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DISTRIBUCION DE HAPLOTIPOS DE LA REGION HIPERVARIABLE
MITOCONDRIAL DE LAS POBLACIONES INDIGENAS ORIGINARIAS URU Y
AYOREA DE BOLIVIA

RESUMEN

Los eventos de migracion hacia el continente americano ocurridos antes de nuestra era
(30-40 mil afios atras), han permitido el desarrollo de distintas poblaciones humanas
(indigenas), con caracteristicas culturales propias, gracias a las cuales se las puede
identificar por medio de investigaciones desarrolladas por la antropologia, arqueologia,
linguistica, etnologia, entre otras. En las ultimas décadas se unio a estas investigaciones
sobre la historia de la evolucion humana, la genética en base, principalmente al estudio
del ADN mitocondrial y el cromosoma Y generando nuevas hipotesis Yy
cuestionamientos sobre la evolucion y las migraciones humanas, ocurridas hace miles de

afnos atras.

Es asi que en el presente trabajo se analizé los haplotipos mitocondriales de dos pueblos
indigenas de Bolivia los Uru (Oruro) y Ayoreo (Santa Cruz), pues estas poblaciones en
su historia mitica dicen ser las méas antiguas del pais. La obtencion del ADN se realizo
con el método modificado de Miller et al. (1981) y el Kit Wizard Genomic DNA
Purification (PROMEGA), la amplificacion y secuenciacion de la region hipervariable
se utilizo primers especificos, obteniendo de esta forma secuencias Utiles y legibles para

el analisis de los polimorfismos.

Los haplotipos de ambas poblaciones indigenas y poblaciones mestizas de La Paz,
Oruro y Santa Cruz, se compararon con la Secuencia Revisada Cambridge y
relacionandose también con otros pueblos indigenas del mundo y un ancestro africano y
el hominido neandertal, utilizando como grupo externo la secuencia Pan troglodyts

(chimpancé).

El analisis de la Region Hipervariable 1 y Il, revelaron que los pueblos indigenas



originarios Uru y Ayoreo poseen polimorfismos distintos y Unicos identificados como:
URU1, URUZ2, URU3, URU4, AYOL1 y AYOE, ademas estan distribuidos en dos linajes
mitocondriales distintos, donde la poblacién indigena Uru pertenece al Haplogrupo B y
la poblacién indigena Ayorea pertenece al Haplogrupo C. Por otra parte, en las
poblaciones mestizas La Paz, Oruro y Santa Cruz, presentaron 20 haplotipos
compartidos y 10 haplotipos Unicos y distintos, no existiendo haplotipos compartidos
con los pueblos Uru y Ayoreo.

Ademas, en la comparacion filogenética, el pueblo indigena Ayoreo presenta una
relacién estrecha con pueblos indigenas de Norte, Centro y Sudamérica, por el contrario,
el pueblo indigena Uru muestra una estrecha relacion con pueblos indigenas
provenientes de la Polinesia, indicando de esta forma, distintas rutas migratorias,
distintos linajes y conservacion en la estructura genética de las poblaciones Uru a través

del tiempo.

Palabras Clave: Pueblos Indigenas, Haplotipos, Rutas Migratorias, Filogenia, Linajes.



DISTRIBUTION OF HAPLOTYPES OF THE MITOCHONDRIAL HYPERVARIABLE
REGION OF ORIGINATING INDIGENOUS POPULATIONS URU AND AYOREO OF
BOLIVIA

SUMMARY

Migration events to the Americas occurred BC (30 — 40 thousand years ago) heve
allowed the develoment of different human populations (indigenous) with cultural
characteristics, through which they can be idientified by research by antropology,
archeology, linguistics, ethnology, among others. In recent decades is linked to this
research on the history of human evolution, the genetic base, primarily the study of
mitocondrial DNA an Y chromosome generating new hypotheses and questions about

evolution and human migration that ocurred thousands of years ago.

Thus, in this paper analyzed the mitochondrial haplotypes of two indigenous peoples of
Bolivia, Uru (Oruro) and Ayoreo (Santa Cruz), as these populations as a mythical story
say they are the oldest in the country. Obtaining DNA was performed with the modified
method of Miller et al. (1981) and the Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega), amplification and sequencing of the hypervariable region-specific primers
was used, thereby obtaining useful and readable sequences for polymorphism analysis.
The haplotypes of both indigenous and mestizo populations of La Paz, Oruro and Santa
Cruz, were compared with the revised Cambridge sequence and also interacting with
other indigenous peoples of the world and African ancestry and the Neanderthal

hominid, using as outgroup the sequence Pan troglodyts (chimpanzee).

The analysis of the hypervariable region | and Il, revealed that the original indigenous
peoples and Ayoreo Uru have different and unique polymorphisms identified as: URUL,
URU2, URU3, URU4, AYOE AYOl and also are distributed in two different
mitochondrial lineages, where Uru Indian population belongs to Haplogroup B and the

population belong to Haplogroup Ayoreo C. Moreover, mixed populations in La Paz,



Oruro and Santa Cruz, shared haplotypes were 20 and 10 unique and distinct haplotypes,

with no shared haplotypes and Ayoreo Uru people.

In addition, phylogenetic comparison, the indigenous people Ayoreo has a close
relationship with indigenous peoples of North, Central and South America, by contrast,
the Uru tribe shows a close relationship with indigenous peoples from Polynesia, thus
indicating, different migration routes, different lineages and conservation in the genetic

structure of populations over time Uru.

Keywords: Indigenous Peoples, haplotypes, Migration Routes, Phylogeny, Lineages.



DISTRIBUCION DE HAPLOTIPOS DE LA REGION HIPERVARIABLE
MITOCONDRIAL DE LAS POBLACIONES INDIGENAS ORIGINARIAS URU Y
AYOREA DE BOLIVIA

I. INTRODUCCION

La poblacion mundial actual son resultado de alguna migracion que empez6 hace unos
30 a 40 mil afios atras. Donde la antropologia, arqueologia y otras ramas afines han
podido fechar algunos asentamientos con el fin de conocer ciertos rasgos muy generales
del patrén de la migracion humana (Sutcliffe, 1998). Hoy en dia, persiste la herencia de
esta gran migracion en su religion, cultura, tradiciones y también en la estructura
genética de cada poblacion, a pesar de la colonizacion de tierras lejanas, dejando asi
marcas en su registro genético que aun hoy son visibles, creando una imagen de cuando
y dénde se movieron los humanos antiguos en el mundo (National Geographic Society,
1996).

Las poblaciones indigenas originarias son aquéllas que habitaban un territorio antes de la
llegada de los colonizadores y hasta hoy han mantenido sus caracteristicas biolégicas, su
lengua vernacula y sus costumbres, a pesar de los eventos migratorios - conquista y
relaciones socio-culturales que, en la actualidad, han generado una entremezcla racial,
lo que conocemos como poblaciones mestizas 0 mixtas (CINU, 2000; Rondén et al.,
2008).

