek
vol

NRC

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Ficogramos

Polimerasa

Brazo largo de un cromosoma

Brazo corto de un cromosoma

Lauril sulfato de s¢dio

Volumen

Unidades

Veces la concentracidén

National Research Council

o



RESUMEN GENERAL
Ricardo M. Cerda Flores Fecha de Graduacién: Junio del 2001

Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Titule del estudio: ESTRUCTURA Y MFZCLA GERETICA DE LAS FPOBLACIONES
MESTIZAS DEL NORESTE DE MEXICO MEDIANTE EL USO DE MARCADORES
MOLECULARES AUTOSOMICOS, MITOCONDRIALES y DEL CROMOUSOMA Y.

Wamero de paginas; 152

Candidato pera el grade de Doctor en Ciencias Bioldégicas (Especialidad
en Biologia Celular y Genética).

Introduccidn: Como la Conquista de México fue una empresa
escencialmente masculina y el numerc de mujeres blancas no era muy
elevado durante el principio de la Colonia, de inmediato se inicid el
mestizaje entre Espafioles y mujeres Amerindias. Posteriormente, con la
llegada de 1lgs esclavos Africanos, le mezcla de éstos se realizd
también con mujeres Amerindias. Con €l avance del tiempo, la poblacién
resultante de la mezcla de esias tres poblacicnes antecesoras se hizo
tan numerosa que hoy en dia es imposikble distinguir por su apariencia
fisica © fenotipo a los Mexicanos de diversos <ruces consecutivos a
través de su ascendencia.

Objetiva: Tener un mejor cornocimiento de la estructura genética de la
poblacién Mexicana y estimar la contribucibén genética de las
poblaciores antecesoras, mediante el uso de marcadores del DNA. Las
resultados derivados de este estudio seré&n de gran utilidad en México
en las areas de la genséticz de poblaciones, evglucién molecular,
ligamiente y mapeo genético, pruebas de paternidad y ané&lisis forense,
Hipdteeis: La poblacién Mestiza Mexicana, se derivéd primordialmente del
apsreamient¢ de mujeres Amerindias con hombres principalmente de origen
Bspaficl y en un mencr grade Amerindios y Africanos.

Naterial y Métodos: S¢ entrevistaron y se obtuvieron muestras de sangre
de 143 personas (saludables y no emparentadas) las que fueran
tipificadas mediante la PCR para los marcadores de DNA: 1] Nuclear
(D3S1358, vwWa, FGA, D8S1179, D21s11, Dl8&E51, DSs818, D13s317, D7sS820,
CSF1PQ, TPOX, THOl, D1&5539, DIS80 y HLA-DQAl), 2) Mitocondrial (A, E,
‘C, D, X6-7, E, ¥, G, H, I, J, K, L, M, T, U, V, Wy X) v 3) Cromosoma
Y (DYS391, U©YS390, DYS389I, YAP y DYS199),

Xix%



Resultados y Discusion: Este es el primer estudio que se realiza en la
Republica Mexicana donde se asbarcan los conceptos evolutive,
epidemiclogico y forease.

Evolutivo: fe encontrd que: 1) Em ambos sexos, el 100% de la poblacién
Mestizga mostrd haplotipos del ONAmt Amerindio (8, B, C y D), 2) En
ambos sexcs, los marcadores del DNA nuclear (D1S8O0, HLA-DQALl y 13 STRs)
mostraron las siguientes contribuciones antecesoras: 55% Espafiola, 4C%
aAmerindia y 5% Africana, 3} En los hombres, los marcadores del DNA del
cromosoma Y mostraron un 99% de contribucién Espancla y el resto
Amerindia y Africana y 4) Lz contribucion Espafiola, Amerindia y
Africans utilizanda 15 marcadores del DWNA nuclear fue similar a lous
estudios previos donde se utilizaron cinco grupos sanguineos. Los tres
primeros resultados apoyan la hipétesis planteada y el ultimo, valida
los resultadas prevics.

Epidemiclogico; Se encontré que las poblaciones Mestizas de los Estados
de Nuevo Lebr,, Jalisco y el Distrito Federal comparten una estructurs
y mezcla genética similar. Este hallazgo tendré profundas itmplicacicnes
en los estudios de asociacidn de enfermedades con genes en nuestro pais
ya que se facilitara el muestrec tanto de individuos sfectados como de
controles sin necesidad de detallar infermecién acerca de su historia
residencial ¢ historia de migracién entre Estados del pais, lo queg
conduce a la posibilidad de una facil colecta de grandes series de
casas y cantroles.

Forense. Sc encontrd que: 1) La estructura y mezcla genética de laeg
poblaciones Mestizas de México e Hispanas que residen en los Estadcs
Unidos son similares. Estc serd de gran ayuda para las autoridades
Estadounidenses y Mexicanas, 2) Utilizando 13 STRs, se encontré una
probabilidad de exclusion combinada de 1-8.90*107% lo que indica gque,
en un promedio, alrededor de 1 de czda 112,360 hoambres acusados
crroncamente no seran excluidos como posikbles padres, cuando una madre
y su bebe sean tipificacos y 3) Utilizando 13 STRs, se encontrd un
poder de discriminacion comkinade de 1-2.83*10°"% 1o gque indica que 1z
probabilidad de encontrar dos persconas gque coincidan para estos
marcaderes geneticos es de 1 en 353 trillones de individuos. Dade 1¢
anterior, estos marcadores de DNB pueden ser utilizados come una

bateria de ldentificacién forense en la poklacidn Mestiza Mexicana.



CAPITUILO 1

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS Y DEMOGRAFICOS

Se considera gque los primeros pobladores del
Continente Americeno fueron ancestros asi&ticos que
cruzaron el estrecho de Bering, entrandoc em Alaska mucho
antes del final de la glaciacidén Wurm-Wisconsin, en una
fecha que oscila entre los 15,000 y los 40,000 afios, segun

los diferentes calculos (Serranco-Sanchez, 199%3).

La fecha que marcd el inicio del proceso de mezcla,
que desembocé en el estado actual de los grupos humanos, se
ha fijado en el ang 14%2, ya que 1o sucedido durante 1los
dos primeros afios, siguientes al wviaje del navegante
genoves Cristobal Coldn, modeld gran parte de la
distribucién humana del munde actual (Coon, 1969).

En 1492, Fernando e Isabel expulsaron definitivamente
de Espafia a moros y Jjudios, con la excepcidn de aquellos
que se¢ convirtieron precipitadamente al catolicismo., A
pesar de ellc, muchas judicos conversos encontraron més
facil y segurc marchar al Nuevo Mundo. Después de 50 afios
de colonizacidén se habian extendido por todas las zonas
anericanas que les correspondian, unos 15,000 Esparioles
siendo los mayores contingentes de andaluces y extremefios,
perc después fueron de castellancs y vascos (Coon, 1969;
Velasco, 1993).



1.2 MESTIZAJE

Como la Conguista fue wuna empresa escencialmente
masculina y el nimero de mujeres blancas no era muy elevado
durante el principic de la Cglonia, de inmediato se inicid
el mestizaje entre Espalicles y mujeres Amerindias que
obtuvieron cecmo esclavas prisioneras de guerra ¢ como parte
de sus encomiendas, por la fuerza o con el consentimiento
de ellas. A veces parte de los regalos que les ofrecian los
caciques indigenas era para apaciguar 1los animos de los
conquistadores (Sazénz-Faulhaber, 1993}.

Muchos de los iberos gque llegaron a América estaban
casados y hablian dejado a sus familias en Espafia. Sin
embargo, durante la ocupacidn de la peninsula por los
drabes, que aceptaban el concubinato y la poliginia ccmo
instituciétn, tener una concubina no era mal visto por
muchos Espanoles, naturalmente sin la aprobacidn
eclesiastica. Para satisfacer sus necesidades sexuales en
la Nueva Espana, las uniones libres o casuales entre
hombres blancos y mujeres Indigenas eran en un principio
dominante. Este hecho también fue aceptade por los hombres
Iindigenas, debido a la prédctica de la poliginia antes de la

conversién al cristianismo {(Saénz-Faulhaber, 1993).

Con la llegada de los esclavos negros, pronto también
se inicié su mezcla con los otros elementos raciales. Entre
aquéllos, la proporcidn entre los sexos era también
desigual, ya que se importaban por lo mencs tres veces mas

hombres que mujeres (Saénz-Faulhaber, 1993).



A wnediados del siglc XVII, los negros sobrepasaban en
numerc a los Espafioles., Se calcula que en el ano 1640,
alrededor de 150,000 esclavos ya habian sido traidos a
México (Saénz-Faulhaber, 1993),

Del periodo 1568-1570 la poblacién total de México era
de 2,733,412 de los cuales 96.79% eran Amerindios, 2.30%
eran Espafioles, {.09% Mestizos y 0.82% Negros (Saénz-
Faulhaber, 1993).

Con el avance del tiempa, la poblacidén resultante de
la mezcla entre indi¢s, blancos y negros se hizo tan
numerosa gque era 1mposible distinguir por su apariencia
fisica © fencotipo a 1las personas de diversos cruces
consecutivos a través de su ascendencia (Saénz-Faulhaber,
1993).

Actualmente somos casi 100 millones de habitantes
distribuidos en los 32 Estados de la Republica Mexicana
(Censo 2000).

1.3 ESTRUCTURA GENETICA DEL NCORESTE DE MEXICO

El Estado de Nuevo Ledn, en el Noreste de México tiene
una superficie de 64,555 Km* y en el 2000 contaba con una
poblacidn de mas de 4 millones de hebitantes. La ciudad de
Monterrey, Se localiza en la parte centrooccidental del
Estado, Junto con siete cjiudades constituyen el &area
Metropolitana de Monterrey (AMM), donde se concentra €l
78.38% de la poblacidn del Estzdo. (Censeo 2000).



En 1821 el Estado tenia una poblacién de 78,816
hakitantes, <con un alt¢c grado de variacidén en la
composicidn étnica en cada uno de sus municipios, <on un
promedio de 52% Espafiola, 45% Indigena y Mestiza y 3%
Africana; en la actualidad se considera que casi el 100% de
la poblacidn es Mestiza con diferentes grados de mezcla

génica (Viscaya 1969),

Ya que el Estado de Nuevo Ledén fue colonizado, entre
1577 y 1596, hasta el momento, varios eventos histdricos,
demogréficos y politicos han ocurride, los gue han influido
en la estructura genética de la poblacidn, Se mencicnaran
cuatro de ellos:

1) Las poblaciones antecesoras, Indios nativos, Indios
inmigrantes (Tlaxcaltecas, Lipanos y Comanches),
Espanoles, Portugueses, Judios Sefarditas, Franceses
y Alemanes (Hoyo 1979).

2) La inmigracién debida al c¢recimiente industrial del
area. En 1940 la poblacidn en el Estado tenia 541,147
habitantes, de los cuales el 39,24% residia en el AMM;
mientras que en 1960 la poblacién del Estado era de
1,078,848 habitantes y el 66.41% residia en el AMM,.
Este incremento fue debido a la inmigracion de 400,000
personas principalmente de los Estados de San Luis
Fotosi, Coahuila, Zacatecas, la ciudad de México ¥y
algunos paises extranjeros (Montemayor-Hernéndez
1971) .

3} Ccho guerras en gue los habitantes del Estado
participaraon, la Independencia de México (1810-1821),



la Independencia de Texas (1832), la guerra Estados
Unidos-México (1846), la guerra de Ayutla (1854), las
invasiones de los Lipanos y Comanches (1848-1870}, la
guerra de Reforma (1857-1860), la invasidn Francesa
(1862-1866) y la Revolucidn Mexicana {1910-1917).

4) Las epidemias de la viruela en el sigle XVII y de la
fiebre amarilla en el siglo XIX (Hernéndez-Garza 1973;

Montemaycr-Hernandez 1971) .

1.4 MEZCLA GENETICA

Uno de los pardmetros de utilidad para establecer las
relaciones genéticas entre las poblacicnes, es la mezcla
génica que permite calcular en las poblacicones hibridas la
proporcion de genes provenientes de cada una de las

poblaciones fundadoras (Chakraborty, 1975].

La mezcla génica consiste en la posibilidad de que dos
poblaciones genéticamente diferentes se mezclen entre si.
Supcngamos dos grupos hipoteticos, uno formado
exclusivamente por individucs homocigotos AA y €l otro por
sujetos en que todos son homocigotos aa. Del apareamiento
de estos dos grupos, todos los individuos de la siquiente
generacidn seran heterocigotos Aa, 1o que significa un
cambio importante en relacidm con cada uno de los grupos
iniciales. Es probable gque este mecanismo haya tenido
importancia en nuestra especie hasta muy recientemente,
porque la posibilidad de que grupos diferentes se mezclen
estd condicionada, entre otras cosas, por la situacidn
geografica de los mismos, y s6lo desde hace poco tiempo la

revolucidén en los sistemas de transpaorte ha permitideo el



contacto facil entre grupos diferentes. La fdérmula que
permite estimar en las poblaciones Mestizas la proporcién
de genes proveniente de cada una de las poblaciones

antecesoras es:

Porciento de Mezcla Génica = (¢* - Q)/ (g - Q) X 100,

en donde q' es la frecuencia alélica de la poblacidn hibrida
(por ejemplo, Monterrey), mientras gque g (Amerindia) y Q
(Espanola) representan las (frecuencias alélicas de 1las
poblacicones antecesoras (aquéllas de gque se formd 1la
poblacidn Mestiza). El problema para la aplicacidn de esta
férmula es que habitualmente el lnico dato experimental con
que seé cuenta €s la frecuencia del gen en la poblacidn
Mestiza, mientras que las frecuencias de las poblaciones
base son obtenidas de la literatura o del Intermnet,
aceptandc que son iguales © similares a las existentes
cuando ocurrid la mezela génica (Chakraborty 1986a,b, 1988,
199%2a.,b) .

Para el Estado de Nuevo ledn son varios los trabajos
donde se ha calculado el porciente de mezcla génica
utilizéndese <coma marcadores genéticos los grupos
sanguineos {(Garza-Chapa, 1983; Cerda-Flores y Cols. 1987,
1988, 1989, 1991, 1992, 1994) y en 108 que se ha encontrado

que:

1) Esta poblacidén tiene una mayor contribucion Espaficla
que Amerindia.

2) En el estrato socioecondmico alto hay una mayor

contribucidn Esparniola que en el estrato scocivoecondmico



medio.

3) En la generacién de 18%4-1923 hay una mayor
contribucidn Espaficla gue en la generacibtn de 1954-
1283.

4) En los individuos c<uyos cuatro abuelos naciercn en

Nuevo Leén hay una maycr contribucidn Espafiola que los
que nacieron fuera de Nuevo Ledn.

1.5 POLIMORFISMO GENETICO Y MARCADOR GENETICO

Polimortismo genéticc se define com¢ la ccurrencia en
una poblacién de dos o mas alelos para un locus con
frecuencias alélicas mayores gque 1lo gque podria ser
mantenido por mutacidn. Los polimorfismos son diferencias
genéticas que proporcionan variacion dentro de una especie.
En la practica, es dificil saber coOHmo la frecuenciaz de un
alelo se puede mentener por mutacidén, asi gque una
definicidn operacicnal de polimorfismo es comunmente usada:
Se dice que un polimorfismo existe si el alelo mas comun
para un locus tiene una frecuencia menor al 99%. Estos
polimorfismes son ubicuos, especialmente en las regiones no
codificadoras del DNA (intrones) (Friedman y Cols. 1996).

Un marcader genético es una simple caracteristica
genética hereditaria con alelos reconocibles de inmediato.
En otras palabras, un marcador genético es polimédrfico vy
facilmente detectable, Un marcador puede o no ser parte de
un gen expresado. En general, los marcadores genéticos més
valiosos son aquellos que son mas polimérficos (Friedmean y
Cols 1996).



1.5.1 POLIMORFISMOS DEL DNA

El tipo de pclimorfismo méas utilizado en el campo de
la Genética de Poblaciones es el polimorfismo del DNA (DNA
mitocondrial, DNA nuclear y del cromosoma Y) el cual se
puede identificar mediante la deteccidén directa de la
secuencia alterada del DNA como se observa en la Figura 1
(Friedman y Cols 1996);

a. Los polimorfismos en 1la longitud de fragmentos de
restriccién (RFLPs) son variaciones hereditarias en la
secuencia del DNA que resultan en la ganancia ¢
pérdida de un sitio reconocide por una enzima de
restriccién (por ejemplo, EcoRl o Tagl). Los RFLPs
pueden zresultar en la alteracidn de la cantidad de
nucledtidecs entre tales sitios.

(1) Son transmitidos como caracteristicas simples
cocdominantes.

{(2) Pueden ser detectados mediante Southern blot o
mediante el anédlisis de fragmemtos de DNA
generados por la reaccidén en cadena de la
polimerasa (siglas en inglés, PCR).

(3) Han sido ampliamente usadcecs en los estudios de
ligamiento y mapeo genético.

b. Aproximadamente el 10% del genoma esta compuesto por
secuencias de DNA satélite (secuencias repetidas en
tandem) . Estas secuencias son llamadas asi debido a su
separacidn del resto del DNA gendmico al someterse a
centrifugacién en un gradiente de densidad. E1 DNA
sateélite esta constituido por dos categorias de
secuencias repetitivas en tandem que pueden ser

utilizados como marcadores genéticos (Friedman y Cols



1996) .

(1) Los polimorfismos de repeticiones cortas en tandem
(STRs), las cuales son algunas veces llamadas
microsatélites o simples secuencias repetitivas
(SERs), y que consisten de segmentos de DNA muy
polimérficos que tienen por 1lo general una
longitud menor a 1 kb y se componen de unidades
repetitivas en tandem de 2, 3 0 4 nucledtidos. Un
ejemplo es la repeticidn dinucledtida (GT),, 1la
cual esta compuesta de los nucledtidos guanina
(G) Y timina (T). La secuencia
.+ .GTGTGTGTGTGT.... puede tener de 10 a 60
unidades GT, Algunas caracteristicas de los STRs
son (Friedman y Cols 199¢):

a) Estan presentes en numerosas copilas en todo el
genoma . Por ejemplo, existen
aproximadamente 50,000 diferentes loci
zepetitivos (GT), en los humanos. Ya que las
secuencias de DNA que flanquean a cada
repeticién en tandem son diferentes, 1los
loci repetitivos pueden ser distinguidos
utilizande la técnica de PCR.

b) Se transmiten comc caracteristicas
codominantes simples.

¢) Se utllizan especificamente como marcadores
genéticos en los estudios de ligamientc ¥y
mapeo genético.

(2) Los minisatélites son repeticiones en tandem muy
polimérficos gue van de 1 a 30 kb de longitud.
Las secuencias repetitivas de los minisatélites
Sson mas dgrandes y complejas que los STRs
(Friedman y Cols 1296).



al

b]

c)

e)

Los minisatélites pueden presentarse en un

solo sitio del genoma (sondas mono-locus)
pero repeticiones similares se pueden
presentar con frecuencia en muchas sitios
diferentes del genoma (sondas multi-lgcus).
Con lous marcadores mono-locus, un individugo
puede presentar una o dos bandas dependiendo
51 es homo o heterocigoto, respectivamente;
con las sondas multi-locus, los individuos
presentan alrededcr de 18 bandas.

Los polimorfismos de tandem de nimerc variable

{VNTR8) son secuencias minisatélites del DNA
que pueden ser identificadas ya que estos
marcadores presentan sitios reconocidos por
enzimas de reslriccidn. Los VNTRs son un
tipo especial de RFLP y de minisatélire.

Los VNTRs se detectan cominmente mediante el

anadlisis de Southern blot pero éstos y otros
marcadores minisatélites pueden
identificarse por PCR,

Los minisatélites se transmiten como
caracteristicas codominantes simples pero
cuando los minisatélites multi-locus son
analizados en geles de Southern blot, é&sto
no es a menudo aparente dekido a la
complejidad del perfil producido.

El gran polimorfismo y la complejidad de los

minisatélites multi-locus 1los hace de un
valor muy especial en la medigina forense.
Sin embargo, la complejidad del perfil
producido con minisatélites multi-locus ha

conducido también a contrcversias en la

10



f)

medicina forense, debido a la dificultad en
determinar las frecuencias alélicas en las
poblaciones.

La huella digital del DNA (DNA
fingerprinting), involucra por lo general la
prueba de marcadores minisatélites, los que
han sido utilizados para establecer la
paternidad, determimar 1la cigocidad e
ldentificar a un individuo especifico en
base a una pequena muestra de sangre, semen,
pbelo u otro tejido. Esta tecnologla se basa
en la caracterizacion de regiones variables
¢ polimérficas del material genético de los
individuos. Con la excepcién de los gemelos
univitelinos, <cada individuo tiene una
huella digital de DNA Unica (Jeffrey y Cols.
198%a, b, ¢, 1986, 1991; Gill y Cols. 18985;
Honma y Cols. 1989; Neufeld y Cols. 1390;
Nakamura y Cols. 1987; Higuchi y Cols. 1988;
Waye y Cols. 1990; Wong y Cols. 1987). Los
marcadores genéticos que pueden ser uGtiles
en la identificacién de individuos, deben
tener un gran pcder de discriminacion [PD =
1 - Spi¢, donde Spi® = suma de cuadrados de
las frecuencias relativas de los genotipos
diferentes encontrados] o capacidad de
distinguir entre dos individuos (variacidn
genotipica) (Helmuth y Cecls. 19%0). Entre
mas alelos tenga un marcador genético (mayor
polimorfismo) y mas uniforme sea §SU
distribucién entre la poblacidn (mayor
heterocigosidad), mayor sera su PD.

11
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1.5.2 TIPIFICACION DE MARCADOURES DE DNA MEDIANTE LA PCR

La técnica de Southern blot se utilizaba inicialmente
para realizar la genctipificacidédn de marcadores tipo VNTR.
Este ensayoc regueria de much¢o tiempo, radiactividad vy
grandes cantidades de DNA (microgramos), Las Iregiones
hipervariables (HVRs) se pueden analizar mediante técnicas
de hibridacién tipo Southern klot con sondas unilocus ©
multilocus marcadas con radiactividad, flucrescencia ¢ con
sustancias guimicas cromdgenas. Actuvalmente la tipificaciodn
de minisatélites y STRs por PCR tiene miltiples
aplicaciones y ventajas.

El PCR vinc a gumentar en mucho la sensibilidad de la
tipificacidon de VNTRs va que puede realizarse a partir de
ng de DNA; ademas, ha representado numerosas ventajas como
no utilizar radioactividad, la rapidez, mencr consumc de

reactivos y materiales, etc.

Utilizandg iniciadores colocados de manera especifica
fuera de la regiones "core®™ y en regicones no repetitivas,
se obtienen fragmentos amplificados por PCR de longitud
inherente al numerc de repeticiones. Esta técnica
representa un método conveniente para analizar loci VNIR vy
s€¢ le conoce coumo AmpFLP: polimorfismos de longitud de

fragmentos amplificados.

Utilizando 1la técnica Amp-FLP se pueden amplificar
VNTR’s con tamario de hasta 2 kb y los fragmentos pueden
separase por Electroforesis en geles de peoliacrilamida de
alta rescluciéon (PAGE). Los fragmentos pueden visualizarse

con técnicas de tincidn con bromurc de etidio, plata,

13



hibridando con sondas marcadas con fluorescencia o
cromdgenos.

1.5.3 POLIMORFISMO DEL DNA MITOCONDRIAL

Existen en el citoplasma de la mayoria de las células
somaticas de mamiferos zproximadamente 1000 mitocondrias.
Estos organelos, que son los sitios donde se lleva a cabo
la respiracidn celular, pudieron haberse originado de
bacterias ancestrales gque desarroliarcn uwna relacién
simbiética <con otras células gque invadieron. Cada
mitocondridn tiene una peguefia molécula circular de DNA. El
aparente codige universal del DNA nuclear no es aplicable
estrictamente al de la mitocondria debido a que varios
codones del DNA mitocondrial (DNAmt) producen aminoacidos
que difieren con los que produce el DNA nuclear vy a la
inversa también (Attardi y Cols, 1982; Barrel y Cols.
1879} . El tamanc de la molécula, en el humano es de 16,568
pares de bases, estando en Jlos mamiferos altamente
conservadce (Brown 1983). Una molécula de DNAmt humano ha

sida secuenciada completamente {Anderson y Cols. 1981).

Los primeros estudics concluyeron gque la mayor
variacién en la secuencia del DNAmt era debido dnicamente
a la sustitucion de una sala base, perc la alta resolucién
en los estudios sobre sitios de restriccidédn hicieron
posible, al secuenciar el DNAmt humano, que las mutaciomnes
en las regiones no codificables eran producto de las
inserciones y deleciones de muchas bases (Cann y Wilson
1983) . Recientes revisiones literarias sobre el DNAmt son

dadas por Avise y Lansman y por Brown, ambas en 1933,

14



Las siguientes <caracteristicas son de intereées

particular en los estudios evoliutivos en humano:

a8) La recombinacidn nc se presenta en el DNAmt de mamiferos
(Aquadro y Cols. 1983).

b) En animales superiores, el DNAmt se heredard solamente
a través de la linea materna. Los drboles genealégicos
humanas con herencia mitocondrial deben mostrar que
todos los descendientes de una madre afectada (por
ejemplo, miopatias, sindromes neurclégicos Q
cardiomiopatias) estardan afectados y todos los
descendientes de un padre afectado seran ncrmales
(Lansman y Cols. 1983b).

¢} La substitucidn genica del DNAmt €s 1C vez mas rapida
que la del DNA nuclear (Brown ¥ Cols. 1979), aungque
hay algunos segmentcs de 1la molécula gue estan
impedidos para tener una rapide evolucidn (Agquadro y
Cols. 1984) . Esta alta tasa de substitucién podria ser
el resultade de unz alta tasa de mutacidm intrinseca,
o de una falta de wecanismos de reparacion del DNA,
durante un corto periodo generacional, o de otreos
factores (Brown, 1983; Cann y Cols. 1984; Cann ¥y
Wilson 1983).

La herencis materna y la falta de recombinacidn del
DNAmt en los mamiferos garantizan que las combinaciones
génicas del DNAmt no serdn rdpidamente enmascaradas por la
reproduccidén sexual, como ocurre en €l caso del DNA
nuclear, Este hecho ha sido explorado por amnalisis de la
introgresidén e hibridizacion en ratédm (Lansman y Cols.

19823) y en peces dorados (Avise Yy Saunders 1984).
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Similares aplicaciones han podido 1llevarse a cabo en
humanos.

Debido a que el genoma del DNAmt (secuencias unicas)
es muy pequeho y facil de aislar, es més coOHmodo trabajar en
laboratorio con éste gue con el DNA nuclear (secuencias

repetitivas).

Los métodos de laboratoric para el andlisis de los
sitios de restriccion del DNAmt son los mismos a los del
DNA nuclear, con la excepcidén de que no se necesitan
hibridizar los fragmentos con sondas radicactivas. Esto es
debido a2 que una determinada enzima cortari el DNAmt en
nuy pocos lugares, produciendc un peguefio numero de
fragmentos. Los mismos fragmentos se pueden marcar
radicactivamente vy después visualizarse mediante la

exposicién de una membrana a los rayos X (Jorde 1985).

Utilizando la técnica de RFLE, Wallace y sus
¢colaboradores han mostrado que la mayocria de los
haplogrupos son especificos de los continentes (Wallace
1992) ., En Africa, del 70% al 100% de las pcblaciones del
sub-Sahara estdn representadas pcor el haplogrupo L (Chen y
Cols. 1995). En Asia y la Siberia los DNAmt pertenecen a
los haplegrupos C, D, G y E, los cuales son miembros de los
haplogrupos M (Ballinger ¥ Cols. 19%92; Torroni y Cols.
1993b, ¢; Chen y Cols. 19985), mientras que para €l resto de
Asia los DNAmt pertenecen a los haplogrupos A, B, F, X6 ¥y
X7 (Torroni y Cols. 1994¢, Merriwether y Ferrell 199¢).
Unicamente seis haplogrupos humanos de aAsia (A, B, C, D, X6
y X7) son observados en los nativos de América (Schurr y
Cols. 1990; Horai y Cols. 1995; Torroni y Cols. 19%3a,
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1994a, 1994d; Merriwether y Cols. 1994, 1995, 1986,
Merriwether y Ferrell 1996, Easton y Cols. 1996). En
Europa, el 99% del DNAmt pertenece a los 10 haplogrupos (H,
I, 3, K, M, T, U, V, Wy T) (Torroni y Cols. 1994b, 1996).

La descripcidn detallada de todos estos haplogrupos se
da en €l la Tabla 1.1 mientras que en la Tabla 1.2 se
muestra como se determina el haplutipo del DNAmt Amerindio
de la poblacidén Mestiza Mexicana.
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Tabla 1.1. Haplogrupos del DNAmMt humano.

Haplotipo | Sitios Scnda (sentidc, Poblacidon Ref.
Poliméorticos | antisentido)
A +663 HeelIl $34-553, 725-706 Amécica, Asiz 1
B Spb-delecién 8150-9166, 9366-834°% América, Asie 1
c +13482 Alul 13197-13213, 13403-1338¢ América, Asis 1
[a} ~5176 Rlul 5151-5170, 5481-546¢ Pmérica, Rsis 1
X6-7 -€63 Heelll 534-5532, 725-7Q¢ Rsia, América z
+13262 Alul 13197-13213, .3403-1338¢4
45176 Rlul 5151-5170, 5481-54g4
+10397 Alul 10270-190299, 10579-10537
E -7596 ihal 7367-71384, 9172-91%4 Asia 3
t -1206 Minell L6493-16472, 1696-1E77 Rsia 3
G +4830 HawIII 3108-3127, 5917-%89¢ Rsia 3
H -7925 Alul $830-65%99%, T131-711¢ Europs 4
% -1715 Ddel 1615-1643, 1894-1874 Europe 4
+£249 Avall 9188-9207, B8366-9345
-10028 Alul 9911-9%22, 10.207-1000%8
J -137V4 BstOl 13883-12605, 13842-13824 Euzopa 4
K -RC52 Kaell 5829-38¢5, $154=9153 Europs ¢
+12309 HIunfIL L2104-12124, 12338-12309
L +3592 Hpal 2388-3408, 3717-3701 Africs
M* +10397 Alul 10270-10290, 10579-108%57 América, Asia 4
T +13366 BamHI 13172-1319C, 13403-13384 Eurapa 4
+15606 Alul 15¢09-1542€, 15701-156€2
u +12308 Hipfl 12104-1%124, 12338-123C% Europa 4
v -4577 NlaI~T 43Q8-4325, 4739-4720 Euvrors q
w +§24% KAvall 8198-£207, B366-08345 Europe 4
-£ Y94 HaelIl E829-6845, 2194-9183
x -171% Ddel 1615-1643, 1894-1897 Europa 3
*M=C+ D+ E+G
1. Schurr y Cols. 1980, 2. Merriwether y Ferrell 1996, 3.

Torronl y Cols, 1984c y 4. Torroni y Cols.
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Tabla 1.2. Determinacion del haplotipo DNAmt Amerindic de
una persona Mestiza Mexicana mediante el corrimiento por
separado de las sondas (sentido, antisentido) A, B, Cy D
en un gel de agarosa.

Sondas A Sondzs B Sondas C Sondas D DNAmt

+ L = + A
- S = L B
- L + + C
- L - - D

+: presencia de la banda, -: ausencia de la banda, L:

Banda grande y S: Banda pegqueia.