En Bolivia, se han reconocido 36 pueblos indigenas originarios, cada uno caracterizado
por su diversidad cultural reflejada en sus tradiciones, costumbres y lengua (Farifias,
2008). Entre estos, las naciones Uru (Tierras Altas) y Ayorea (Tierras Bajas), anuncian
en su historia mitica ser los primeros pobladores de Bolivia, hecho que esta apoyado
principalmente por la antigiiedad de sus caracteres linguisticos (Badani, 2006; Gomez,
2009). La antiguedad de la familia lingtistica “Puquina” propio de los Uru, ha sido
corroborada y Saigens (1985) citado en Bert et al. (2004) determind que los pueblos

amazénicos de Bolivia presentan una continuidad cultural con este grupo linglistico,



considerdndose también antigia la familia linglistica “Zamuco”, que consta de dos
lenguas, el Ayoreo, propio del llamado “ Pueblo Originario Ayoreo” y el chamacoco
(Fabre, 2009). Estas poblaciones han sido protagonistas de publicaciones basadas en
estudios antropo-socio-culturales (Badani, 2006; Ministerio de Educacion, 2008; Koop
& Diez, 2009), documentandose pocos estudios en el marco de la antropologia genética,
una rama especializada de la genética que permite estudiar profundamente las relaciones
entre poblaciones humanas y sus linajes a través de marcadores genéticos (Bert et al.,
2004; Dornelles et al., 2004; Costa et al., 2008).

Los marcadores genéticos, al ser hereditarios, se transmiten de generacion en
generacion, formando una historia compleja que puede rastrearse atrds en el tiempo,
mostrando informacion de la variabilidad de las poblaciones. Asi, un marcador genético
de gran importancia en el estudio de variabilidad e historia de las poblaciones humanas
es el ADN mitocondrial que en los ultimos afios ha permitido agruparlas en un pequefio
numero de haplogrupos diferentes (Bailliet et al., 1994; Fernandez, 2000; Bert et al.,
2004; Alvarez, et al., 2007), demostrando que cada poblacion guarda una gran riqueza
genética, identificando relaciones entre poblaciones geograficamente separadas (Coral et
al., 1995), rastreando y reconstruyendo la historia evolutiva de las poblaciones humanas
( Fernandez, 2000; Izaguirre & De La Rua., 2000).

En Bolivia, estudios del ADN mitocondrial realizados por Costa et al. (2008), sugieren
que la poblacion boliviana estd compuesta por haplotipos Unicos que se conservaron adn
después de la colonizacion. En relacién a las naciones Uru y Ayorea, Dornelles et al.
(2004), encontr6é que en el grupo ayoreo de Pozo Verde — Santa Cruz se presenta un
anico haplotipo designado por AYO01, sugiriendo un efecto fundador. Por otro lado,
Sandoval et al. (2004), sefiala que entre los pobladores de las islas de Los Urus (Peru)
existe una alta proporcion del haplotipo A2, cominmente encontrado en poblaciones

amazodnicas.

En este sentido y, de acuerdo a lo expuesto anteriormente, surge los siguientes

cuenstionamientos: ¢Los haplotipos mitocondriales de las poblaciones Indigenas



originarias Uru y Ayorea, son unicos y diferentes entre si?, (Cuél es la relacion
filogenética entre los pueblos Indigena Originario Uru y Ayoreo con respecto a los
pueblos indigenas del mundo?. La presente investigacion pretende generar
conocimiento cientifico genético de las poblaciones indigenas originarias Uru y Ayorea
en base a la distribucion de haplotipos de la region hipervariable del ADN mitocondrial
de las mismas, lo que permitira inferir sobre su llegada al continente americano y
antigliedad, asi como establecer las relaciones entre ellas y otras poblaciones del mundo,
considerando sus origenes mitoldgicos coincidentes, aportando de esta manera al
conocimiento de la riqueza cultural de nuestro pais, guardada en nuestro material
genético y, coadyuvando a responder preguntas acerca del origen e historia (cultural y

evolutiva) realizadas por los mismos pueblos.

Il.  HISTORIA DE LAS POBLACIONES AMERICANAS



El origen del hombre Americano y subsecuentemente de las poblaciones americanas, se
remonta a unos 30 mil a 40 mil afios, cuando los primeros hombres modernos (Homo
sapiens) ingresaron al continente americano por el estrecho de Bering (Gisberth &
Gisberth, 1998), en el periodo llamado Pleistoceno, caracterizado por la Glaciacion.

Durante la Glaciacion, el nivel de los mares descendié considerablemente, formando
grandes blogues de hielo sobre Europa, Asia y Norteamérica, donde las bajas
temperaturas modificaron el tamafio y el tipo de vegetacion, lo que provocd grandes
desplazamientos y la extincion de distintas especies de animales. Asi, una de las teorias
migratorias plantea que el hombre moderno aprovecho esta formacion para trasladarse al

continente Americano (Gomez & Méndez, 2003)

En contraste a esta ruta migratoria, otros investigadores mencionan que hubo otras rutas
de penetracion a América a través de Australia, Polinesia, Melanesia y Japon. Los
Australianos habrian viajado de isla en isla (Tasmania, Islas Auckland, Campbell,
Macquarie y Esmeralda), atravesando luego el casquete antartico y entrarian en
Sudamérica por el sur del Cabo de Hornos. Los melanesios y polinesios habrian
ingresado por via oceanica, utilizando la enigmatica isla de Pascua como escala para
instalarse en las costas chilena, colombiana y californiana (Fig. 1). Los Japoneses
migraron a través de la ruta Siberiana llegando hasta el continente americano por el
Estrecho de Beiring (Freed & Freed, 1967; Gomez & Méndez, 2003; Frank, 2008)

Producto de las distintas rutas migratorias del Viejo mundo al Nuevo mundo y de las
constantes migraciones de hombres hacia América, Freed & Freed (1967) postulan: “los
hombres modernos que migraron hacia el nuevo mundo tienden a separarse dentro de
grupos organizados de individuos que llamamos sociedades, donde ‘“cada sociedad

’

tiene su propia cultura”. Asi, posteriormente, como resultado del surgimiento de la
agricultura, se produjo la formacién de los primeros grupos humanos sedentarios, dando
el inicio a las primeras civilizaciones americanas (Gémez & Méndez, 2003; Frank,

2008).
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Figura 1. Teorias del poblamiento americano
Fuente: http://cens30de8historiaygeografia2.blogspot.com/

Por otro lado, también se ha postulado que estas civilizaciones se desarrollaron de forma
absolutamente independiente, sin que existiera influencia de culturas del Viejo Mundo.
Asi, Grasso (1997) postulé que “Hubo una sola civilizacion originaria en el mundo y
que las poblaciones indigenas americanas son descendientes de ésta”. Asi, en el afio
2000 a.C. ya se encontraban delimitadas areas con su propia realidad socio- cultural,
entre las que se destacan:

Area mesoamericana o Mesoamérica. Comprende la region de México, Guatemala,
Honduras y parte de Nicaragua, donde se erigieron grandes y magnificos templos de
forma piramidal y las primeras construcciones correspondian a la cultura Olmeca
(Frank, 2008). — A este periodo corresponden también las culturas Zapoteca, Maya,
Teotihuacan, Tolteca y Azteca, las cuéles compartieron diversas caracteristicas
comunes, siendo sociedades altamente desarrolladas, con intensa vida urbana y
complejas relaciones que definian las esferas sociales y politicas y su particular caracter
espiritual (Ortiz, & Orozpe, 1998).



Area Andina. Se extiende desde el sur de Colombia hasta Ecuador, Pert, Bolivia,
Norte de Chile y Noroeste de Argentina (Frank, 2008). Una caracteristica relevante de
esta area, son las condiciones extremas: desiertos, manglares, selvas, afiadiéndose a esto

la altitud, la cual oblig6 a la adaptacion fisica de las poblaciones humanas (Silva, 2006).