1,5.4 EL MARCADOR GENETICO D1S580

El locus hipezvariable D1S80 fue inicialmente
identificado por la sonda pMCT118. Se localiza en el brazo
corto del cromoscma 1 y tiene una segregacidn autecsédmica
codominante {Nakamura y Cols. 1988).

El lccus D1580 contiene secuencias de DNA repetidas en
tandem (VNTR) (Nakamura y Cols. 1987). La unidad que se
repite tiene un tamano de 16 pb de longitud y los alelos
tienen tamafios variables desde 350 a 1000 pbh. Mias de 22
alelos diferentes han sido identificados y con unidades de
repeticidén de 14 a 50 veces (Kloosterman y Cols. 1993).

El locus D1580 fue clonado y secuenciado, lo que
permitid identificar secuencias conservadas flanqueantes a
la regidtnm hipervariable gque sirvieron para disefar
iniciadores y  utilizarlos para su amplificacidén vy
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tipificacién por PCR (Kasai y Cols. 1990)., Ademas, la
secuencia nucleotidica obtenida confirmd que el tamarnio de
la unidad que se repite es de 16 pb y reveld que contiene
una secuencia “core” GNNGTGGG, caracteristica de los VNTR
ricos en G. Dado que los alelos varian en el numerco de
repeticiones, el tamafio de los fragmentos amplificados es
variable, Estos pueden ser resueltos y tipificados mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida. Se han utilizado
diferentes sistemas, PAGE en geles de alta resolucioén,
discontinuos, tefiidos con bromuro de etidio o plata (Kasai
y Cols. 1990; Allen y Cols. 1981). Es un marcador genetico
altamente polimdérfico e informativo, muy wutilizado en

ciencias forenses y genética.

D1S80 es un minisatélite altamente polimdrfico tiene
aplicacién principalmente en estudios de identificacidn de
individuos. E1 locus D1S80 es uno de los marcadores AMP-FLP
mayormente caracterizado en el campo forense (Kasai y Cols.
1990; Budowle y Cols.1895, Kloosterman y Cols. 1993). Este
locus es especifico del DNA humanc y se hereda siguiendo
las Jleyes de Mendel (Cosso y Reynolds 1995). El
Departamento de Genética Humana de la companla Roche
Molecular Systems, Inc. (ARlameda, CA) ha desarrollado un
estuche de tipificacidn para D1§80C (AmpliFLF D1S80 PCR
Amplification Kit). La validacidn realizada a este estuche
demostrdé que la tipificacidn se puede realizar a partir de
materisl de evidencia, comg manchas de sangre colecradas en
escenas de crimenes (Cosso y Cols. 1995), Se han cobtenido
resultados confiables para D1S80 a particr <¢e restos en
descomposicidon, demostrando asi que muestras que no son
adecuadas para €l andlisis par RFLP pueden ser analizadas
utilizando marcadores Amp-FLP (Hochmeister v Cols. 1991}).
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Para la amplificacié4n de la region VNTR [1S80. Se
utilizaron los iniciadores descritos por Kasai y Cols.
1990:

D1880 sentido:

5'-GAR ACT GGC CTC CAAR ACA CTG CCC GCC G-3'
D1S80 antisentido:

$'-G7C TTG T7G GAG ATC CAC GTC CCC CTT-3°.

1.5.5 EL MARCADOR GENETICO HILA-DQAl

El uso de la PCR y sondas oligo-alelo-especificas ha
facilitado €l estudic de los polimorfismos HLA en genes
especificos de este complejo génico (Wordsworth 19281, Saiki
y Cols. 1989). El més estudiado por PCR-SSOF es el locus
HLA-DQA1 (Rivas y Cols. 1997). Este gen es de la clase IT
y contribuye en la respuesta inmune codificando la cadena
alpha del heterodimero de superficie en las células
presentadoras de los antigenovs. El polimorfismo de DQALl se
localiza en el segundo ¢exdén del gen y al menos 8 alelos
pueden ser detectados mediante PCR-SSOP (DQA1*0101, -*0102,
-*0103, =-*0201, -*0301, =-*0401, -*0501 y -*0€601). La
comparfiia Perkin Elmer también desarrelld un estuche para la
tipificacion de DOAl, el cual ha side utilizado ampliamente
para caracterizar diferentes poblaciones, y es capaz de
identificar 6 alelecs (los alelos -*0401, -*0501, *-0601 se
tipifican por una sola sonda). La combinacidn de estos seis
alelos origina 21 genotipos diferentes (Perkin Elmer 1995,
Comey y Budowle, 1991}.

La tipificacidon del gen HLADQA]l se realizd con el

estuche comercial AmplyType de Perkin Elmer que contiene
los iniciladores GH26¢ y GH27 (Helmuth y Cols. 199%Q) que
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incluyen biotina y que amplifican un fragmento de 242 o 238
pb. Como iniciador sentido se empled al GH26 ({5'-
GTGTGCCAGGTGTRAAACTTGTALCAG-3Y) ¥ como antisentido al GHZ27
(5'-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG-3") .

1.5.6 LOS MARCADORES MICROSATELITES o STKs.

Las regicnes hipervariables en donde la secuencia
principal (core) gue se repite en tandem tiene un tamano de
2 a 5 pb, se denominan microsatélites o polimcrfismos de
repeticiones cortas en tandem {de sus siglas en ingleés
STRs) .

El carécter peolimorfico de los sitigs STRs es el
resultado de la variabilidad en el numeroc de repeticicnes
en tandem de un alelo a otro. Diferentes tipos de loci STRs
han sid¢ descritos di-, tri- ¥y tetranucléotidos (Litt y
Luty 1989, Weber 19390, Edwards y Ceols. 1991).

Hoy en dia, el an&dlisis de los STRs mediante la PCR es
un método ampliamente utilizado para realizar la
identificacién de individuos (Fregeau y Fourney 1993,
Schwnm 1896, Kimpton y Cols., 1993, 1994). Ademas se pueden
amplificar varios 1loci STRs mediante PCR multiplex vy
detectar los fragmentos con tincidén con plata o en forma
autcmatizada utilizando diferentes compuestos fluorescentes
(Urquhart 1995).

En la Tabla 1.3 se proporciona la descripcién de cada
uno de los 13 STRs utilizados.
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La Tabla 1.4 proporciona 1los dos procesos que se

siguieron pera tipificar 1lcs 13 &TRs siguiendo las

recomendacicones del provedor de PROMEGA:

Tabla 1.4. Sistema GenePrintTM PowerPlex™ 1 + PowerPlex™ 2

= 13 S5TRs (CQDIs*)

PowerPlex™ 1 PowerPlex™ 2

D55B1¢6
D1353517
D758240
D165539
CSF1PO
TPOX TPOX
THO1 THO1
VWA VWA
FGA
D21s511
D8S1179
D18551
D3s13Sg

*CODIS: Combined ONA Indexing System
{http://www.promega.con/yeneticidentity/)
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1.5.7 POLIMORFISMOS DEL DNA EN EL CROMOSOMA Y

La regién no-pseudoautosdmica del cromesoma Y es
especifica para homblres, haploide y libre de recombinacién
genética y por lo tanto puede propeorcignar una visién
evolutiva complementaria a la gue provee el DNAmt (Jobling
y Tyler-smith 1995, P&sgbo 1995). Las secuencias del tipo
STR son de particular significancia para las pruebas de
identificacién utilizadas en criminolcgia. Al menos 14
sistemas de STRs para el cromosoma Y han sido descritas
(DYS19, DYS288, Dys385, DYS388, DYS3891, DYS38911, DYS320,
DYS391, DYS392, DYS393, YCA I, YCR 1I, YCA III y DXYS156Y).
Todos ellos son altamente polimdrficos y han sido
utilizados exitosamente en estudios poblaciconales vy
evolutivos, trazando los lineajes paterncs y también en
examenes faorenses (Jobling y Tyler-sSmith 1995, Hammer 1995,
Kayser y Cols. 1997z). Las secuencias de los STRs del
cromosoma Y pueden ser utilizadas para detectatr ¥y
distinguir el DNA masculino. Por lo tanto, el andlisis de
los STRs-Y son una herramienta analitica adicional para los
casos de viclacidn y asalto séexual. las aplicaciones de los
STRs-Y (individualmente y/o en reacciones combinadas en
Multiplex) parecen ser Utiles para identificar el DNA
masculino en mezclas de material masculino y femenino
(Prinz y Cols. 1997). Antes de que cualquier nuevo locus
sea aplicado en los casos forenses, deben de realizarse
estudios poblacionales (como este estudio). Es bien sabido
que las diferencias significativas en las frecuencias
alélicas pueden ccurrir entre los principales grupos
étnicos (Kayser y Cols. 1997b, de Knifff y Cols. 1997,
Roewer y Cols. 1996). De alli que nos propusimgs analizar
en esta tesis unicamente 3 STRs-Y: DYS391 (tetranucledtido:
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6 alelos), DYsS390Q (tetranucledtido; 10 alelos), and DYS3891

(tetranncledtido: 7 alelos) (de Knijff y Cols. 1997; Kayser
Yy Cols. 1997h; .

La descripcién detallada de los tres microsateélites
del cromosoma Y se da en la Tabla 1.5
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En esta tesis se gnalizaron ademds dos marcadores de DNA

especificos del cromosoma Y:

1. Un elemento de insercién de la familia Alu [(YAP = Y-Alu
Polymorphism) or DYSZ87]. Se sabe que el polimorfismo
se debe a la insercidén de un elemento Alu en el locus
DYsS287 del cromosoma Y. El evento de insercién del
elemento Alu (YAP+] dentro del cromosoma Y se sabe que
ocurrié muy temprane en la evolucidn humana, entre
29,000 a 34,000 anos en Africa (Harmer 13984, 1933).
Todos aquellos individuos YAP+ pueden tener una cola
de Poly-A larga ¢ corta. La presencia de una cola
larga (L) o corta (S) puede determinarse mediante la
enzima de restriccidn Haelll al realizarse la PCR. Las
sondas de este marcador son:

DYS287 sentidc: 5'= CAG GGG ANG ATA AACG AARA Ta=- 3!

DYS287 antisentido: 5'- ACU GUT AAA AGG GGA TGG AT~ 3'.

Estas sondas amplifican fragmentos de 455 pb (YAP+) ¢ 150

pb (YAP-) (Hammer y Horai 1995).

2. Un simple cambio de base (SNP: Single Nucleotide
Polymorphism) de C~ T para el locus DYS199. El alelo
DYS199T se ha encontrado unicamente en las poblaciones
Amerindias (Underhill y Ceols. 199¢), donde es més
predoninante y se encuentra ligado al alela DYS19 en
la posicidn 186 pb, lc que indica que esta mutacidn
ocurrié en el Continente Americano entre los
Amerindios ancestrales, quienes tenian €l pb 186. Los
Europeos y Africangs son 100% DYS199C y los Amerindios
tienen el 47.61% (399/838) DYS199C y el 52.39%
(429/838) DYS199T (Underhill y Cols. 19967 Bianchi y
Cols. 1998).
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A continuacidn se muestra la secuencia nucleotidica
completa de 241 pb del SNP DYS199. La posicidn nucleotidica
polimérfica 181 estd indicada en el paréntesis. las
regiones utilizadas para el diserio de las sondas estén
subrayadas.

§'- TARA TCA GTC CTC CTC CCA GCA AGT GAT ATG CAA CTG AGA TTC
CTT ATG ACA CAT CTG AAC ACT AGT GGA TTT GCT TTG TAG TAG GAA
CAA GGT ACA TTC GCG GGA TAA ATG TGG CCA AGT TTT ATC TGC TGC
CAG GGC TTT CAA ATA GGT TGA CCT GAC ART GGG TCA CCT CTIG GGA
CTG A(A)A ATT AGG AAG AGC TGG TAC CTA AAR TGA AAG ATG CCC
TTA AAT_TTC AGA TTC ACA ATT TT -3F

1.6 IMPORTANCIA

Desde ¢l punto de vista de colaboracidn a la ciencia
badsica, el trabajo qgue se realizd es importante, por su
contribucién al conocimiento del comportamiento de los
genes en las poblaciones mestizas humanas, tanto en
aspectos migratoriocs como de fendmenos de la poblacidn

establecida en un lugar geografice.

La importancia directa de Jlos posibles origenes,
radica en que el coneocimiento de ellos es atil para
explicar algunos fendmencs patoldogicos que puedan estar
presentes en esta poblacidn. Ademas, el valor historico del
trabajo es de interés, puestc que, la poblacidén en estudio
ha recibido un altao grado de inmigrantes de otros Estados
de la Republica Mexicana y de otros paises del mundo,
debido al auge industrial desde 1940.
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El estudic permitird también, establecer 1las
relaciones que existen con otras pocblaciones; tales como,
semejanzas, diferencias y posibilidad de antecesores

conmunes .

El estudio de polimorfismo genétice contribuyd para la
caracterizacion genética de la poblacidn desde el punto de
vista de calculo de {recuencia de genes y genotipos,
permitiendo esto la posibilidad de explicar algun fendémeno
bioldégica © médico forense que esté o© se presente
posteriormente en 1a poblacidn.

Por ultimo, la importancia residid¢ también en que son
pocos los estudicos de este tipo a nivel nacional en donde
se busque la caracterizacidon genética de una pobiacién
mediante marcadores con un alto dJgrado de pclimorfismo
genético como lo son €l DNA nuclear, el DNA mitcocondrial y
el cromosoma Y.

1.7 ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Criginalidad. Este &s el primer estudio de estructura y
mezcla genética gque se realiza en México utilizando
marcadores moleculares del DNA nuclear, DUNA mitocondrial ¥

del cromosoma Y.

Mediante el estudio de estos marcadores pelimérficos,
el grupo de trabajo, integrado por cientificos de Méxica y
de los Estados Unidos obtendremos un mejor conocimiento
acerca de la estructura genética y de los eventos

evolutivos que se han suscitada en la poblacién Mexicana.
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Ademés, las frecuencias al€élicas que se cbtuvieron son
de gran utilidad en 1la medicina forense para la
identificacidén de cadaveres, delincuentes involucrados en
violaciones vy crimenes, en comprobacidn de paternidad, en
identificaciones de parentesco y en las relaciones étnicas

de estudios antropoldgicos.

Justificacién. El presente estudio se Jjustifica ya que con
el advenimiento de la tecnologia, denominada huella digital
del DNA (DNA fingerprinting}, se podra tener una mejor
caracterizacidén del material genético de las poblaciodmes
del Noreste de Méxicg, a través del uso de las secuencias
minisaté&lites del DNA conocidas como VNTRs con un alto
grado de polimorfismo genético., Aunade a esto, 1la
utilizacién de esta metodologia en poblaciones donde no se
cuenta con una base de datos de las frecuencias alélicas y
genctipicas, ha suscitadc controversias, especialmente
cuando coincide el patrén genético de una muestrza bioldgica
de la evidencia de un crimen y la del sospechoeso: €sto
ocurre cuando no se conoce la probabilidad de coincidencia
al azar (PCA = 2qg’-q’, donde g = frecuencia alélica media)
entre dos individuos de une poblacidn sin parentesce
familiar y gue tengan al azar un genotipo idéntico {(Wong y
Cals. 1987). Este es el problema principal y el punto de
centroversia en los ¢asos legales, y su resolucidn requiere
de 1la aplicacidon de 1los métodos de 1la genética de
poblaciones (Cohen 1990; Chakraborty y Cols. 199la),
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1.8 HIPOTESIS

Asumiendo que la seleccidn natural no estd involucrada
en el mantenimiente de la variacidén genética de 1los
marcadores moleculares del DNA nuclear, DNAmt y DNA del
cromosoma ¥, se espera, al ser utilizados todos ellos por
separado, que sean diferentes los porcentajes de mezcla
genética por lineas maternas y paternas de las poblaciones
Espancola, Amerindia y Africana para la poblacidén Mestiza

Mexicana. De ser asi, la hipdtesis del presente estudio es:

La poblacidn Mestiza Mexicana, se derivo
primordialmente del apareamiento de mujeres Amerindias con
hombres principalmente de ogrigen Espalicl y en un menor

grado con Amerindios y Africanocos.

1.9 OBJETIVOS

Dado lo extenso de esta tesis y para brindar una mejar
comunicacién al lector, los objetives del presente estudio
se daran por separado en cada uno en los proximos cuatro
capitulos., No sin antes dar una descripcidén general del
drea de estudio y de la wmetodologia utilizada para 1la
recoleccién de las muestras. Cabe mencionar que los
capitules restantes corresponden a las cuatro publicaciones

derivadas de este estudio.
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1.10 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO.

El estudio se desarrolld por entrevista personal por
medio de encuestas a 143 personas de ambos sexos, en
diferentes Unidades del Instituto Mexicano del Seguro
Social en el Area Metropolitana de Monterrey y €n las
escuelas preparatorias y facultades de la Universidad
Autdnoma de Nuevo Ledn. El tamanc de muestra y el potencial
estadistico de este estudio, se determinaron utilizando el
criterio de Chakrabarty (1992c) y Chakraborty y Zhong
(1994) para VNTRs. Los criterios que se tomaron para las
personas que participaron en el estudio fuercon:

a) Que esteén apareniemente sanas

b) Que no tengan parentesco con otros participantes en el
estudio.

¢) Que conczcan el lugar de nacimiento de sus cuatro
abuelos.

d) Que no hubieran recibido transfusiones sanguineas.

€) Que n¢ estuvieran tomando medicamento capaz de

interferir con el estudio,

A cada persona se le explicé el propdsite del estudice
y se le pidié su colabeoracidn vcluntaria para encuestarlo
y tomarle 5 ml de sangre periférica. En caso de aceptar,
se le pidid que firmara una hoja donde autorizaba
participar en €l estudig. Por otro lado, se asumid de
nuestra parte el compromisc de utilizar los resultados sdlo
para fines cientificos en el campo de la Genéetica de
Poblaciones y a que el entrevistade quedaria bajo el
eénonimato, destruyendo la variable gue 1o identifica dentro
de la base de datos,
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En las encuestas se recabd la siguiente informacion:

Tdentificacidén: RC-001 a RC-143

Direccidn particular

Fecha de encuesta

Nombre

Apellido paterno

Apellido materno

Fecha de nacimiento

Edad (afios)

Sexo

Lugar de nacimiento (municipic y Estado)

Apellidos del padre

Lugar de nacimiento del padre (Estado)

Apellidos de la madre

Lugar de nacimientc de la madre (Estado)

Lugar de nacimiento de los 4 sbuelos

Estado Civil

Nombre de la esposa (esposc)

Apellidous de la espusa (esposo)

Tiempo de residir en el AMM

Si tiene © no teléfono

Nivel de educacidn

Tipo de empleoc

Papel y estatus (ej: un individuo tiene un papel de
Médico Y su estatus es el de vender
enciclopedias)

Observacivnes
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1.11 METODOLOGIA

Después de ser entrevistado, a cada individuo se le
tomaron 5 ml de sangre periférica, los que se colocaron en
tubos Vacutainer (16 x 100 mm} con EDTA (K3). Las muestras
y las hojas de encuestas que se colectaron de Marzo a Junio
de 1997, se llevaron al Centre de Investigacidn Biomédica
del Noreste (CIBIN), IMSS., Inmediatamente se tomarcn 6.5 pl
de sangre de 1los tubos con EDTA mediante pipetas de
plastice “Jumbe Bulb Pipet” (Beral Inc¢, Chatsworth, CA),
para colocarlas en tarjetas FTA (FTA™ Fitzco Inc, Maple
Plain, MN), cuya presentacion es de cuatro circulos a los
que se les aplicdé 1.5 pl de sangre a cada circulo. La
tarjeta FTA se colocd en una superficie plana y se dejdé por
una hora hasta que se secd la sangre para posteriormente
ser c¢olocada en una bolsa de pléstico (Fitzco Inc, Maple
Plain, MN) conteniendo silicato (abscorbente de humedad)
[SORB-1IT, UD Belen, NM].

De acuerdo a la compafiia FITZCO, Inc, las muestras de

sangre colocadas en las tarjetas FTA:

(1) Pueden durar hasta seis anos.

(2) Se pueden mantener a temperatura ambiente.

(3) Puede obtenerse el DNA purificado de: sangre, saliva,
bacterias, virus y plantas.

(4) Puede eliminar los wpatdgencs de la muestra (por
ejempleo: virus, bacterias y hongos).
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CAPITULO 2
MEZCLA GENICA EN TRES POBLACIONES MESTIZAS DE MEXICO:
MARCADORES D1S80 Y HLA-DQA1l.

RE SUMEN

El presente estudio, compara los polimorfismos
geneticos de los 1loci D1S80 y HLA-DQAlL en tres poblaciones
Mestizas Mexicanas (Nuevo Ledn, Jalisco y el Distrito
Federal]l. En este estudic se demuestra que la distribuciédn
de las frecuencias génicas son homogeneas en las tres
muestras. Solo la poblacién del Distrito Federal mostrod
minimas diferencias de las frecuencias alélicas para el
HLA-DQAl con respecta a las otras dos pcblaciones Mestizas.
En terminos de estructura genética, todas las poblaciones
Mestizas presentaron evidencias de mestizaje principalmente
can las poblaciones antecesoras Espanhola (50-60%) vy
Amerindia (37-49%) y en un menor gradeo con la Africana (1-
3%) . Al realizar una comparacion de las mezclas genicas
para estas tres poblaciones, no se observaron diferencias
significativas para D1S80 y HLA-DQAl. Todas ellas al
compararse con el porcentaie de mezcla génica de un estudio
previo con grupos sangulneos tampoce mostraron diferencias
significativas. Tod¢ lo anterior nos indica que estos daos
marcadores moleculares son utiles para examinar
homogeneidad/heterogeneidad a través de todas las
poblaciones Mestizas Mexicanas. La relacidn inversa de la
proporcion de la diversidad génica debido a las diferencias
poblacionales dentro de la diversidad genética poblacional
eés consistente con las predicciones tedricas, lo que apoya
de nueva cuenta la utilidad de estos dos marcadores

moleculares para los estudios en genética de poblac:iones,
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INTRODUCCION

El pocl génico de las poblaciones Mestizas Mexicanas
derivan de tres fuentes principales: Europeos (Espafioles),
Amerindios y Africanos (Lisker 1981). Son pocous los
estudios con grupos sanguinecs y proteinas séricas gque
apoyan la etnohistoria de las poblaciones Mestizas
Mexicanas (Cerda-Flores y Cols. 19287, 1988, 1989, 1991,
1994, 2000; Crawford y Cols. 1976a, 1976b; Garza-Chapa ¥y
Cols. 1983, 2000; Liskexr y Beabinsky 1986; Lisker y Cols.
1986, 1988, 199%0; Tiburcio y Cols. 1978}.

No han sido llevados a cabo estudics sistemidticecs can
marcadores moleculares de DNA, este es el primer estudic
donde se propeorciona informacidil de dos marcadores de DNA
altamente polimérficos (D1S80 y HLA-DOAl) en tres de los
Estados (Figura 2.1) mas grandes en toda la Republica
Mexicana (Nuevo Ledn, Jalisco y el Distrito Federal].

El Estado de Nuevo Ledn, uno de los cinco Estados del
Noreste de México (que incluyen los Estados de Coahuila,
San Luis Potosi, Tamaulipas y Zacatecas) tiene una una
poblacién de aproximadamente 3.8 millones de habitantes. El
Estado de Jalisco tiene aproximadamente €.3 millones y el
Distrito Federal aproximadamente 17.8 millones (Censo,
200Q) .
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio fue el conocer
si la estructure genética de estas tres poblaciones
Mestizas de Meéxico son similares en términos de 1los
polimorfismos de DNA. En caso de ser similares esto seria
de gran ayuda en los futuros estudios de disefic de caso-
control en busqueda de la asociacidon de marcadores de DNA

con enfermedades que afectan a las poblaciones Mexicanas.

Los objetivos particulares de este estudio fueron:

1. Estimar la contribucién de las poblaciones ancestrales
{(Espanola, Amerindia y Africana) en tres poblaciones
Mestizas utilizando dJdos poliworfismos del DINA
nuclear, D1S80 y HLA-DQAI.

2. Comparar las proporciones de mezcla génica de estas tres
poblaciones Mestizas.

3. Comparar las estimaciones de mezcla génica de 1la
poblacibén de Nuevo LedHn utilizando los dos marcadores
de DNA c¢on respecta & 1la misma poblacién, pero
utilizandeo cinco marcadores de grupos sanguinecs
(previamente zreportades por Cerda-Flores y Cols.
1994} .
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MATERIALES Y METODOS

Descripcidn de la muestra. La informacidn genética de estas
poblacicnes fue colectada como parte de una investigacidn
mas amplia de la estructura genaetica de las poblaciones

Mestizas Mexicanas.

La 1muestra de Nuevo Ledn consistid de 103
participantes, 1l0os cuales fueron entrevistades en la
Universidad Autdénoma de Nuevo Leén y en el Instituto
Mexicano del Seqguro Social (IMSS) de 1997 & 1996. En la
muestra de Jalisceo, 129 individuos fueron tamizados para
D1s80 y 63 para HLA-DQAl. Ellos eran perscnas no
emparentedas que vivian en el Area Metropolitana de
Guadalajara, Todos ellos tenian padres y abuelcs Mestizos
Mexicanos y eran Qriginarios principalmente del Estado de
Jalisco. Los 1individuos muestlreados de Jalisco £fueron
miembros familiares de empleados del IMSS g estudiantesg
voluntarios de la Universidad de Guadalajara. lLa muestra
del Distrito Federal fue seleccionada con propdsitos
comparativos, que consistio de la informacidn de
frecuencias aleélicas para D1S8Q y HLA-DQAl recopilada por
Peterson y Cols. (2000).

Preparacién de la muestra, E1 DNAR fue extraido de
leucocitos de sangre periférica. Para el Estado de Nuevo
Ledn, el DNA fue obtenido mediante el método de lisis con
Tritdon X-100 y SDS, se purificd mediante la extraccidn con
fenol-¢cloroformo, y se precipitd con etanol (Martinez-
Soriano y Cols. 1993). Para la muestra de Jalisco, se
extrajo el DNA mediante el meétodo descrito por Miller y
Cols. (1988).
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Tipificacidén de D1$S80. El DNA extralido fue amplificado
mediante la técnica de PCR utilizando las primers D1S80
descritos por Kasai y Cols. (1990). Después de la
electroforesis, el DNA fragmentado fue visualizadeo mediante
la tincidn de bromuro de etidio v el gel fue escaneado con
el sistema Gel Doc 1000 (Bio Rad Laboratories, Hercules,
CA). Los perfiles de 1las bandas escaneadas de cada
individuo fueron evaluadas mediante la comparacidn con las
escaleras alélicas comercliales para D1S80 (PE Applied
Byosistems, Brachburg, NJ).

Tipificacidén del HLA-DQAl. Para la tipificacion del
marcador HLA-DQAl fue utilizadz una sols amplificacidén con
PCR con primers de DQA bictinizados y el procedimiento de
dot-blot reverso con sondas de oligonucledtido
inmovilizadas. El protocclo fue‘llevado a cab¢ de acuerdo
& la amplificacidn de PCR AmpliType HLA-DQAl y la
tipificacién con el XKit incluido {(Perkin Elmer Applied
Bicsystem, Branchburg, NJ}. Las muestras de Jalisco fuercn
tipificadas para HLA-DOAL mediante el mérodo de Olerup y
Cols. (1993), cuyos resultados son comparables con el Kit
comercial utilizade en las muestras de Nuevo Ledn.

Métodos Estadisticos. Los andlisis estadisticos se llevaron

a2 cabo en cinco partes:

1. Las frecuencias alélicas fuercn estimadas por el método
de conteo genético (Li 1976), debido a que los
sistemas codominantes D1S80 y HLA-DQARL al ser
utilizado este método no se requieren suposiciones
acerca de la estructura dentrc de 1las poblaciones

muestreadas.
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La posible desviacién de las expectativas de Hardy-
Weinberg (HWE) fueron analizadas por tres métodos: la
prueba de homocigocidad (Nei 1978), la prueba de razdn
de verosimilitud (Weir 1992) y la prueba exacta (Guc
Y Thomson 1992).

La prueba ezacta (takbla de contingencia RxC) fue
utilizada para analizar la homogeneida& de las tres
poblaciones Mestizas para los loci DIS80 y ELA-DQAl
por separado (Roff y Bentzen, 1983).

El porcentaje de contribucidn de las poblaciones
antecesoras para las poblaciones Mestizas fue
calculado por el método de Elston (1971), cada
poblacién Mestiza fue considerada el producto de la
mezcla de tres poblaciones: Esparnola (Centro de
Espafia), Amerindia (Pueble) y Africena (Zimbabwe). La
informacién de la frecuencia de las tres poblacicnes
antecesoras fue obtenida de la compilacidén de Peterscn
y Cols. (2000) para Africa, para los Amerindios de
Schell y Cols. (199S5) y para Espana de la péagina de

Internet http://www.ertzaintza.net/adn nuclear.
Las proporciones de mezcla génica de las poblaciones

Mestizas fueron comparadas utilizande la prueba de
heterogeneidad de Chi-cuadrada de Rac {1973).
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RESULTADQOS

Distribuciones de las frecuencias alélicas y comparacidn
entre las tres poblaciones: Lla distribucidén de 1las
frecuencias alélicas para D15S80 para las tres poblaciones
Mestizas Mexicanas y las tres poblacicones antecesoras se
muestran en la Tabla 2.1, Los alelos mas frecuentes en las
poblaciones de Nuevo Ledn, Jalisco y Distrito Federal
fueron los alelos 18 y 24. Para Nuevo Ledn, Jdalisco Yy
Distrito Federal Los valores de diversidad alélica
{estimacidén insesgada de heterocigocidad) fuerom 0.878,
0.806 y 0.827 respectivamente. Al ser comparadas las tres

pocblaciones Mestizas no se detectaron diferencias

significativas (G = €5.40, P > 0.05).
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Tabla 2.1. Frecuencias alélicas del alelc D1S8C (%) en tres
poblaciones Mestizas Mexicanas y en tres poblaciones

antecesgras,

Alelo Nuevo Leen Jalisco Distrito  Espana? Amerindiost Afcica®

Federal®

N 103 129 230 297 a3 10

15 Q.97 0.00 Q.00 0.00 0.0Q0 Q.00
16 3.88 1.16 2.20 0.00 10.80 0.50
17 0.48 0.39 9.49 Q.34 0.50 1.49
18 23.30 30.21 32.20 22.90 25.30 2.48
19 3.40 0.39 0.40 0,50 2.70 0.00
20 0.98 1.55 0.90 2.19 0.50 0.50
21 2.42 2.33 1.3V 3.20 1.10 14.36
22 1.4¢ 1.5% 1.50 5.39 1.1¢ 12.87
23 1.94 0.39 0.20 1.18 0.0¢ 2.97
24 20.39 29.07 20.90 35. 8¢ 30.10 12.87
25 e i .99 9.60 5.05 9.10 5.%54
26 2.43 1.16 1.70 1.51 0.0¢ 0.00
27 g.0¢ 0.74 1.50 0.67 2.20 2.97
28 7.28 5,04 5.90 6.73 2,70 11.88
79 5.34 2.33 5.00 6€.723 0.00 1.98
30 7.28 5,81 8.00 0.67 5.80 1.49
31 TAVE 9.30 €.30 4.38 - 7.50 6.93
32 0.97 0.39 Q.70 Q.17 0.00 1.49
33 g.ao 0.00 0.0d a.400 0.00 0.00
34 0.97 0.00 Q.70 0,50 0.00 16.34
35 0.00 0.39 0.20 0.34 0.00 0.00
36 0.4% 0.39 Q.20 0.50 Q.00 0.00
37 0.00 0.39 . 0.00Q C.87 0.00 0.00
38 0.00 Q.00 0.20 0.17 0.00 0.00
39 0.00 0.00 g.ad g.19 0.00 0.00
>=40 0.48 0.00 0.00 0.67 0.5%0 2.97
H U0.878 L.du0e U.g2% 0. 807 0.818 Q.897