Se ha comprobado que los pueblos del &rea andina, desde miles de afios atras, ya poseian
un sistema de escritura, con el cual, plasmaban los hechos que se desarrollaban a su
alrededor. Ademas, empezaron a ocupar grandes extensiones de terreno, avanzando
hacia el sur, segun los recursos que iban encontrando y las condiciones climaticas a las
cuales se adaptaban, de manera que empezaron a diferenciarse rapidamente unos
pueblos de otros, tanto en el ambito tecnologico y cientifico como en el agrario
(Lumbreras, 1999).

Silva (2006) y Araya (1995), mencionan que las civilizaciones mas notables de esta area
son los Mochicas en el Perd, que conformaron la mas antigua expresion de una
civilizacion basada en la agricultura, siguiéndoles los Tihuanacotas de una ciudad
ubicada a 3842 metros de altura, en Bolivia. Posteriormente, se encuentran Los Incas,
imperio que abarcaba 4500 km desde Ecuador, incluyendo parte de Peru y Bolivia hasta
Chile (Alvear, 2004). EI imperio inca, llegd a construir un perfecto sistema de
organizacion social, economica y politica, realizando grandes e importantes obras de
ingenieria y construccion (carreteras, sistemas de riego y otros), alcanzando un alto
grado de desarrollo cultural, siendo por tanto, considerados el imperio mas prospero y

organizado de la América precolombina (Alvear, 2004; Silva, 2006)

De esta manera, las poblaciones indigenas actuales estan compuestas por descendientes
de pueblos que anteriormente habitaron un determinado territorio y, que a pesar de la
conquista, donde los redujeron hasta una situacion colonial, mantuvieron sus costumbres

y tradiciones (Morales, 2001)

I1l. PUEBLOS INDIGENAS ORIGINARIOS DE BOLIVIA



En el afio 2007, la constitucion Politica del Estado Boliviano, se declara “ella misma
Multiétnica y Pluricultural” (art.1), reconociendo los derechos de los pueblos indigenas,
respeto de sus “Tierras comunitarias de origen”, personalidad juridica y ejercicio de
aplicacion de normas (art. 171). El dltimo censo realizado en el afio 2001, el pais ha
reconocido que existen 36 Pueblos Indigenas Originarios, donde el 62 % de la poblacién

total reconoce ser descendiente de alguno de estos (Molina, 2007).

Bolivia, generalmente es considerado como un pais particularmente andino (altiplanico),
pues predominan en su densidad poblacional los aymaras y quechuas. Sin embargo,
geogréficamente, dos tercios del territorio boliviano pertenecen al Oriente, Chaco y
Amazonia, donde habitan 300.000 indigenas distribuidos en 33 pueblos diferenciados
entre si (LOpez, 2005). Asi, los 36 pueblos indigenas originarios se dividen en: Pueblos
Indigenas de las Tierras Altas y Pueblos Indigenas de las Tierras Bajas.

Los Pueblos Indigenas de las Tierras Altas (Figura 2), son aquéllos que habitan la zona
occidental o andina del pais, e incluyen los Aymaras, Quechuas y los Urus. De estos
1470 habitantes son aymaras (23%), 2125 son quechuas (33%) y 1500 son Urus
(0,02%). Los Aymaras, fueron estableciendo sus territorios en la region andina hace
unos miles de afos, adaptdndose a las dificultades y condiciones del altiplano,
desarrollando estrategias de subsistencia que los llevaron a ser caracterizados como
pastores y agricultores. Los Quechuas, residen mayoritariamente en los valles de la
geografia boliviana, segun datos historicos, resultado de la ocupacion Inca que habria
impuesto su lengua y territorio. Los espafoles, al entrar en contacto con estos pueblos,
se propusieron cristianizarlos o “civilizarlos”, para lo cual utilizaron la lengua de las
clases altas como primera “lengua general”. De esta manera, no s6lo se preservo sino
que se expandi6 su uso como medio de comunicacion, siendo actualmente Quechuas y
Aymaras considerados como parte de un mismo proceso de desarrollo andino expresado
en dos lenguas (Ibarra, 2000; Lopez, 2005; Fisher et al., 2008).



Figura 2. Distribucion del los pueblos de las Tierras Altas y Tierras Bajas de Bolivia.

Fuente: Modificado de http://cens30de8historiaygeografia2.blogspot.com/

Los Urus, por otro lado, son una sociedad netamente rural (aunque se registraron
migraciones hacia localidades rurales Chilenas y urbanas), distribuida en tres subgrupos:
Los Uru Chipaya, Uru Iru- Itu y los Uru del Lago Poopd. Este pueblo se caracteriza por
su lealtad linglistica, donde el 95% de la poblacion total habla el Uru —Chipaya (que
desciende de la lengua antigua de los Chullpas el “Puquina”) (Ibarra, 2000; Lopez,
2005; Kopp & Diez, 2009).

En las tierras bajas (Figura 2) los Pueblos indigenas son 33, los cudles se encuentran en
los departamentos de Beni, Santa Cruz, Pando, Norte de La Paz y parte de los
departamentos de Chuquisaca, y Tarija. Estos pueblos habitan los Ilanos y bosques
himedos de la cuenca amazénica, bosques secos del Chaco y alrededor de la cuenca del
Rio de la Plata. Son aproximadamente 300 mil habitantes que corresponden al 3% de la

poblacion nacional. Entre algunos de los problemas que enfrentan estos pueblos se



encuentran las migraciones hacia sus territorios de los mayoritarios pueblos Aymara y
Quechua, los cuales se han asentado en espacios de caza, recoleccion y agricultura.
Algunos fueron utilizados como mano de obra forzada, otros fueron reducidos en
asentamientos urbanos una vez que perdieron sus tierras, y otros confinados en las areas
marginales de los que fueron sus territorios ancestrales (lbarra, 2000; Lépez, 2005;
Parellada, 2007).

a. POBLACION INDIGENA ORIGINARIA URU
i. Ubicacién geografica
Los Uru en Bolivia se dividen en 3 subpueblos denominados: Uru Chipaya, Uru del
Poopd y Uru Iruhito (Figura 3), mientras que en Peru se encuentran los Uros Chulluni,

que se denominan asi mismos “Gente de Agua” y desendientes de los Chullpas

(Céceres, 2009).

Figura 3. Pobladores Uru Chipaya.

Fuente: Modificado de http://cens30de8historiaygeografia2.blogspot.com/

El Municipio Indigena Originario Uru Chipaya, es la Tercera Seccién de la Provincia
Sabaya (llamado anteriormente Atahuallpa), que esta a 187 Km al sur — oeste de la

ciudad de Oruro, conformado por cuatro Ayllus: al oeste el Ayllu Aransaya (“lo de



arriba” en aymara), al este el Ayllu Manasaya (“lo de abajo”), al extremo este el Ayllu
Ayparavi y al sur el Ayllu Wistrullani (Caceres, 2009; Kopp & Diez, 2009).

Los Uru del Poopd comprenden las comunidades de Llapallapani, Pufiaca Tinta Maria y
Villafieque, que se Ubican a lo largo de las orillas del lago Poop6 en el Departamento de
Oruro — Bolivia (Céceres, 2009).

ii. Origen mitico de la poblacién originaria Uru

Segun relatos de los propios pobladores Uru, su origen es de caracter pre-solar, es decir,
que son descendientes de los Chullpas (Ibarra, 2000; Lépez, 2005; Kopp & Diez, 2009).