Nuevo Ledn vs Jalisco vs Distrito Federal:

G = 65.40, P >0.05

H: Diversidad genética (estimador insesgado de
heterocigosidad)

* Peterson et al. 2000

® http://www.ertzaintza.net/adn nuclear

¢ sScholl et al. 1995.
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La distribucién de las frecuenclas alélicas para HLA-
DQAl para las tres poblaciones Mestizes Mexicanas y las
tres poblaciones antecesoras se muesiran en la Tabla 2.2.
Hubo un total de 6 alelos. El alelo mdas frecuente fue el 4
en las tres poblaciones mestizas. Para Nuevc Leén, Jalisco
y Distrito Federal los valores de diversidad alélica fueron
0.759, 0.737 y 0.691 respectivamente. Al sexr comparadas las
poblaciones de Nuevo Leén y Jalisco, no se encontraron
diferencias significativas (G = 8.14, P=0.11}), pero zal ser
ambas comparadas con la muestra del Distrito Federal se
encontraron diferencias significativas (G= 29.16, P<0.095).
Al parecer el alelo 2 es el menos frecuente en la poblacién
del Distrito Federal, con un incremento en l10s alelos 3 y
4, en comparacidn can las otras dos poblaciones.
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Frecuencias genotipicas con las expectativas de Hardy-
Weinberg: Se resumen los resultados de las pruebas de HWE
en la Tabla 2.3. Las distribuciones de las frecuencias
genotipicas para €l loci D1S80 no se desvia de HWE basado
en cuvalgquiera de las tres pruebas estadisticas (prueba de
homogeneidad, prueba de la razdn de verosimilitud y la
prueba exacta) en las poblaciones de Nuevo Ledn y Jalisco.
Pcr el contrario, las pruebas de razén de verosimilitud y
exacta no se desvian de HWE pareé las frecuencias
genotipicas de HLA-DQAl en las muestras de Nuevo Ledn ¥y
Jalisco, la prueba de homocigosidad reveld una deficiencia
significativa de los homocigotos observados en la muestra
de Jalisco (P = 0.019, basados en 1000 permutaciones
alélicas; Edwards y Cols. 1992).
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Andlisis de mezcla génica. La Tabla 2.4 presenta los
valores estimados de las proporciones de mezcla gérica con
sus respectivos grrores estandard para ambos loci. El
modelo trihibrido de mezcla génica (consistente de 1la
contribucién genética de Fspafia, Amerindia y Africana) se
ajustd para las tres poblaciones Mestizas. Las proporciones
de mezcla génica estimadas fueron: 60%, 37% y 3% para Nuevo
Ledn; 56%, 43% y 1% para Jelisco y S0%, 49% y 1% para el
Nistrito Federal, c¢on respecto a log pools génicos
ancestrales, no mostrando diferencias significativas al ser
ahalizadas por el estadistico de heterogeneidad Chi-
cuadreda, <ome se okbserva en el Ultimo rengldén de la Tabla
2.4. Sin embargo, la proporcidn de genes Amerindios parece
ser algo mas grande en los Estados de Jalisco y el Distrito
Federal con respecto a Nuevo ledn, con una disminucion de
la contribucidn Africana en su pool génico. La poblacidn de
Nuevo Ledn mostrd las mismas contribuciones ancestrales con
las poblaciones del Noreste utilizande marcadores de DNA
nuclear o marcadores de grupos sanguineos (el estadistice
de heterogeneidad de Chi-cuadrada fue 0.002, P >0.05).
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DISCUSION

La contribucién de las poblaciones ancestrales de
Espana, ARmerindia y Africana en las tres poblaciones
Mestizas Mexicanas son similares utilizando los dos
marcadores de DNA D1S8C y HLA-DQALl. En los Estados Unides,
eimilares contribuciones han sido reportadas en México
Americancs en los Estados de Texas y Arizona, pero sin
utilizar los polimorfismos de DNA nuclear (Hanis y Cols.
1991; Cerda-Flores y Cols. 1992; Long y Cols. 1991; Tseng
Y Cols. 1988; Williams y Cols. 1932).

De los dos sistemas analizados, el locus D1580 es mas
polimérfice que el HLA-DQAl, tanto en el numero de alelos
que segregan como también en la diversidad génica
(heterocigosidad) . En este sentide, la homogeneidad de las
frecuencias alélicas del locus D1580 a través de las tres
muestras y una mencr indicacién de heterogeneidad para el
locus HLA-DQAR1l es en realidad insignificante. Chakraborty
y Li (1492} han mostrado que la heterogeneidad de 1las
frecuencias alé¢licas a través de las poblaciones se
relacionan inversamente con la hetercocigocidad dentro de la
poblacidon. Los datos presentados en este estudio, siguen
exactamente esta prediccién, ya que la proporcidn de
diversidad génica (Gsy) en estas poblaciones mestizas fue de
3.14% para D1S80 y de 6.70% para HLA-DQAL.

Las frecuencias alélicas reportadas en un reciente
estudio de Rangel-Villalobos vy Cols. {1999) para D1S80 en
otra nmuestra de la poblacidén Mestiza de Jalisco no e€s
diferente @ la de este estudio (p > 0.085). A pesar de que
la historia residencial de las 173 individuos muestreadaos

no se mencionan en ese estudic, las mediciones del
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polimorfismo de D1S80 son muy similares a las de la muestra
de Jalisco del presente estudio (por ejemplo, 19 alelcs son
segregados, se tiene una diversidad génica del 83.6% y el
estadistico de heterogeneidad para 1la diferencia de

frecuencias génicas fue de 17.89, P = 0.63;}.

La poblacién de Nueve Ledbn mostro similares
contribucicnes ancestrales con las poblaciones del
Noreste, wutilizando tanto marcadores de DNA nuclear o<
marcadores de grupos sanguineos. Este hallazgo indica que
los marcadores DI1S80C y HLA-DQAl son también de utilidad

para medir megzcla génica.

En conclusién, los Mestizos de los Estados de Nuevo
Ledn, Jalisco y el Distritc Federal tienen similares
contribuciones ancestrales, al menos con respectg a los dos
marcadores nucleares aqui medidos. Si este recsultado es
mantenido con el uso de otros marcadores meleculares de DNA
(por ejemplo los marcadores STRs u otros microsatélites),
este hallazgo tendr& profundas implicaciones en los
estudios de asociacidn de enfermedades conn genes en las
poblaciones Mestizas Mexicanas. La homcgeneidad genética de
las poblaciones Mestizas urbanas facilitarid el muestreo
tanto de individuos afectados y controles sin necesidad de
detallar intormacidn sobre su historia residencial o
historia de migracién entre Estados, lo que conduce a 1la
posibilidad de wuna facil colecta de grandes series de
casaos-control. Qhviamente el incremento en la tendencia de
la contribucidén Africana en el pool génico de la regidn
Noureste del pais (a pesar de gue no existieron diferencias
significativas en el estudic) debera ser analizado con un
mayor conjunto de marcadores de DNA, que incluys loci que
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muestren marcados cambios de las frecuencias alélicas en

las poblaciones Africanas y no Africanas.
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CAPITULO 3

AUSENCIA DEL LINEAGE EURCPEO Y AFRICANC EN MESTIZOS
MEXICANOS A TRAVES DEL ESTUDIO DEL DNAmMt

INTRODUCCION

Ha sido descrito que las poblaciones Mestizas de 1las
regiones Metropolitanas de México derivan de Europeocs
(Espafioles), Amerindics y Africancs (Lisker 1981}. sSin
embargo, parece ser que el flujo de genes por lineas
masculina y femenina no es igual, Vya que la historia del
Mestizaje en México puede gque no refleie con precisidn la
estimacidén de 1la propcrcidmn de mezcla génica al ser
atilizados sdlo los genes nucleares (Mesa y Cols. 2000;
Chakraborty 1998; Carvajal-Carmona y Cols. 2000) .

Utllizando andlisis haplotipicos del DNAmt, en este
estudio, mostramos gque en las poblaciones Mestizas del
Noreste de México el lineage materno de mezcla en los
individuos es totalmente de origen Amerindic. Ademas, la
homogeneidad geogrédfica de 1las frecuencias de los
principales haplogrupos Rmerindics, dentro de esta regidn
del pais, nos indica que las estructuras de mezcla genética
fueron muy similares. Los datos presentadaos aqui muestran
las grandes diferencias (hasta ahora reportadas) de las
estimaciones de mezcla basados en marcadores del DNAmt y
del DNA nuclear. Los Mestizos Mexicanos recibieron genes de
las poblaciones Europeas y Africanas principalmente (si no

completamente) de los lineages masculinos.
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El Estado de Nuevo Leén, en el Noreste de WMéxico
(incluye 1los Estados de Nuevo Ledn, Coabuila, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Zacatecas) tiene un area de 64,555 Kn?
Yy para el afo 2000 una poblacidn de 3,826,240 habitantes
(Figura 3.1)1. Es una poblacién Jjoven con 83.8% de 1la
poblacion menor a los 44 ahos de edad (Censo 200Q).
Aproxiwmadamente el 82% de la poblacidon en el Estado reside
en el Area metropolitana de Monterrey (AMM) gue se localiza
en la seccidédn Centro-Oeste del Estado de Nuevo Leén (DEPD
1978} . En 1960, Nuevc Ledn tuvo 1,078,848 con casi 50% de
esta pocblacidn que habia migrade al BMM, principalmente de
los Estados de San Luis Pobtosi y Zacatecas (Montemayor-
Hernandez 1971; Cerda-Flores y Cols. 1987, 1989).

74



*QTOBU BUII}PW

eToNqe B[ OPUOP ODTX9W op Seuoz sel A uQe] oadNN 8P Ope}sH [9p UQTOBZITEDOT “1°€ eanbta

Ve
E)
o
o o@d
VQ

vV Iivn 3.Lvng

cmd O
~ R HH

321138 - GINOZ

021X 3N
40
47N9

i

|
d

:
:



Los estudious sobre la variacidn del DNAmt humano ha
propercionado expectativas uUnicas dentro de la evolucidn
humana (Denarc y Cols. 1981, Cann and Wilson 1983; Cann ¥y
Cols. 1987; Vigilant y Cols. 1991; Horai y Cols. 1985).
Unicamente cince haplogrupos (A, B, C, D, and X) han sido
observados en Nativos Americanos (Schurr y Cols. 189C; Ward
y Cols. 1991; Horai y Cols. 1993; Torroni y Cols. 1993,
1924a,b; Merriwether y Cals. 1994, 1995, 1996; Merriwether
and Ferrell 1996; Easton y Cols. 1996). Estos haplogrupos
estdan generalmente ausentes en los Europeos y Africanos
(Wallace 199%5). Estas observaciones proporcionan 1la
oportunidad de estimar el grado de mezcla genética que
ocurrid a través de la linea materna en las poblacicnes

recientemente Mestizas.

MATERIAL Y METODOS

Se celectaron en tubos que contenian EDTA muestras de
sangre venosa de 143 individucs sanos y no emparentados.
Los participantes fueron entrevistados en la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn (74 estudiantes) y en el Instituto
Mexicano del Sequro Social (29 trabajadores
administrativpos) de 1997 a 1298, El1 Comité de Etica del
Centro de Investigacidn Biomédica del Noreste, IMSS aprobé
el estudio, La informacién se dividid en cuatro zonas de
México de acuerde al lugar de nacimiento de la abuela

materna de los sujetos (ver Tabla 3.1).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 3.1 se muestra la distribucidn de 1las
frecuencias de los heplotipos del DNAmt, por zona de
origen. Claramente puede observarse gue el 100% de los
hapiotipos del DNAmt fueron de origen Amerindio (A =
39.86%, B = 4.20%, C = 36.36% y D = 19.58%). El hecho de
haber encontrado un origen Amerindio de los haplotipos del
DNAmt es aparentemente contradictoric z las estimaciones de
mestizaje de la poblacidn de Nuevo Leén (60% Espanicla, 37%
Amerindia y 3% Aftricana), utilizando el modelo trihibrido
para el mismo conjunto de poblaciones y microsatélites del
DNA nuclear(Cerda-Flores y Cels. 2001). Esta cbservacidn es
indicativo del pasado apareamiento direccional entre
mujeres Amerindias y hombres Europeos y/o Africanos. La
diferencia en los niveles de estimacién de Mestizaje entre
las estimaciones del DMAmt derivado por la linea materna y
las estimaciones nucleares derivadas bi-parentalmente en
este estudio son demasiado grandes (Mesa y Cols. 2000;
Carvajal-Carmona y Ccls. 2000; Merriwether y Cols. 1997) .
Las estimaciones de mezcla, basadas en los haplogrupos del
DNAmt de las regiones fronterizas de las ciudades de Juérez
y Ojinaga en el Estado de Chihuahua, no siguen las lineas
maternas de Eurupecos o Africanas en el proceso de mestizaje
{Green y Cols, 2000),

Ademas, las distribuciones de las frecuencias de los
haplogrupas en las cuatro zonas (Tabla 3.1) parecen ser
homogéneas (tabla de contingencia RxC x* = 12.07, p= 0.213,
obtenida a través de 10,000 replicaciones de permutaciones;
Roff y Bentzen 1989). Esto es consistente con las
observaciones para genes nucleares {Cerda-Flores y Cols.
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1587}, lo que indica la homcgeneidad de las estructuras
genéticas de las poblaciones Mestizaz de la regién Noreste
de Méxiona.
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CAPITULO 4

ESTIMACION DE MEZCLA GENICA EN POBIACION DEL NORESTE DE
MEXICO UTILIZANDO 13 STRs

RESUMEN

Los polimorfismos tetraméricos repetitivos cortos en
tandem (STR) son ampliamente utilizados en genética de
poblaciones, evolucidn molecular, mapeo Cromosomico Yy
andlisis de ligamiento, pruebes de paternidad, analisis
forense y aplicaciones wmédicas. Este trabajo proporciona 1)
las distribuciones alélicas de 13 loci STRs (D3513%58, vWA,
FGA, D8S1179, D21S511, DI8sSSH1l, D5S818, D13S317, D7SB820,
CSF1PQ, TPOX, THOL y D163539%) en 143 Mestizos del Noreste
de Mexico, los que fueron amplificados -mediante 1la PCR
utilizando un kit comercial y posteriormente tipificados
utilizando electrofcresis capilar (PAGE), 2) el calculo de
la contribucidén de las poblaciones ancestrales y 3) una
comparacidn de la mezcla geneética de esta poblacidn
gtilizando 10 STRs con el estudio previamente reportado,
donde se utilizaron los locl moleculares D1S80 y HLA-DQAL.
Las distribuciones genotipicas de 1os 13 STRs estuvieron de
acuerdo con las expectativas de Hardy-Weinberg (HWE). Con
las frecuencias obtenidas, las mediciones de mezcla génica
se realizaron mediante el método de méxima vergsimilitud,
para los Espaficles, Amerindios y Africanos con 1las
siguientes proporcicnes: 55%, 40% y 5%, respectivamente.
Utiljizando 10 STRs esta poblacidén mostrd similares
contribuciones ancestrales a las encontradas con los mismos
10 STRs en Hispanos de los EU [(54%, 41% y 5%) y con la
misma poblacién estudiada previamente con los marcadores
D1s80 y HLA-DQAl (60%, 37% y 3%, respectivamente). En
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conclusién, esta poblacidon Mestiza Mexicana es aceptable
para la realizacidn de estudios evolutivos y los marcadores
analizados seran de gran utilidad en los campos
anteriormente mencignados.