Los antiguos Chullpas estaban acostumbrados a vivir en la oscuridad y la penumbra: al
predecir la aparicion de la luz del sol (thufii) por el oeste, todos los pobladores
decidieron construir la salida de sus viviendas orientadas hacia el este (Figura 4), con el
propdésito de poder protegerse de los rayos del sol y asi poder adaptarse a la nueva era.
Pero el sol salié por el este, extingliiendo a los habitantes de ese entonces. Solo se salvo
una pareja que sobrevivié sumergiéndose en las aguas de los lagos y rios, y de quienes
son descendientes los actuales Uru Chipaya (que se denominan asi mismos en su lengua
como Qhas Qut Sufis Uru) y que se consideran chullpa pucho (remanentes de los
chullpas) (Ibarra, 2000; Lopez, 2005; Kopp & Diez, 2009).

Figura 4. Historia sobre el Origen Mitico de la poblacion Uru.
Fuente: http://tierradevientos.blogspot.com/2010/10/los-chipaya.html



iii. Caracteristicas socioculturales

La lengua originaria que los Uru Chipaya es el “uru chipaya” o segin otros
investigadores el “Puquina”, aunque también practican otros idiomas como el aymara,
castellano y quechua, siendo los uru chipaya cuatrilingties (Ibarra, 2000; L6pez, 2005;
Kopp & Diez, 2009). En los Uru del Poopd, segin Céceres (2009), casi se ha perdido el
uso de su lengua originaria, el “puquina”, donde, los pobladores practican en su mayoria
las lenguas aymara, quechua y castellano. Un mismo panorama se encuentra en los Uru
Irohito, donde solo las personas ancianas practican el “puquina”, pero ya los habitantes

jovenes, solo practican el Aymara y castellano (Céaceres, 2009).

Los Uru son politeistas, es decir tienen creencia en varios dioses que son el Agua, la

<

lluvia, el fuego, el viento, el frio, personificados en “wakas” o sitios naturales. Los
principales dioses son Mallku Lauca (divinidad de la vida, personificado en el Rio
Lauca) y la Pachamama (la madre tierra) (Ibarra, 2000; Lopez, 2005; Kopp & Diez,

2009).

Los Uru Chipaya se singularizan con la morfologia arquitecténica de sus viviendas,
llamadas “Phutucus” y “Huayllichus” (Fig. 5), La vivienda como en ninguna otra
cultura andina, tiene la forma de un cono con base de planta circular; esto para poder
protegerse del clima frio del lugar (Ibarra, 2000; L6pez, 2005; Kopp & Diez, 2009).

Figura 5. Viviendas “Phutucus” “Huayllichus” del pueblo Uru.

Fuente: http://www.eldeber.com.bo/anteriores/20040828/10.html



http://www.eldeber.com.bo/anteriores/20040828/10.html

Anecddticamente, se dice que los aymaras observaron con recelo las viviendas de los
chipayas y como estas estaban hechas de Ch’ipas de paja y barro los llamaron
despectivamente “Ch’ipayas” (Ibarra, 2000; Lépez, 2005; Kopp & Diez , 2009).

iv. Historia de la poblacion originaria Uru

Condarco (1999), maniesfa distintas hipdtesis sobre el origen de los URU: “Unos les
atribuyen origen trans- pacifico, queriendo encontrar sus raices en la Polinesia. Otros,
afincando sus hipdtesis en referencias linglisticas, les confieren procedencia Arawak,
emparentandolos con la gran familia que se expandié desde las Antillas hasta el
Paraguay: ocupando los contrafuertes orientales de los Andes, desde donde habrian
ascendido a la meseta interandina; asentandose a los largo del eje fluvio- lacustre del

)

altiplano. Sea como fuere, lo evidente es la gran antigiiedad de esta peculiar cultura....’

Otras investigaciones postulan que los Uru estarian relacionados con la cultura Chiripa,
remontando su origen alrededor de mil afios atras. en el periodo arqueoldgico
denominado “formativo”, caracterizado por las culturas Wankarani, Chiripa y Pucara.
Aunque no existen vestigios arqueologicos de los Uru, pues ellos han dado fe que su
habitad natural era el agua y no la tierra o rocas, y por tanto no produjo cultura material
propia imperecedera (Ibarra, 2000; Lopez, 2005; Kopp & Diez, 2009).

Los Aymaras conquistaron las tierras donde antes vivian los Uru. Luego los Uru y
Aymaras fueron sometidos por los Incas que hablaban quechua, pero estos no pudieron
imponer su lengua entre los Kollas aymara — puquina, por lo que los investigadores se
atreven a decir que, mas bien los incas hablaban el puguina o llamada también para ellos
“Machchaj Juyay “el idioma secreto de los incas”. Los espafioles en la colonia temprana
consideraon la lengua Puquina como una de las lenguas generales indigenas, junto al
aymara y el quechua (Ibarra, 2000; L6pez, 2005; Kopp & Diez, 2009).



La mas importante conclusion de varios investigadores es: “Los Uru constituyen la
cultura més antigua del mundo andino que haya sobrevivido hasta ahora, ya que las
investigaciones realizadas, demuestran que los Uru son un pueblo que esta relacionado
con las primeras culturas que habitaron el territorio Boliviano, y la Gnica que existe hasta
ahora (Céceres, 2009; Kopp & Diez, 2009).

b. POBLACION INDIGENA ORIGINARIA AYOREA

i. Ubicacién geogréfica

La poblaciéon Originaria Ayorea se encuentra esparcida por la provincia de Chiquitos:
Yoquiday/ Poza Verde (municipio Pailon, diez kildémetros al sur de la estacion Paildn),
Santa Teresita (a unos quince kilometros al sudoeste de Taperas y 35 kms. al sudeste de
San José de Chiquitos, en el municipio San José, Tobité (a unos 25 kms. de la estacion
de ferrocarril EI Porton de la linea Santa Cruz- Corumba, en el municipio Roboré)
(Ministerio de Educacion, 2008; Fabre, 2009; Gomez, 2009; Choque, 2010). En la
provincia de Nuflo de Chavez: Zapoco, en el rio Zapoco Norte, a unos 100 kms. al
sudeste de Concepcion y al sudoeste de San Ignacio de Velasco, en el municipio de
Concepcion. En la provincia German Busch, municipio Puerto Suarez en EI Carmen
(entre Puerto Suarez y Santiago de Chiquitos) son naturales de Rincon del Tigre, donde
habita la mayor concentracion ayorea de Bolivia (Ibarra, 2000; MINISTERIO DE
EDUCACION, 2008; Gomez, 2009; Rivero, 2010)

ii. Origen mitico de la poblacion originaria Ayorea

El pueblo Ayoreo, que en su lengua significa “gente verdadera”, segiin sus relatos
mitolégicos, fueron enviados por la divinidad sol para ser los habitantes del universo
(Gomez, 2009), son un pueblo antiguo, segln se puede demostrar por su sistema de
contar originario gque s6lo alcanza hasta dos, repitiendose para alcanzar unos pocos
numeros mas, por ejemplo el cinco, que no esta representado con una “mano” como nos

ensefian de nifios, sino dos-dos y uno (lbarra, 2000; MINISTERIO DE EDUCACION,



2008; Gomez, 2009; Rivero, 2010).

iii. Caracteristicas Socioculturales

La familia linguistica zamuco consta en la actualidad de dos lenguas, el ayoreo y el
chamacoco, que corresponden a sendos grupos étnicos. Estos, y los otros idiomas
extintos de la misma familia, fueron y/o siguen siendo hablados en el Chaco boreal,
tanto en el Paraguay como en el sudeste de Bolivia (Mansilla, 2004; Ministerio de
Educacién, 2008; Fabre, 2009; Gémez, 2009; Choque, 2010), donde la primera mencion
del gentilicio ayoré aparece en 1955, para referirse a grupos ubicados al norte de San
José de Chiquitos. La autodenominacion varia en funcion del sexo y numero del
individuo: ayoré (femenino singular), ayoréi (masculino singular), ayorédie (femenino
plural) ayoréiode (masculino plural) (Mansilla, 2004; Molina & y Albg, 2007;
Ministerio de Educacion. 2008; Gomez, 2009).