INTRODUCCICN

Las poblaciones Mestizas Mexicanas derivan de tres
poblaciones antecesoras: Europea (Espaficla), Awmerindia y
Africana (Lisker, 1981). La informacién de grupos
sanguineos, proteinas séricas, como también los marcadores
de DNA, D1S80 y HLA-DQAl, apovan la etnohistoria de las
poblaciones Mestizas Mexicanas (Lisker y Babinsky 1986,
Cerda-Flores y Cols., 1991, 2001; C<Crawford 1976). La
contribucién de las poblaciones antecesoras en las
poblaciones Mestizas en México, sitrven como un excelente
ejemplo para examinar la validez de las suposiciones de las
asociacliones aleatorias de los alelos dentzo y entre los
loci que son utilizados en el estudio del DNA forense.
Aunado a lo anterior, la caracterizacién de las
distribuciones de las frecuencias alélicas en tales
poblaciones Mexlicanas habilita la comparacién de estas
poblaciones coh aquellas poblaciones en 1los Estados Unidos,
clasificados como Hlispancs o Méxicoamericanos (Edwards y
Cols. 1992, Budowle y Cols. 1399).

OBJETIVOS

Los propdsitos de este estudio en 143 Mestizos
Mexicanos fueron:
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1. A partir de las distribucicnes alélicas y genotipicas de
13 STRs (D3s135¢,vwWA, ¥GA, DBS1179, D21811, D18s551,
D&s818, D138317, D75820, CSF1PQ, TPOX, THOl, vy
D165S539) realizar un resumen estadistico (calculo de
la heterocigosidad, probabilidad de exclusion y poder
de discriminacidén) en esta poblacidn Mestiza Mexicana.
Cabe senalar gue estos 13 STRs son utilizados por el
sistema forense en los Estados Unidos llamado CODIS
{The FBI national DNA identification index: Combined
DNA Index System).

2. Estimar las contribuciones relativas de las poblaciones
antecesoras Europea, Amerindia y Africana en esta

regidn.

3. Validar la robustez de las suposiciones de independencia
alélica dentro y a través de los 1loci en esta
pcocblacién Mestiza,

4. Examinar la asignacidén de las Recomendaciones 4.1 y 4.2
del Comité del Comsejo Nacional de Investigaciodn
(siglas en inglés, NRC, 1996) para interpretar el
poder estadistico de la concordancia del DNA en los
anilisis de casos forenses. NOTA: Ver el Apéndice A

para leer estas Recomendaciones.,

El Estado de Nuevs Ledn, en el Noreste de México (el
cudl incluye ademas los Estadeos de Nuevo lLedn, Coahuila,
Tamaulipas, San Luis Fotosi y Zacatecas) tiene una area de
€4,555 Km2 y en el 2000 tuvo una poblacidén de mas de 3,8
millones de habitantes (Figura 4.1). Es una poblacién
joven, el 83.8% son menores a l1los 44 anos de edad (Censo,
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2000) . Aproximadamente 82% de 1la poblacién del Estado
reside en el Area metropolitana de Monterrey (AMM), en la
seccion central occidental del Estado de Nuevo Ledn (DEFD,
1978) . En 1960, Nuevo Leén tuvo 1,078,848 habitantes con
casi 50% de esta poblacién que habkia migrado al AMM,
principalmente de los Estados adyacentes de San Luis Potosi
y Zacatecas (Montemayor-Hernandez, 1971).
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La estimacidén de mezcla basada en los datos de grupces
sanguineos nos indica que las poblaciones del Noreste de
México son similares en términos de la contribucidn de los
genes Espafoles (60%), Amerindios (37%) y Africanos (3%).
Mas del 96% de la diversidad genética total (Gg;) puede ser
atribuida a la variacién individual dentro de las
poblacicones definida por los parametros lugar y fecha de
nacimiento. No existe asociacidn no aleatoria de los alelgs
entre 10s marcadores genéticos a pesar del origen Mestizo
de esta poblacion (Cerda-Flcres y Cels. 1991, 2001). Sin
embargo, se desconoce si la reciente introducciéon de los

marcadores moleculares de DNA revelen el mismo panorama,

La introduccidn en muchos paises en el mundo de los 13
loci CODIS (Combined DNA Index System) ha dado como
resultado la 'compilacién de la informacién de las
frecuencias alélicas en el Internet (http://www.uni-
Duesseldorf.,de/WWW/MedFak/Serology/). Como consecuencia de
esta diptroduccidén, al ser 7realizadeos 1ogs estudics
genotipicos de estos 13 marcadores en 1las poblaciones
apropiadas (estas bases de datos son de dominio publico),
pueden ser de gran utilidad para resolver una gran cantidad
de problemas con.respecto al campo de la medicina forense,
asi como también en el analisis de la estructura
poblacional en 1los estudicos evolutivos. Los propdsitos
dirigidos en esta tesis muestran lo diche con anterioridad
Y ademas se presenta por primera vez la informacién del
genotipeo multilocus de 143 individuos Mestizos no
emparentados con residencia en el Area Metropolitana de
Monterrey, Nuevo Ledn, México.
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MATERIALES ¥ METODOS

La informacién genética de esta poblacion fue
colectada c¢omo parte de un macroprayecto sobre 1la
estructura genética de las poblaciones Mestizas Mexicanas.
La muestra consistié de 143 individuos saludables ¥y ng
emparentados. Mediante puncién venosa se colectd sangre
completa ($ ml) dentro de tubes gque contenian EDTA, los
tubos se agitaron suavemente para asegurar una buena mezcla
del EDTA vy la sangre.

Extraccién de DNA. Se utilizaron pipetas de pléstico para
extraer la sangre de los tubos y colocar una gran g¢gota
25 uld en el centio de cada uno de los cuatro
circulos de 1las tarjetas FTA. Cuando la sangre e€s
colocada dentro de las tarjetas FTA, las células son
lisadas, y el DNA del nucleo de los linfocitos es
inmovilizado dentro de la matriz de la tarjeta.
Mediante un lapiz perforador se realizd un corte de 1
m de diametro de la tarjeta y de ahi se extrajo el
DNA de acuerdo a les procedimientos especificados por
Budowle y Cols. (2000) para llevar a cabo la PCR,

Amplificacion de los STRs: Los 13 STRs (D3S1358, VWA, FGA,
D8s1179, D21s811, D18s51, D5s5818, D13s317,
D758240,CSF1pO, TPOX, THO1 y D165539) fueron
tipificados utilizando el kit AmpFISTR™ Profiler Plus™
y el kit AmpFISTR™ Cofiler™ (Applied Biosystens,
Foster City, CA, USA). Se siguieron los protocolos
recomendados por el proveedor.



Tipificacidén de los STRs:; Las muestras fueron procesadas

utilizando el BRnalizador Genético ABI Prism™ 31¢
(Applied Bicsystems, Forster City, CA, USA). Las
muestras fueron anaelizadas utilizandce el medio de
separacién Performance Optimized Polymer (POF) 4™ (PE
Biosystems, Foster City, CA, USR). Los genotipos
fueron registrados con las designaciones alélicas
mediante la comparacidn de los fragmentos de la
muestra ccn aquellas de las escaleras alélicas (en

unidades de tamchas repetitivos de los alelos).

Analisis Estadistico: Los analisis estadisticos realizados

(1)

{(ii)

incluyeron los siguientes pasos:

Célculc de 1las frecuencias alélicas (Li 1976), el
célculco de 1las pruebas de exXpectativa de Hardy-
Weinberg (HWE} de 1las frecuencias genotipicas (se
utilizaron tres pruebas; prueba de homocigocidad; Nei
1978; prueba de razdn de verosimilitud (LRT); Weir
1996; y la prueba exacta de Guo y Thompson, 1992) y el
cédlculo de las pruebas pareadas de desequilibrio de
ligamiento (LD) entre todcs los pares de loci (se
aplico de nuevo la prueba LRT y el criterio de la
prueba exacta:; Zaykin y Cols, 1995). El nivel empirico
de la significancia fue determinsda para <¢ada una de
estas pruebas mediante la permutacién de los alelos
corriende 10,000 replicaciones,

Se utiliz¢ la prueba de independencia mutua de los 13
loci la cual consiste en comparar las distribuciones
observadas y esperadas del nimero de alelos

compartidos y del numero de locil que exhiben identidad
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(1i1)

(iwv)

genotipica con respecto a los perfiles de DNA de los
13 locus de todos 1los pares de les individuocs
muestreados {un total de 10,153 perfiles fueron
comparados) . Las distribucicnes esperadas de estas
estadisticas bajo la supocicitn de independencia comun
de los alelos dentro y a través de los laoci fueron
calculados basados en el algoritmo de Chakraborty vy
Jin (1992).

Evaluacidon del sumario estadistico de los niveles de
pelimorfisme y su utilidad a través de la estimacién
de la heterocigocidad especifica para cada locus, su
poder de exclusidn (para pruebas de paternidad, Ohneo

y Cols, 1982) y el poder de discriminacién (Jones
1872) . -

Estimacién de los componentes de mezcla utilizando el
método de maxima verosimilitud de Elston (1971}, Para
este objetivo, €l modelo trihibride de mezcla para
esta poblacidon Mestiza Mexicana se ajustd com las
contribuciones de tres poblaciones ancestrales:
Espaha, Arerindia Y Africana. Todas ellas
representativas de las poblaciones ancestrales, 1la
informacidn de las frecuencias génicas de la regidn
Sur-QOeste de Espafia se obtuveo de Gamero y Cols,
(2000) . Las frecuencias alélicas de varias comunidades
Amerindias (Apache, Navajo y Pueblo} representaron las
frecuencias alélicas ancestrales Amerindias [datos no
publicados de la SWGDAM (Sientific Working Group of
DNA Analysis Methods) en los Estados Unidos, ver
también Budowle y Cols. 2001], y para los Africanas se

utilizaron las frecuencias alélicas de Nigeria (Deka
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y Cole.- datos no publicados). Las estimaciones gqe
mezcla se basaron en 10 loci (TPOX, CSF1PO y D165S539
fueron excluideos), debido a que estos (res 1oci nec
fuercon tipificados para la informacidon Africana de
Nigeria.

(vl Comparacidn de la base de datos de la poblacidn Mestiza
Mexicana con la base de datos de los hispanos de los
Estados Unidos Para llevar & cabo esto, se realizaron

dos tipos de comparacigones:

a. Las frecuencias alélicas patra c¢ada locus para la
poblacidén Mexicana se compararon con la misma
base de datos de los Hispanos de 1los Estados
Unidos (Budowle y Cols. 1999}). La prueba de
Contingencia de Chi-cuadrada RxC fue utilizada
con un nivel de significancia empirico (se
detérmina mediante el uso de permutaciones),
siguiendo el algoritmo de Roff y Bentzen, 1989).

b. Las frecuencias de los perfiles multilocus de los
143 individuos se calcularon en Dbase 1as
frecuencias génicas de esta base de datos y para
aquellas frecuencias alélicas de los Hispanos de
los Estados Unidos (Budowle y Cols., 1999). De la
misma manera, las frecuencias de los perfiles
multilocus de 209 Hispanos de los Estados Unidos
(Budowle y Cols. 1528) también se computaron en
base a los mismos dos conjuntos de frecuencias
alélicas. ©Se realizaron diagramas de estos
calculos 1los gque son representados en los
siguientes tres pascgs.
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1) En el primer panel, se siguid el producto
regla ¢ también llamade multiplicacién de
1os loci (bajo la suposicidn de HWE para
caca locus y sin LD}. Los alelos ng se
observarcon en una base de datos, sino que se€
observan los perfiles en otra base de datos
con frecuencias asignadas de 0.5/2n (n en
este caso, representa el namera de
individuos muestreados ¢n esta base de datos

en donde el perfil no fue observado).

2} En el sequndo panel, se utilizo la
Recomendacidén 4.1 del National Research
Council (199¢), en la cual las frecuencias
de lgs perfiles de los homocigotos son
estimados con el ajuste de la subestructura
poblacional ya ajustada [o en otras
palabras, p? + theta*p(l-p}j, con theta =
0.01], pero 1las estimaciones de 1las
frecuencias de los heterocigotos requeridos
noe son ajustados (para de esta forma
alcanzar un calculo mederado). En estos
cdlculas, tadas las frecuencias menor al
valor de umbral minimo fueron remplazados
por los valores de umbral como se determina
por la teoria de Chakraborty y Cols. (1988),

3) En el tercer panel, se realizé una evaluacioén
de las probabilidades condi¢ionales
{formulas 4.10a ¥ 4.10b de la NRC, 1996)
mediante el uso de las frecuencias aléelicas
del umbral minimo.
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Ecuacidén 4.10a de la NRC
Homocigoto: P(AA IAA) =

[2*theta + (1 - thetalp;l(3*theta + (1 ~ theta)p,]

(1 + theta) (1 + Z*theta)

Ecuacién 4.10b de la NRC
Heterocigoto: P(AA;[ARAy) =

2[theta + (1 ~ theta)p;]ltheta + {1 - thetalp,l

(1 + theta) (1 + 2*theta)

RESULTADOS

Las distribuciones (en porcientg) de 1los alelos
observados para lgos 13 STR loci estudiados, se muestran en
la Tabla 4.1. También se muestran en esta tabla las
estimaciones de las frecuencias alélicas de umbral minimo
para cada locus. Ningun alelc se encontrd fuera de la
escalera en esta muestra y las estimaciohes de las
frecuencias alélicas de umbral winimo se encuentran dentro
de los intervalos cobservados en otras bases de datas de
tamaifio similar (Chakraborty y Cols. 1998). El tamafio de
muestra de la base de datos es también adecuada para
utilizar estas frecuencias dgénicas para los propdsiteos de
DNA forense y pruebas de paternidad en las poblacidnes
Mestizas Mexicanas del Noreste (Evett y Gill 1991,
Chakrabhorty y Jin 1992).
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La Tabla 4.2 presenta unicamente todos aquellos pares
de loci gue mostraron desviaciones significativas de las
expectativas de Hardy-Weinberg y del equilibrio de
ligamiento para pares de locl. De las 13 pruebas de HWE
para cada locus, Unicamente el leocus D3S1358 se desvid de
las supociciones de HWE para la prueka exacta y la prueba
LRT. Seole cuatrc de los 78 pares de locli mostraron
cdesviaciones de equilibrio de ligamientco (LE), de 1los
cuales en tres pares participo el mismo locus (D3S1358 se
desvio de HWE). Por lo tanto, aun sin ningun ajuste para
pruebas multiples {por ejemplc, la correccidn de Bonferroni
para valcres de p}, nc existié evidencia de ninguna
desviacidn gruesa (por ejemple las desviaciones que excedan
los niveles de siynificancia nominal) de HWE y LE en las
poklacidénes Mestizas del Noreste de Méxice.
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La Tabla 4.3 muestra los valores especificos para
cada locus: 1la heterocigocidad ohservada y esperade
{insesgada), la probabilidad de exclusién {(PE) y el poder
de discriminacién (PD) en base a las frecuencias alélicas
de los datos presentados em la Tabla 4.1, Claramente, cada
uno de los 13 1locl es altamente polimdrfico en esta
poblacién Mestiza y los valores de PE y PD son comparables
con otras bases de datos en €l mundo (Budowle y Cols.
2001), La probabilidad de exclusidin prumedio combinada y €l
poder de discriminacién combinado se muestran en un formato
que también refleja la eficiencia acumulada de estos loci
en andlisis de parentesco y forense. Por ejemplo, el wvalor
de PE combinada es de 1-8.90*10°% lo que indica que, en un
promedio, alrededor de 1 de cvada 112,360 hombres acusados
erroneamente no seran excluidos como posibles padres,
cuando una madre y su hebe sean tipificados con todos los
13 loci. De la misma manera, el PD combinado, 1-2.83*1071°
implica que la probabilidad de coincidencia para estcs 13
loci es apruximadamente de 1 en 353 trillones de pruebas.
Obviamente estos valores son el promedio para todo el
conjunto de 1os 13 loci estudiados aqul, y por lo tanto,
para determinados genotipos especificos estoes numeros
variaran. Sin embargo, las estimaciones promedio conducen
a la conclusidn de que estos 13 STR loci pueden ser
utilizados también ccmo una bateria de marcaaores para