Los ayoreo se dividen en siete clanes patrilineares y exdgamos. Estos nombres aparecen
todos en el masculino singular: (1) Etacori, (2) Picanerai, (3) Dosapei, (4) Jnurumini,
(5) Chiquenoi, (6) Cutamurajai y (7) Posorajai ) (Mansilla 2004; Ministerio de
Educacion, 2008; Gomez, 2009), esta division esta en relacion paralela a su organizacion
politica, donde el nombre del clan sigue siendo el apellido (nombre de la familia) de
todas y todos los miembros del pueblo Ayoreo (lbarra, 2000; MINISTERIO DE
EDUCACION, 2008; Gomez, 2009; Rivero, 2010).

Los miembros de este pueblo originario son cazadores, recolectores y pescadores.
Naturalmente muchos de sus clanes se han iniciado en la agricultura, por influencia de
los pueblos vecinos (lbarra, 2000; MINISTERIO DE EDUCACION, 2008; Gémez,
2009; Rivero, 2010).



Figura 6. Pueblo Indigena Ayoreo.

Fuente: http://www.apcob.org.bo/pagina.php?page=proyectos&cont=zapoco
iv. Historia de la poblacion originaria Ayorea

Su primer contacto con los espafioles se remonta a 1537, cuando Juan Ayolas lleg6 al
Chaco. Luego vinieron los encuentros sin paz con incursiones dirigidas por Nuflo de
Chévez (1546), Irala (1547) y otra vez Nuflo de Chéavez (1559). Desde 1691 hasta 1724
los jesuitas tenian una serie de contactos fuertes con la Ayoreos, quienes se negaron
rotundamente a unirse a la mision. Fue en 1711 hasta 1724 cuando el padre Achéa tuvo
éxito en la reunion de varios clanes Zamuco para fundar la primera mision de ayoreo,
San Ignacio de los Zamucos (1724-1745). Durante la guerra del Chaco, los Ayoreo, se
vieron atrapados y tuvieron que abandonar sus tierras cuando los ejércitos rivales
ocuparon sus fuentes de agua y sal, huyendo a las montafias y entrado en el dominio de
los chiquitanos, quienes se las arreglaron para establecer un grado relativo de la
convivencia (Ibarra, 2000; MINISTERIO DE EDUCACION, 2008; Gémez, 2009;
Rivero, 2010). No fue sino hasta los afios 40 que un namero de sacerdotes catdlicos
recuperd el contacto con ellos. En 1950 fue fundada Rincon del Tigre y la Misién
Sudamericana comenz6 a trabajar con los ayoreos de Zapocd, asi como en Santa
Teresita a partir de 1957 (Ibarra, 2000; MINISTERIO DE EDUCACION, 2008; Gémez,



2009; Rivero, 2010)

IV. ESTUDIOS ANTROPOLOGICOS Y GENETICOS DE LOS PUEBLOS
INDIGENAS

La Antropologia es el estudio de los seres humanos desde una perspectiva bioldgica,
social y humanista, fundamentalmente es multicultural, donde los antropélogos
consideran primordial realizar trabajos de campo y dan especial importancia a las
experiencias de primera mano, participando en las actividades, costumbres y tradiciones
de la sociedad a estudiar (Bohannan, 1996; Berdichewsky, 2002; Colomer, 2004)

Una de las ramas de la antropologia tiene como objetivo reconstruir la linea evolutiva
del hombre. En la década de 1960, los paleoantrop6logos encontraron una serie de
fosiles en la garganta de Olduvai, Africa oriental, desencadenando una revision profunda
de la evolucion bioldgica de los seres humanos. Algunos utensilios de piedra sin tallar,
hallados con ciertos fosiles de Homo en yacimientos del este de Africa, demuestran que
hace casi 3 millones de afios, estos ya eran capaces de fabricar herramientas. Todos los
seres humanos actuales son Homo sapiens sapiens y descienden de los mismos origenes

universales y complejos (Bohannan, 1996; Berdichewsky, 2002; Colomer, 2004)

Posteriormente y, a medida que se fueron desarrollando técnicas para medir
caracteristicas fisicas y bioldgicas en el hombre, como el color de la piel y los ojos, la
textura del cabello, el tipo sanguineo, la capacidad craneana y demas variables, la
clasificacion de las razas se hizo mas compleja, ya que estos rasgos genéticos siempre
han variado con la geografia, segin la respuesta biologica de su adaptacion al entorno.
Los calificativos "asiatico”, "negro”, "hispano” o "blanco™ obedecen a definiciones
sociales que conllevan una gran mezcla de caracteristicas genéticas y culturales
(Bohannan, 1996; Berdichewsky, 2002; Colomer, 2004).

Asi, los antropdlogos centraron su atencién en los complejos patrones de la genética

humana, estudiaron la interaccién de las adaptaciones genéticas y las adaptaciones (no



genéticas) fisioldgicas y culturales, en relacion con la enfermedad, la desnutricion y la
presion del entorno, asi como las grandes altitudes y los climas calurosos. También han
estudiado las diferencias (mutaciones) en el &cido desoxirribonucleico (ADN) de
diferentes poblaciones humanas, utilizando patrones de similitud genética entre ellas,
para inferir la historia demogréfica: estructura de acoplamiento, la historia de la
migracion y la mezcla con los grupos circundantes (Bohannan, 1996; Berdichewsky,
2002; Colomer, 2004).

El genoma humano es la molécula que contiene el codigo genético, donde las
mutaciones genéticas y la interaccion del efecto fenotipico de estas mutaciones con el
medio ambiente, son las fuerzas que guian la evolucidn, generando de esta forma la
enorme diversidad de seres vivos que han existido en el pasado y en el presente (Bailliet
et al. 1994; Coral, Salamanca & Buentello, 1995; Fernandez, 2000; Klein & Shiffner,
2003; Biachi et al., 2003).

El genoma humano esta constituido de dos genomas principales: el genoma nuclear que
consta de 23 pares de cromosomas, 22 pares de cromosomas autosomicos y un par de
cromosomas correspondientes a X y/o Y, que estan localizados en el nicleo de la célula
y un tipo de genoma circular localizado en las mitocondrias, llamado genoma
mitocondrial (ADN mitocondrial); este tipo de ADN se encuentra en multiples copias en
comparacion al genoma nuclear (Oliva & Vidal, 2006). Estos dos tipos de genomas
constituyen piezas fundamentales de informacion individual, ya que en su estructura se
encuentran los denominados “marcadores genéticos”, que son sitios caracteristicos
encontrados en el ADN entre dos individuos, los cuales son transmitidos de generacion

en generacion y que pueden ser rastreados a través del tiempo (Moreno, 2011).
a. Marcadores genéticos en el estudio de poblaciones indigenas
Desde principios del siglo XX, se han realizado los primeros estudios utilizando

marcadores genéticos. Los llamados marcadores genéticos clasicos, abarcan un conjunto

de marcadores que no son a base del ADN, estudiando mas bien su estructura compuesta



por amino&cidos y no por nucleétidos. Aqui encontramos el sistema ABO, Rh, MNSs,
Duffy, HLA y haploglobulinas entre otros (Landsteiner, 1901 citado en Cavalli et al.,
1994). Estos marcadores han contribuido al conocimiento de los origenes y afinidades de
los distintos grupos indigenas de América, demostrando, cuando se han realizado con un
arreglo suficientemente grande en su estructura, que los pueblos aborigenes de América
se encuentran genéticamente relacionados con las poblaciones del noreste de Asia.
Marcadores genéticos de origen asiatico se encuentran en Norte América y Sur América,
y los perfiles genéticos de las poblaciones de Sur América son méas parecidos a los
perfiles genéticos de Norte América (Szathmary, 1993). Ademas, permitieron realizar
estudios en las poblaciones Yamanas y Machupes de Chile sugiriendo que estos tienen
un origen paleoindio (es la era méas larga de la prehistoria americana donde los primeros
pueblos asiaticos cruzaron por el estrecho de Beiring hace aproximadamente 40 000
hasta 10 000 afios) (Rothhammer & Llop, 2004).

Los marcadores genéticos en base al ADN, muestran una mayor variabilidad entre
pueblos geograficamente separados o no (Dornelles et al., 2004; Rothhammer & Llop,
2004). Dentro de estos marcadores de ADN se encuentra el ADN mitocondrial
(ADNmit), que es una herramienta util, usada a menudo para la identificacion
individual, permitiendo establecer relaciones de parentesco materno entre individuos.
Asi, también es usado para determinar el origen de una poblacion y las probables rutas
de colonizacién que tomaron sus fundadores ancestrales (Torroni et al.,1993a; Torroni et
al.,1993b; Coral et al., 1995; Rothhammer & Llop, 2004; Alvares, 2008).

Wallace et al. (1985) estudiaron la filogenia del ADNmt en poblaciones indigenas
americanas, mediante los polimorfismos en base a enzimas de restriccion, donde
compararon los patrones de restriccion con los observados en poblaciones europeas,
africanas y asiaticas, determinando un haplotipo caracteristico de la poblacion
americana, el cual también se presenta en una proporcion mucho menor en las
poblaciones asiaticas. Ademas, estos polimorfismos no fueron detectados en otros
continentes, concluyendo que las tribus amerindias poseen un pequefio nimero de

linajes fundadores.



V. EL ADN MITOCONDRIAL
a. Origen de la Mitocondria

El origen de la mitocondria se ha descrito a través de la “Teoria Endosimbionte” (Fig.
7), donde una célula procariota fue fagocitada por otra célula eucariota, sin ser
inmediatamente digerida, por lo que, se produjo una simbiosis entre ambos tipos de
células (Gonzalez-Sastre, 2003; Oliva & Vidal, 2006; Sheffler, 2008; Alvarez, 2008).
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Figura 7. Teoria Endosimbionte de la mitocondria.
Fuente: http://biologiamedica.blogspot.com/2011/09/la-teoria-endosimbiotica.html

Las mitocondrias son organelos independientes, citoplasmaticos de las células
eucariotas, con una funcion muy importante, la de realizar el proceso metabdlico de la
célula, produciendo de esta forma la mayor parte de energia que utiliza la célula. Estos
organelos poseen su propio ADN, llamado ADN mitocondrial (Gonzalez-Sastre, 2003;
Sheffler, 2008; Alvarez, 2008).



b. Organizacion genémica del ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial es un tipo de genoma eucariota que se encuentra dentro de la
mitocondria, del que pueden existir miles de copias por celula. Su tamafio es de 16.569
bp, y es esencial por contener genes relacionados con el metabolismo oxidativo. Ademas
de tener herencia no mendeliana, lo que lo hace distinto al genoma nuclear, en la tabla 1
se resumen las principales diferencias entre el genoma mitocondrial y el genoma
nuclear (Oliva & Vidal, 2006; Alvarez, 2008).

Tabla 1. Principales diferencias entre genoma nuclear y mitocondrial.

Genoma Nuclear Genoma mitocondrial
Tamafio 3.000.000 Kb 16,5 Kb
Niimero de moléculas 23 en las mujeres I
distintas 24 en el hombre
Nimero de copias 2 = 1000
por célula diploide
Tipo de DNA Lineal Circular
Presencia de Si No
nucleosomas
Ntmero de genes 35.000 aprox. 37
Densidad génica 1 gen cada 30-60 Kb 1 gen cada 0,45 Kb
DNA codificante 2% 95%
Presencia de Si No
intrones en los genes
Secuencias 20% <1%
repetitivas
Recombinacién >] por cromosoma No
¥ Meiosis
Herencia Mendeliana Exclusivamente por via
(excepcion Y) materna

Fuente: Alvarez, 2011; Oliva & Vidal, 2006

Las dos cadenas del ADN mitocondrial tienen una proporcion diferente de Citocinas y
Guaninas, por tanto existe una cadena rica en bases puricas llamada cadena pesada o H
(heavy), y la otra cadena es rica en bases pirimidicas llamada cadena liviana o L (Light),
donde por convenio la numeracion se realiza en la cadena L de 1 a 16569 (Bauer, 2004;
Bandelt et al., 2006; Alvarez, 2008; Koehler & Sheffler, 2008).

La informacion que lleva (genes) es muy compactada, se presentan uno a continuacion



del otro sin intrones o tramos no codificantes, hasta incluso unos genes llegan a
solaparse (Fig. 8). En total, son 37 genes que codifica el ADN mitocondrial, que
representan el 90% del total de la molécula, en donde 28 genes son codificados por la
cadena H y 9 por la cadena L. De los 37 genes, 22 codifican para ARNt, 2 para ARNr
(12S y 16S) y 13 codifican para ARNs mensajeros (Bauer, 2004; Bandelt et al., 2006;
Alvarez, 2008; Koehler & Sheffler, 2008).
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Figura 8. Estrucutra del ADN mitocondrial.
Fuente: Modificado http://Islab.Iscore.ucla.edu/Mitochondria/HVSI.htm

c. El ADN mitocondrial en el estudio de Poblaciones

El ADN mitocondrial es una molécula menos compleja que el ADN nuclear (ver tabla 1)
y constituye una herramienta Util para la reconstruccion del pasado reciente de las
poblaciones humanas, gracias a diferentes caracteristicas que posee, pues es una

molécula poliplasmica, con una tasa de mutacion mas rapida que permite acumular


http://lslab.lscore.ucla.edu/Mitochondria/HVSI.htm

cambios en su secuencia que estadn dados Unicamente por mutaciones, debido a la falta

de recombinacion, ademas de tener herencia nicamente materna (Wallace, 1999).

i. Poliplasmia

Se designa asi al elevado nimero de copias de ADNmt que existe en cada mitocondria y,
por tanto en la célula. En el interior de la mitocondria, el ADN mitocondrial se encuentra
unido a proteinas, formando un complejo denominado nucleoide. Una mitocondria
puede contener entre 2 y 10 de estas estructuras, dando un total de copias de ADNmt por
célula que oscila entre 100 y 10000. Esta caracteristica es muy importante en casos en
los que el material genético se encuentra degradado o en escasa cantidad (Fernandez,
2000; Montiel, 2000; Pereira dos Santos, 2005; Soldrzano, 2006; Alvarez, 2008;
Sheffler, 2008).

ii. Herencia materna.