pruebas de DNA en la poblacidon Mestiza Mexicana.
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Ya que los célculos de la probabilidad combinada
para los 13 locCi 1nvolucra la suposicidn de independencia
mutua de los locli (ademds de la suposiciones de HWE y LE),
la Figura 4.2 muestra la conformidad con esta suposicidn.
Las distribuciones observadas (mediante un histograma) vy
esperadas (mediante una grafica lineal) del nunero de loci
que exhiben identidad genotipica de todas las posibles
comparaciones de los perfiles de 1los 13 1loci pareados
{pénel a) y para 1los allelcs compartidos (panel b) son
practicamente idénticas. En una comparacion de dos perfiles
aleatorios de los 13 loci en esta pcoblacién, el numero
promedic de alelos compartidas fue de 8.54 (SD = 2.13),
mientras que bajo la suposicidén de independencia mutua de
los alelos l1la expectativa fue de 8.57 (SD = 2.10). De la
misma manera, el numero de lecci observados y esperados que
mostraron coincidencias genotipicas en los dos perfiles
aleateorios fuercn 1.12 y 1.13 (SD 0.99 y 1.00,
respectivamente) . Par lo tanto, para los estadisticos de
significado forense, 1la informacidén de los perfiles
genotipicos concuerdan casi perfectamente con las
predicciones del principie de independencia mutua de los
alelos dentro y a través de los loci.
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Figura 4.2. Distribuciones observadas y esperadas del
numero de locli con identidad genotipica y el numerc de
alelos compartidos en pares comparado con los perfiles de
DNA de 1los 143 individuos (110,153 comparaciones). Las
distribuciones esperadas estdn bajo la suposicidén de

independencia muta de los alelos dentro y a través de los

loci.
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Los resultados de la comparacidn de esta base de
datos de los Mestizos del Noreste de México con la de los
Hispanes de los Estados Unidos (Budowle y Cols. 1999) se
muestran en la Figqura 4.3, Primero, el anédlisis de tabla de
contingencia RxC para la comparaclén de las frecuencias
alélicas detectd significancia (p = 0.0Z1) unicamente para
el locus VWA. La estimacién de la frecuencia de perfil
basada en las estimaciones de las frecuencias alélicas de
las dos bases de datos para lcs 143 1individuos Mestizos
como para los 209 individuos Hispanos de los Estados Unidos
se cruzan en una linea de 45 grados (Figura 4.3, en los
tres paneles). Un examen muy minucioso reveld que cuando se
utiliza estrictamente el producto regla (con la suposicidn
de HWE y LE), las estimaciones de las frecuencias de perfil
basadas en las analogias (misma muestra) de las frecuencias
alélicas son generalmente mayores (panel a), lo que indica
gue a pesar de las criticas de Krane y Cols. (1992} el
principio del producte regla es apoyado. Sin embargo, dos
estadios de conservacidn son involucrados en: (I) el panel
b (la Recomendacién 4.2 de la NRC, 1996; haciendo ajustes
para el efecto de 1la subkestructura poblacignal e
involucrande la frecuencia alélica del umbral minimo para
los alelos rareos), vy (II) el panel ¢ {fd6rmulas 4.10a y b de
la NRC 1996; probakilidades condicicnales que involucran
las frecucncias alélicas de umbral minimo), los puntos en
el diagrama de dispersién son mucho mas cercanos a la linea
de 45 grados, desapareciendo la separacién de las dos
muestras poblacignales. Esto demuestra 1la validacidn
empirica de las reccomendaciones de la NRC (1996), lo que
indica que los medios de estimacié4n de las frecuencias de
perfil cominmente empleadss alcanzan el propdsito de
eliminacién practicamente del efecto de las diferencias de
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las frecuencias alélicas en las subpoblaciones (o de estas
muestras en particular).
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Figura 4.3 Comparacién de la base de Datos de los Mestizos

del Noreste de México con la de lcs Hispanos en los Estados

Unidos.
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Fipnelmente, las estimaciones de mezcla génica
(las contribuciones de las tres poblaciones antecesQras) se
muestran en la Tabla 4.4. Como se muestra en el Apéndice
B, las frecuencias alélicas para la muestra Nigeriana
(Africanas) no estan disponibles para tres 1locil (TPOX,
CSF1PO y D168539), y por 1lo tanto, las estimaciones de
mezcla para las loci STR se basaron en 1C loci. Las
contribucicones relativas de los Espaficles, Rmerindios y
Africanos para la poblacidn Mestiza del Noreste de México
son aproximadamente del 5S5%, 40% vy 5%, respectivamente;
estas contribuciones no mostraron diferencias
significativas (p > 0.76) al ser comparadas c¢on los
Hispanos de los EU (54%, 41% y 5%, respectivamente).
También, las estimaciones de mezcla génica basados en los
STRs son similares a la informacidon reportada previamente
con 1los marcadores D1880 y HLA-DOAl t(60%, 37% y 3%,

respectivamente] (Cerda-Flares y Cols. 2001).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este es €l primer estudio que utiliza los 13 STRs
loci en una pcobklacidn Mestiza Mexicana, en donde la
informacién genotipica ha sido presentada en 143 individuos
no emparentadcs. Nuestros resultados concuerdan con 1a
etnohistoria Mexicana. Todos estos marcadores de DNA
muestran cue la poblacidn tiene un origen Mestizo, con
contribucidn de genes de Espaficles, Amerindios y Africanos,
en una praporcién de 5h5%, 40% y 5%, respectivamente.

E1 hecho de que se hayan seleccionado frecuencias
alélicas ancestrales podria de alguna manera influir en las
estimaciones de mezcla génica de esta poblacidn Mestive
(Chakraborty, 1986}, Consideramos que estas estimaciones
son probablemente confiables por las siguientes razones que
argumentamos:

Primero, se seleccionaron otras poblaciones de Africa (por
ejemplo, Angola Yy Mosambigue = http://www.uni-
Duesseldorf.de/WWW/MedFak/Serology/) y otras poblaciones de
Espafia (Galicia y toteal de FEspafia -~ http://www.uni-
Duesseldorf.de/WwW/MedFak/Serology/) y las estimaciones de
mezcla génica (Tabla 4.4) no cambiaron significativamente

(informacidén no presentada).

Segundo, estas estimaciones de mezcla génicea son
consistentes c<on aquellas basadas en D1S80 y HLA-DOAL
(Tabla 2.4, Cerda-Flores y Cols., 2001), y también con
aquellas obtenidas ¢on grupcs sanguineos (Cerda-Flores y
Cols, 1987}).
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Tercero, ¢l modelo de mezcla trihibrido es también apoyadce
por la etnohistoria de las pcblaciones Mestizas Mexicanas
(Lisker 1981; Crawford y Cols. 1976).

Cuarto, la suficiencia de estos 13 1loci STR para la
estimacién de la proporcién de mezcla génica puede ser
juzgada a través del cdlculo del Delts-score compuesto de
las diferencias de las frecuencias alélicas entre las tres
poblaciones ancestrales {l1- la mitad de las diferencias de
las sumas de las frecuencias zlélicas absolutas entre las
poblaciones parentales; Shriver y Cols. 1997). Unicamente
el locus D8SLI79 tuvo un Delta-score compuesto menor a 0.27
para las diferencias de las frecuencias alélicas Espafiola-
Amerindia., tres (vWA, FGR y DSS818) cayeron en esta
categoria para las diferencias Espaficla-Africana y ninguna
para las diferencias Amerindia-Africana (ver Apéndice B).
Por lo tanto, este procedimiento también establece que los
13 loci STR son de utilidad para estimar las proporciones
de mezcla en las poblaciones del Contiente Americanc (en
muchas de las cuales el mestizaje ocurrid de las mismas

tres fuentes - Eurcopecs, Amerindias y Africanocs).

En vista del origen Mestizo de esta poblacion,
las caracteristicas resumidas de la variacidn genética de
estos 13 loci en esta poblacidn Mestiza [mostradas en las
Tablas 4.1-4.3 y las Figuras 4.2 y 4.3) son de gran
interés. Con la historia del mestizaje alrededor de los 400
afios (o aproximadamente 20 generacliones), los Delta-scores
compuestos de 1la magnitud resumida anteriormente debid
haber generado un considerable desequilibrio de ligamiento
entre estos marcadores, aun y cuando éstos no estan ligadces
(Chakraborty y Weiss, 1988)., Aunque €sto practicamente no
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ha impactado en las desviaciones de HWE, LE y la
independencia mutua de los alelos dentzo y a través de los
loci (Tabla 4.2 y Figura 4.2). Uno quizds arqumente que
ésto es debido a1 bajeo poder estadistico para detectar
desequilibric a través de estas pruebas. De hecho, estas
pruebas tienen un poder limitado (Ward y Sing 1870; Zaykin
y <Cole. 198935). 8Sin embargo, el bajo nivel de las
diferencias de las frecuencias alélicas entre las muestras
de Mestizos de México y de Hispanos de los Estados Unidos
(Budowle y Cols. 1999), junto con la cgercana similitud de
las estimaciones de las frecuencilas de los perfiles (Figura
4.2, péneles b y ¢}, indican que 5610 una minima cantidad
de ajuste (por ejemplo, theta = 0.01) es necesaria para
tomar en cuenta cuaiquier efecto de mezcla reciente en esta
poblacidtn. En este contexto no tiene valor que 1la
diversidad genética estimada de theta basada en 1las
diferencias de las frecuencias alélicas regionales de las
poblaciones Hispanicas de los Estados Unidos es de 0.21%
(Budowle y Cols. 2001), mucho menor gue el 1%, que nosotros
utilizamos en nuestros calculos (Figurz 4.2).

Finalmente, este estudio ilustra la necesidad de
establecer tales bases de dates también en otras regiones
de México. Las diferencias regionales de las contribuciones
de los diferentes pocles genicos pueden ser detectadas a
través de estos loci, y su impacto en los cdlculos forenses
pueden ser evaluados. Para tres de estos loci (vWAR, THOl y
CSF1PQ), un reciente estudic presentd frecuencias alelicas
de la poblacidon Mestize Mexicana del Estado de Jalisco,
localizada en el Oeste de México (Rangel-Villalobos y Cols.
1999) ., Se observaraon diferencias minimas para el locus vWA
(Chi=-cuadrada de contingencia RxC = 12.32, p = 0,03
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mediante el algoritmo de Roff y Bentzen, 1989), y ninguna
para los otrous dos. Este es consistente con casi ninguna
di ferencia de los componentes de mezcla génica en Jalisca
y Nuevo Leon basados en D1§80 y HLA-DQAl, los cuales ya han
sido reportados (Cerda~Flores y Cols, 2001). Por lo tanto,
dada la disponibilidad de la informacién genética sobre
estos loci en México se debéeria de incrementar nuestra
comprensidon de la estructura poblacicnal de varias
poblaciones Mexicanas y mejorar la interpretacion
estadistica de los resultados dentro del campo de DNA

forense y de las pruebas de paternidad.
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Apéndice A

Recomendaciones para estimar las probabilidades de

gemejanza aleatoria.

Recomendacidn 4.1, De manera general, el calculo de 1la
frecuencia de un perfil se realizara utilizando el producto
regla. En caso de ccnocer el origen étnico de una persona
guien dejo la evidencia de DNA, se utilizaréd la base de
datos del origen eétnico de esa persona; perc sl se
desconace el origen étnico, se realizaran los cdlculos pare
todos los grupos étnicos para los cuales los sospechoscs
pudieran pertenecer. Para marcadores tales como los VNTRs,
en donde puede malinterpretarse el locus heterccigoto por
el de unoc que sea hcmocigoto, si se desea un limite
superior de la frecuencia del genotipo para un aparente
locus homocigota (una sola banda), deberda de utilizarse
entonces el doble producto de la frecuencia alelica
{binneada), 2p, en lugar de p?’. Para todos aqguellos sistemas
en los cuales los genatipos pueden ser determinados ccn
exactitud, p‘ + pl(l-p)theta se deberd utilizar para la
frecuencia de tal locus en lugar de p’. Para la poblacién
de los EU, un valor moderado del promedi< de theta es de
0.01; mientras que para las poblaciones aisladas vy
pequefias, un valor de 0.03 es el mas apropiado. Para ambas
tipos de sistemas, 2p,p; debera ser utilizado para los
heterocigotos. El valor de theta es una medicidén

determinada empiricamente para poblaciones subdivididas.
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Recomendacién 4.2: Si se concce la subpoblacidén especifica

de donde la evidencia de la muestra procede, se deberan de
utilizar las frecuencias alélicas para el subgrupo en
particular como se describid en la recomendacidén 4.1. En
caso de que las frecuencias alélicas para el subgrupo no se
encuentren disponibles, aun y que se tenga la informacién
de toda la poblacién, entonces los calculos deberan de
utilizar las ecuaciones 4.10 de estructura poblacional para

cada locus, vy deberin de multiplicarse 1los wvalores
resultantes.
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CAPITULO 5

DISTRIBUCION DE LOS8 MARCADORES MOULECULARES DEL
CROMOSOMA Y

RE SUMEN

La poblacidén Mestiza Mexicana deriva de <tres
poklaciones antecesoras: Buropea (Espanola), Amerindia y
Africana. Los objetivos del presente estudio fueron: 1)
analizar tres STRs-Y (DYS381, DYS390 vy DYS3B9I), Z)
analizar dos marcadores especificos del cromesoma ¥Y: Una
iusercidn del elemento Alu (YAP or DYS287) y el SNP DYS199
{C-T) y 3) calcular la contribucidén de las poblaciones
antecesoras Mexicanas utilizando las repeticiones
tetranucleotidicas DYS391, DYS390, y DYS3I891. Setenta y un
hombres Mexicanos que residian en el Estado de Nuevo Ledn,
Mexico, se agruparon de acuerdg al lugar de nacimiento del
abuelo paterno en cuatro zornas. La diversidad haplotipica
observada fue de 0.89 para los tres STRs-Y. Con las
frecuencias alélicas obtenidas, se realizd una medicién del
grado de contribucidn ancestral mediante el método de
maxima verosimilitud, obteniendo un modeleo trihikbrido para
Espafioles, Amerindivs y Africanos: 929,01%, 0.901%, and
0.98%, respectivamente y un meodelo dihibrido para Espaficles
y Amerindios ¢on las siguientes proporciones: 99.99% and
0.01%, respectivamente. Todos los hombres mostraren Ila
ausencia de la insercidn Alu (¢ sea todeos fuerom YAP-) y 61
(85.9%) fueron DYS189C y 10 (14.1%} fueron DYS199T. ILa
frecuencia del marcador DYS19% tuve wuna distribucidén
homogénea en las cuatrc zZonas. Estos resultados y el hecho

de que en un previo estudio realizado donde se encontrd que
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€l 100% de 1los haplotipos del DNAmt eran de origen
Amerindi¢o nos indica gque el apareamiento fue entre mujeres
Amerindias y hombres con origen Espafiol y en un mencr grado

con Amerindios y Africanos en el Noreste de México.

INTROOUCCION

Los Mexiceanos Iforman una poblacidn Mestiza
derivada de tres fuentes principales: Eurupea (Espafola),
Amerindia y Africana.

El Estado de Nuevo Ledn, en el Noreste de México
(que también incluye Jos Estados de Nuevo Leédn, Coahuila,
Tamaulipas, San Luis Potosi y Zacatecas) tiene un drea de
64,555 Km? y para el anc 2000 una poblacién de 3,826,240
habitantes (Figura 1). Es una poblacién joven, el 83.8% es

menor a los 44 aflos de edad (Censo 2000).