El ADN mitocondrial humano se hereda de forma no mendeliana sélo por via materna.
Esto se debe a que cuando un espermatozoide fecunda un 6vulo penetra el nicleo con su
ADN pero deja afuera su cola y citoplasma, donde estan las mitocondrias. Por lo tanto,
en el desarrollo del cigoto sélo intervendrian las mitocondrias contenidas en el 6vulo
(Ferndndez, 2000; Montiel, 2000; Pereira dos Santos, 2005; Schwartz & Vissing, 2003;
Sol6rzano, 2006; Alvarez, 2008; Sheffler, 2008). Sin embargo, Schwartz & Vissing
(2003) describieron el primer caso de contribucion paterna del ADNmt en un individuo
con una miopatia mitocondrial. Posteriormente, varios investigadores han estudiado esta
posibilidad en pacientes con enfermedades mitocondriales y no se ha encontrado ningn
otro caso de contribucion paterna (Filosto et al., 2003; Taylor et al., 2003; Schwartz y
Vissing, 2004). Ese fendmeno puede ser explicado, de acuerdo a Sutovsky et al. (2000),
quien lo estudi6é en algunos mamiferos, por una aparente destruccién selectiva de las

mitocondrias paternas, gracias a la accion de la ubiquitina, tal que las mitocondrias



paternas pueden penetrar en el dvulo durante la fecundacién, hecho que resulta en la sola

presencia del ADNmt materno.

iii. Tasa de mutacion.

El ADNmt tiene una alta tasa de mutacion (evolucién) hasta 10 veces con respecto al
ADN nuclear, esto causado por la falta de proteccion de las histonas, la ineficiencia de
los sistemas de reparacion y la continua exposicion a los efectos mutagénicos de los
radicales de oxigeno (Fernandez, 2000; Singh et al. 2005; Terreros, 2010).

Esta caracteristica, permite diferenciar entre muestras biologicas y determinar si
provienen del mismo linaje materno (Terreros, 2010). La tasa de mutacion depende de la
velocidad a la que surgen y su fijacion permite introducir una escala temporal en la
evolucion y asi poder dilucidar el ancestro comin mas reciente entre dos linajes, es
decir, estimar el tiempo de divergencia entre ellos ( Fernandez, 2000; Singh et al. 2005;
Alvarez, 2008; Singh et al. 2005; Terreros, 2010).

iv. Heteroplasmia

La heteroplasmia es la presencia de dos tipos diferentes de ADN mitocondrial en una

misma célula, hecho que puede producirse por:

—Error de la polimerasa (Pereira dos Santos, 2005; Alvarez,
2008).

—Carencia de mecanismos de reparacion (cadena respiratoria)
(Danielson et al., 2007; Paneto et al., 2007).

—Cuello de botella durante la oogénesis (Pereira dos Santos,
2005; Alvarez, 2008).

—Herencia paterna (Schwartz & Vissing, 2003)



La heteroplasmia es producida por distintos fendmenos, donde el mas relevante esta

dado por el numero de mutaciones y, en particular, por transiciones (T—C), que
2008),

presentandose un fragmento homopolimérico poli C de las regiones Hipervariables | y

eliminan el nucledtido original, debido a la deriva génica (Santos et al.,

Il. Ademaés, este tipo de mutacion puede llegar a fijarse dentro de la poblacion,

principalmente por el fenémeno de cuello de botella que ocurre en el oocito (Fig. 9).
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Figura 9. Heteroplasmia: Proceso de Cuello de Botella en el Oacito.
Fuente: Pierce, 2009.

La heteroplasmia se puede presentar en distintas formas, como ser:



—Un individuo puede presentar mas de un tipo de ADNmt en un
solo tejido.

—Un individuo puede tener un tipo de ADNmt en un tejido y otro
tipo en otro tejido distinto.

—Un individuo puede poseer heteroplasmia en un tejido y ser

homoplasmico en otro tipo de tejido (Alvarez, 2008).

1. Tipos de heteroplasmia

a. Heteroplasmia puntual

Cuando se presenta en una sola base la sobre posicion de dos picos distintos (Pereira
dos Santos, 2005; Terreros, 2010).

HAW A= 1802 1- 18370
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Figura 10. Ejemplo de Heteroplasmia puntual
Fuente: Terreros, 2010

b. Heteroplasmia de longitud



Cuando existen inserciones o deleciones en la secuencia (T-C), la cual se presenta con
mucha frecuencia en el fragmento homopolimérico de poli C en la region HVI (Lutz,
2000; Lutz-Bonengel, et al., 2004; Terreros, 2010).
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Figura 11. Ejemplo de Heteroplasmia longitud.
Fuente: Modificado de Lutz-Bonengel et al., 2004

d. Region Control

La region D-loop se identifico por primera vez a principios de los afios 80s por medio de
microscopia electrénica, observandose una region de 1kb libre de codificacion, en otras
palabras, esta region en todas las células eucariotas no codifica ninguna proteina, por lo
que se llama también Regién no Codificante. EI contenido de nucle6tidos de esta region
es distinta en todas las células eucariotas de diferentes especies, debido a su falta de
conservacion, pues a medida que pasa el tiempo se van acumulando mutaciones
(Sheffler, 2008; Crawford, 2007).

La regién D-loop se encuentra flanqueada aguas abajo por tRNA™ y aguas arriba por
tRNAP | que sirven como sefiales reguladoras de inicio de la transcripcion y replicacion
mitocondrial (Fig. 12), dando lugar a la formacion de un lazo de desplazamiento
alrededor de 1.122 pares. Esta region esta formada del Origen de la replicacion de la

Hebra pesada (On), seguida de tres bloques de secuencias conservadas (CSB-1, CSB-



2,CSB-3), que son parte de la replicacion y las secuencias de cadena D-loop de
terminacion asociados (TAS) (Koehler & Bauer, 2004).
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Figura 12. Principales componentes de la Regién Control del ADN mitocondrial
Fuente: Koehler & Bauer, 2004

Ademas de los promotores en la region D-loop, existen dos pequefias regiones conocidas
como regiones hipervariable 1 (HVI1) que abarca una longitud desde 16024 a 16365 nt y
Region hipervariable 11 (HVII) que abarca desde 73 a la 340 nt en las cudles, la tasa de
mutacion es especialmente alta, no existiendo evidencia de que las mutaciones se sitlen
dentro de las regiones promotoras (regién donde se inicia la replicacion del ADNmt)
(Koehler & Bauer, 2004; Crawford, 2007). Como resultado del alto contenido de
mutaciones y, la falta de un coédigo o secuencias reguladoras en las regiones
hipervariables, éstas se han convertido en una fuente muy importante de variacion

genética humana (Crawford, 2007).

e. Técnicas de estudio de la regidn control en poblaciones humanas

La presencia de dos o mas variantes alélicas en un mismo locus se denomina
polimorfismo. En el trabajo realizado por Terreros (2010), describe “polimorfismo es la
presencia, en una poblacion, de dos o mas formas alélicas discretas. En términos mas
sencillos, asume que un locus es polimdrfico cuando el alelo mas comun para este, tiene

una frecuencia inferior al 99%".



Existen polimorfismos, que se producen por variantes de centenares a millones de pares

de bases de ADN (polimorfismos de longitud), debidas a deleciones, duplicaciones o

triplicaciones, que se asocian o no con algun fenotipo conocido de enfermedad

(Fernandez et al., 2002; Thompson et al., 2004). Otros polimorfismos pueden deberse a

cambios en una o unas pocas bases del ADN (polimorfismos de secuencia), localizado

entre genes (que tienen consecuencias en el fenotipo del gen) o en los intrones, que no

tienen consecuencias en el funcionamiento del gen y que s6lo pueden detectarse por

analisis directo del ADN, llamadas SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Fernandez
et al., 2002; Thompson et al., 2004).