Las poblaciones del Noreste de Meéxico son
similares en términos de 1las contribuciones de Espafioles,
Amerindias y Africanas. Mas del 96% de la diversidad
genética total (Gg) puede ser atribuida & la variacién
individual dentrc de la poblacién definida por sexo y lugar
y afio de nacimiento. No existe asociacidn no-aleatoria de
los alelos entre 1os marcadcres genéticos moleculares y no-
moleculares a pesar del origen Mestizo de esta poblacién
(Cexrda-Flores y Cals, 1991, 2001).

Los segmentos especificos de los mamiferos
masculinos del cromosoma Y no tienen una contraparte
hcméloga, no se recombina, tiene todos sus genes en
desequilibrio de ligamiento ¥ su modo de transmisiébn es por
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linea paterna. A este respecto, es el DNAmL eyulvalente en
los machos. Por el contrario, los genes especificos del
cromosoma Y son haploides, mwmientras que los genes
mitocondriales son poliploides y la tasa de mutacidn del
DNA del cromcsoma Y es mucho mas baja que la del DNAmt
(Bianchi y Cols., 1998}. Son raros logs polimorfismos en la
secuenciacidn del cromosoma Y (Dorit y Cols. 1995, Hammer
y Horai 1995, Whitfield y Cols. 1995). Por lo general, los
haplotipos de ctomosoma Y tienden a tener una distribucidn
de localizacidon geoyréfica (Mathias y Cols. 1994, Spurdile
y Cols. 1994, Jobling 1994, Seielstad y Cols. 1994, Hammer
and Horail 1995, Pena y Cols. 1995, Santos y Cols. 1996,
Underhill y Cols. 1996). También 1los polimorfismos
especificos del cromosoma Y no estén restringidos para los
polimorfismos nucleotidicos simples {SNPs)] o en la
insercion/ delecion de los polimorfismos (Ciminelli y Cols,
1995, Kayser y Cols. 1997). La especificidad poklacianal de
los microsatélites ligados al cromosoma Y puede
proporcionar una eficiente deteccidn y estimacidén del flujo
genético masculino en las peblaciones Mestizas. Por 1o
tanto, los polimorfismos especificos del cromosoma Y han
llegado a ser una herramienta muy importante para detectar
y estimar el impacto del apareamiento direccional en los
niveles de mezcla en las poblaciones Mestizas.

Underhill y Cols. (1997) identificaron 19 nuevas
secuencias polimoérficas, la mayoria de ellas son
especificas de las poblaciones., Tales marcadores son los
mas recomendados para estimar la contribucidn de la mezcla
mediada por hombres en las poblaciones. Los haplotipos para
los marcadores YAF, DYS19 y STS35 son especificcs de las

peblaciones antecesoras Europea, Amerindia y Africana.
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Para los propdositos de este estudio se
tipificaron en 71 hombres Mestizos Mexicanos del Noreste:
tres STRs-Y (DYS391, DYS390 y DYS38921), el marcador YAP o
DYS287 (un elemento polimdorfico de la familia Alu) y €l SNP
DYS199 (C~T).

OBJETIVQOS

Los objetivos del presente estudioc fueron:

1. Analizar tres STRs del cromosoma Y: DYS321, DYS390 y
D¥YS3491I.

2. Analizar dos marcadores de DNA especificos del cromosoma
Y: Un elemento de insercién de la familia Alu
(YARP or DYS287) y unm cambio de base simgle (C-T
para el marcador DYS199).

3. Utilzar la contribucidn de las poblaciones antecesoras
en esta pablacidn masculina Mexicana utilizando
tres repeticiocnes tetranucleétidas: DYS391,
DYS390 y DYS3891.
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MATERIAL Y METODOS

Descripcidn de la muestra. La informacién genética de ests
poblacidn fue colectada como parte de una gran
investigacién de la estructura de las poblaciones Mestizas
Mexicanas. Las muestras de sangre fueron colectadas en
tubos que contenian EDTA de 71 hombres no emparentados y
saludables. lLos participantes fueron entrevistados en 1a
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn (estudiantes) y en
Instituto Mexicanco del Seguro Social (trabajedores
administrativos) de 1997 a 1998, E1 Comité Etico del Centro
de Investigacion Biomédica del Noreste, IMSS, México aptrohé
el estudio.

Las datos se adgruparon de acuerdo al lugar de

nacimiento de los abuelos paternos en cinco zonas (Figura
i) ¥

I. Estado de Nuevo Ledn

I1. Estados de Chihuahua, Coahuila o Tamaulipas
III. Estados de Durango, San Luis Potosi o Zacatecas
IV. Cualquier otro Estado del pais

V. Europa {Espaiia)

Preparacidon de la muestra. Primeranente, las muestras de
sangre fueron colectadas en tubos que contenian EDTA de 71
hombres sancs y no emparentados de los que se conocia el
lugar de nac¢imiento de sus cuatro abuelos. Posteriormentes,
se procedidé a procesar las muestras de sangre gque se
colocaron en las tarjetas FTA™ para de estz manera realizar
la amplificacidn del DNA mediante la PCR. Cuando la sangre
se coloca en las tarjetas FTA, las células son lisadas y el
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DNA del nuicleo de los linfocitos son inmovilizados dentro
de la matriz de la tarjeta. E1 DNA unido puede entonces ser
purificado mediante un sencillo lavado eliminando el grupo
Hemo y otrous inhibidores de la reaccion de amplificacion de
la PCR, Después de este procedimiento, las tarjetas FTA con
€l DNA inmovilizado se amplifica directamente mediante la
adicién de la mezcle de amplificacidn apropiada (FTA™ es
una marca exclusiva con licencia de Flinders Technologies
para FIT2CQ, Inc., Maple Plain, MN).

Marcadores 8STR del cromosoma Y., Los tres loci STR
especificos del cromosoma Y fueron: DYS391, DYS390, and
DYS389-I. La genotipificacidn de estos tres loci se realizd
siguiendo el protocolo de Kayser y Cols. (1997}, Los
primers para el locus DYS389 amplifican dos loci duplicados
(3891 and 389II). Todas las sondas sentido fueron marcadas
con fluorescencla. Las reacciones de PCR Multiplex fueron
llevadas a cabo utilizando 5 ng de DNA, 10 picomoles de
cada sonda, 200 um de JdNTPs, 10mM de Tris HCL, 50 mM de
KCl, 1.5 mM de MgCl;, y 1 uw de Ampli Tag Gocld (Perkin
Elmer). Las condiciones de la PCR (ciclos) fueron 95 °C pox
10 min, 29 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 9 por 30 sec y 72
°C por 2 min y una extensidén final de 72 °C por 5 min.

Los productos de la PCR fueron desnaturalizados
acompaniados del tamafo estandar (Gene Scan S00 ROX) en
presencia de formamida Y se corrieron en un gel de
polycrilamida al 4% utilizande unr secuenciador autcmatizado
para DNA.
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Analisis de YAP y DYS199, E]l marcador YAP (Spurdle y Cols,
1994} y el locus DYS199 fueron incluidos en este estudio.
El polimorfismo de YAP fue tipificado mediante una sqla
amplificacidn por PCR utilizando el procedimiento indicado
por Harmer and Horai {(19%25), El locus DY35199 fue tipificado
medignte una PCR especifica para el alelo utilizando el
procedimiento indicado por Underhill y Cols. (1996).

Todas las genotipificzciones se basaron en la
PCR. Se siquid el procedimiento de la PCR ‘touchdown’ (Don
y Cols. 1991) para realizar las amplificaciones
especificas. Todas las reacciones de PCR se condujeron en
una PE 9600 (Perkin Elmer, Forest City) para asegurar la
calidad.

Para la tipificacién de YAP (una PCR regular) vy
de DYS199 (PCR especifica del alelo) los producltos de la
PCR s€ visualizarcn en un gel de agarcsa al 1%. Las
im&genes fueron fotografiadas mediante una cémara digital
(Kodak DC-40}; los tamanos de los fragmentos fueron
evaluados y la informacidén de todo el gel fue almacenado en

forma electrénica.

An3alisis Estadistico. Llas frecuencias alélicas se
calcularon mediante el procedimiento de contec génico a

partir de los fenotipos okservados.

Los marcadores STR del cromosoma Y. Los haplotipos tusron
definidos mediante €l tamalio de laa repeticidn de 1los
alelos para cada uno de los tres loci examinados. Para cada
uno de los laci, tres mediciones de polimorfismo fueron

calculadas a partir de las frecuencias alélicas: 1) el
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numero de alelos que segregaron, diversidad génics
(estimadeor insesgado) ¥ la varianza del tamafio del alelo.
La diversidad haplotipica se basdé en el estimado de Nei
(1987) .

Los porcentajes de contribucién de las
poblaciones antecesoras para esta esta poblacidn Mestiza se
calcularon mediante el método de Elston (1971), cada grupe
fue considerado el producto de la mezcla de las poblacicnes
antecesoras: Europea, Amerindia y Africana. Las frecuencias
alélicas de estas poblaciones ancestrales fueron

recopiladas de literatura {de Knijff y Cols. 1997).

Los marcadores YAP y DYS199. Para analizar la homogeneidad
entre las zonas de nacimiento de los abuelos paternos de
los 71 individuos, se utilizé la prueba exacta RxC que
generd el estadistice G que incluyd 1000 replicaciornes
(Roff y Bentzen, 1989 and Sokal y Rohlf, 1881).

RESULTADCS y DISCUSION

La Tabla 5.1 muestra las frecuencias alélicgas
para los tres loci STR del cromosoma Y en esta poblacion
Mexicana.

La Tabla 5.2 muestra los valores estimados de
mezcla basados en tres STRs. En el presente estudio se
consideraron dos modelos de mezcla: dihibrido y el
trihibrido. Las poblaciones antecesoras fueron la Europea,
Amerindia y Africana. Esta poblacidén tuvo una contribucién
principalmente de origen masculino Eurcpec (99%) y el resto

de Amerindio y Africano {1%).
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En la Tabla 5.3 se observan los valores para los
tres loci STR del cromosoma Y: DYS391, DYS390 y DYS389-1.
El numero de alelos que segregzaron fueron 3, 4 y 3, la
diversidad génica insesgada fue 0.55, 0.63 y 0,53 ¥y la
varianza del tamatio del alelec 0.33, 0.39 y 0.61,
respectivamente. La diversidad haplotipica se basd en el
estimado de Nei (1987). En la Tabla 5.4 se observa 1la
distribucidén haplotipica de estos tres cromosomas Y. Se
encontraron 21 haplotipos sicndo 1os mas frecuentes 1los
haplotipos para DY (3891-390-391): 13-24-10 (19.7%) y 13-24-
11 (19.7%). Siendo la diversidad haplotipica de Nei de
0.8938 lo que lo hace un sistema altamente polimdrfico

(para ser polimdrfico debe de ser mavyor al 0.70).

La distribucidn por zonas del lugar de nacimiento
de los abuelos paternos para los locus YAP y DYS19¢ se
nuestran en la Tabkla 5.5. De los 71 czomosomas analizadgs:
€l (85.9%) fueron DYS199C y 10 (14.1%) fueron DYS199T.
Esta mutacidén es encontrada en las poblaciones Amerindias
lo que constata la minima participacidn de las poblacicnes
Amerindias.

Todos los hombres presentaron ausencia de la
insercidon Alu para el locus YAP (0 sea todos fueron YAP-).
Este marcedor de alguna manera confirma la minime
contribucidén de la pcecblacidén ancestrzl Africana en estas

poblaciones Mestizas Mexicanas.

Los modelos dihibrido y trikibrido mostraron una
mayor contribucién Eurcpea (99%) y una menor contribucién

de las poblaciones Pmerindies y Africanas para el cromcsoma
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Y. Estos resultados son totalmente diferentes al estudiarse
los marcadores del DNAmt asi comeo los del DNAR nuclear.

CONCLUSICN GENERAL

Con estos resultados (distribuidos del Capitulo
2 al 5) podemos confirmatr la hipotesis general de este
trabajo de tesis doctoral: son diferentes los porcentajes
de mezcla genética por lineas maternas y paternas de las
poblaciones Espafiola, Amerindia y Africana para esta
poblacion Mestizs Mexicana (al ser utilizados los
marcadores moleculares del DNA nuclear, DNAmt y DNA del
cromosoma Y, por separada), y dado lo anterior se confirma
que la poblacién Mestiza Mexicana se derivd primordialmente
del apareamiento de mujeres BAmerindias <on hombres
principalmente de origen Espaficl y en un menor grado
BAuerindios y Africanvs. Todos estos resultados seran de
gran utilidad en los campos de la genética de poblaciones,
evolucién molecular, mapeo cromosémico y andlisis de
ligamiento, pruebas de paternidad, analisis forense,

aplicaciones medicas y aspectos antropolégicos,
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Tabla 5,1, Frecuencias aleélicas de tres loci STR del cromosoma
Y en una poblacidén Mestiza Mexicana del Noreste y tres
poblaciones antecessoras (de Knijff y Cols. 1997).

Rlelo Noreste Ea1upe Anerindlz Africens
CYS391

B 0 c 0 3.2
b 4.7 2.3 4 12.¢
10 7.9 55.2 6¢.2 45.:2
11 7. ¢ 0.3 29.7 25.E
12 0 7 z 3%
13 a 0.2 0 0
N 71 5§61 101 3z
oYs3seo

18 8 < o] 0.°
1G] C g 0 ¢
20 a9 0.2 0 0.°
21 0 3.2 15.€ 53.1
22 7.1 13.4 19.¢ i0.2
23 24.3 28.1 26.7 13.€
24 542 37,7 29.% 1z.¢
25 14.3 14.1 .9 8.¢
26 0 2.3 a g
27 Q 0.3 ) 0
N 71 104¢ 101 147
DYS3E9T

1¢Q ¢ © G 9.7
11 1.4 0.4 0 4.4
12 19.3 22.2 12 2¢.¢
13 4.8 53.1 €7 58.1
1¢ 14.1 15 Z1 14.7
1% C 0.2 1 1,8
N i 53¢ 103 13¢
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Tabla 5.2. Porcienta de contribucidn de 1las poblaciones

antecesoras en las poblacivones Mestizas Mexicanas del Noreste,

Modelo Poblacidn Ancestral: Noreste

Dihibrido Europea 99.99 + 18.900
Amerindia 0.01 + 18,00

Trihibrido Europea 89.01 ¢ 18.21
Amerindia 0.01 £ 18.24
Africanea 0.98 + 5.§7

Tabla 5.3. Estadisticas resumidas de tres loci STRs del

cromoscma Y en una poblaciédn Mestiza Mexicana.

Estadisticas DYS391 DYS39¢C DYS389-1
n Tl 71 Spay
Numero de alelos 3 4 3
Diversidad génica#* 0.55 0.63 .53
Varianza del tamano de la 0,33 0,61 0.39
repeticién

n: ndmero de hombres.
* Nei 1987
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Tabla $.4. Distribucidn haplotipica de los tres marcadores

del cromoscma Y.

DY¥5389<] DYS390 DYs321 Frecuencia Porciento
I3 24 10 1 1.4
12 22 10 S 7
iz 23 10 2 2.8
12 23 11 1 1.k
12 24 10 2 2.8
12 24 13 3 4.2
12 25 10 1 1.4
13 23 10 2 2.8
I3 23 11 7 9.9
13 24 8 1 1.4
13 24 10 14 19,:%
13 28 11 14 19.7
13 25 S 1 1.4
13 25 19 3 4,2
13 25 11 4 §.6
14 23 10 3 4.2
14 23 11 2 2.8
14 24 9 1 1.4
14 24 1G 1 1.4
14 24 11 2 2.8
14 25 13 1 1.4

Diversidad haplotipica = 0.8938 (Nei 1987
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