Polimorfismos de longitud: Este tipo de polimorfismo se estudia
mediante el andlisis de polimorfismos de restriccion enzimatica
(“Restriction Fragments Lenght Polymorfisms” 0 “RFLPs”), aplicado
generalmente en todo el genoma mitocondrial, donde las diferentes
variantes mitocondriales o haplotipos se definen de acuerdo a la ausencia
o presencia de “posiciones de restriccion”, o lugares en los que se
produce corte con ciertas endonucleasas o0 enzimas de restriccion
(Fernandez, 2000; Alvarez, 2008; Terreros 2010).

Polimorfismos de secuencia: producidos por el cambio de uno o mas
nucleotidos en una secuencia de ADN. A este tipo de polimorfismo se le
denomina SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Este es el tipo de
variacion mas frecuente tanto en el ADN nuclear como en el ADN
mitocondrial. La mayoria de estos polimorfismos se encuentran en
regiones donde no alteran la funcidn génica, y las transiciones son el tipo
predominante de sustitucion frente a las transversiones, Por otro lado, en
poca frecuencia se presentan las deleciones o inserciones. Se han
detectado posiciones que mutan mas frecuentemente que otras,
denominadas puntos calientes de mutacion o “hot spots”. En el ADN

mitocondrial son 10 sitios que presentan frecuentemente mutaciones de



tipo transicion: 16093, 16129, 16189, 16192, 16311, 16362, 146,150,152
y 195 (Fernandez, 2000; Alvarez, 2008; Terreros 2010).

Por otro lado, en la region control del ADNmt existen tractos homopoliméricos de una o
mas bases nucleotidicas. Estos tractos estan localizados en las posiciones 16184-16188,
16190- 16193, 303-309, 311-315 y 568-573 de la region control, donde con una
frecuencia bastante elevada coexisten moléculas con diferente nimero de inserciones o
deleciones dentro de una misma mitocondria 0 en mitocondrias distintas de la misma
célula, situacidn que se conoce como heteroplasmia de longitud, tal como se menciona

previamente (Fernandez, 2000; Alvarez, 2008; Terreros 2010).

Este tipo de polimorfismo de secuencia, se lo estudia por dos métodos de secuenciacion
distintos: secuenciacion quimica descrita por Maxam & Gilber (1977) y secuenciacion
enzimatica de Sanger et al. (1977). Este Gltimo que es el mas utilizado y esta basado en
el método dideoxy o enzimatico, que requiere el uso de 2°-3"-dideoxinucleotido
trifosfato (ddNTP), que difieren de los deoxinucleotidos, en la sustitucion del grupo 3’-

hidroxilo por un hidrégeno (Fig. 13).

Nucleotido dideoxi (ddNTP)
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Figura 13. Nucleétido en ausencia del grupo hidroxilo en su extremo 3’ (ddNTP)
Fuente: Voet et al. (2007)

Esta técnica enzimética se apoya en la capacidad de la ADN polimerasa para sintetizar el
ADN simple cadena con una terminacion especifica, generando fragmentos de ADN de
todos los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, realizando la sintesis de la

hebra complementaria a partir de un iniciador en direcciéon 5’ a 3°.
p p



Figura 14. Técnica de terminacion de cadena de Sanger
Fuente: Voet et al. (2007)

Asi, se aisla y se amplifica la region del ADN que se desea secuenciar, este ADN se
desnaturaliza y se emplea una sola hélice en la secuenciacion. En cada uno de estos
tubos se produciran cadenas de ADN de distintas longitudes, terminando todas en el
lugar en el que se incorpord el dideoxi correspondiente (Fig. 14). Luego, los productos
son revelados en geles de poliacrilamida y en la actualidad por procedimientos
automatizados, donde los productos pueden combinarse con ddNTPs marcados con
fluorescentes de distinto color (R6G verde: Adenina, ROX Azul: citosina, TAMRA
Rojo: timina, Amarillo: Guanina), el laser se dirige hacia el capilar donde se
separan los nucleotidos (electroforesis capilar) que se excitan produciendo una sefial
fluorescente dependiente de cada nucleétido (Fig. 15). La secuencia es leida y registrada,
visualizdndose como picos alternantes de uno de los cuatro colores (nucle6tidos) en su

posicion secuencial (Thompson et al., 2004; Pierce, 2009).
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Figura 15. Deteccion por medio de técnicas Automatizadas.
Fuente: Thompson et al. (2004)

f. Aplicaciones del estudio de la regién control en poblaciones indigenas.

Gracias a distintas investigaciones, sabemos que existe un alto grado de variacion en la
secuencia del ADNmt entre poblaciones geograficamente separadas (Wallace et
al.,1985; Schurr et al., 1990; Torroni et al., 1993a; Torroni et al.,1993b; Dornelles et al.,
2004; Rothhammer & Llop, 2004 ). Muchas de estas variantes en la secuencia del
ADNmMt, inicialmente detectadas por polimorfismos en el tamafio de los fragmentos de
restriccion (RFLPSs), se correlacionan con el origen étnico y geografico de los individuos
(Stoneking, et al., 1990; Ward, et al.,1991; Ballinger et al., 1992; Torroni et al., 1993a;
Torroni et al.,1993b; Starikovskaya et al., 1998).



En diferentes estudios abarcados en distintas poblaciones indigenas de Norte, Centro y
Sudamérica, se han determinado polimorfismos del ADNmt revelando la existencia de
los cuatro linajes fundadores (haplogrupos A, B, C y D) en la poblacién amerindia
(Torroni et al., 1993a; Horai et al., 1993; Baillet et al., 1994), donde la distribucién de
estos haplogrupos en nativos de Norte, Centro y Sur América muestran un incremento
del linaje B de norte a sur, y un decremento en la frecuencia del linaje A de norte a sur.
El haplogrupo A fue el linaje m&s comun en Norte América, sin importar la poblacion
indigena. Como consecuencia de estas observaciones se plantea que la distribucion de
los haplogrupos es mas afin con una simple oleada migratoria dentro del continente

Americano.

Por otra parte, un estudio de polimorfismos del ADNmt en 83 individuos de la poblacion
de Yanomami de Venezuela, revelé la presencia de los linajes fundadores ya
mencionados, afirmando que son tipos fundadores de las poblaciones indigenas de
América (Easton et al.,1996). Adicionalmente, Coral et al. (1995) describen el analisis
de una poblacion indigena de Peru, dos de Argentina y una de Chile, encontrando datos
que tambien sugieren la presencia de otros linajes mitocondriales originales y proponen
que esto puede deberse a un mayor niumero de oleadas migratorias o a la llegada de

haplotipos fundadores en la primera.

Posteriormente, los estudios que se realizaron en la secuenciacion de la regién control
del ADNmt, han reconocido que ésta evoluciona junto a la regién codificante, iniciando
trabajos en los cuales se combina la secuenciacion de la region control con el anélisis de
RFLPs de dicha region, para asi, definir mejor la filogenia en diferentes regiones y
Macaulay et al. (1999) confirmé la relevancia para la determinacién de haplogrupos
(Pereira et al., 2001; Gonzélez et al., 2003; McLean et al., 2005; Picornell et al., 2005).

En el afio 2001, se publico el primer trabajo con secuencias completas de 192 individuos
fineses (Finnila et al., 2001), poblacion que tiene un linaje de ADNmt claramente
europeo, obteniendo dos network (o redes), uno de la region control y otro de la region

codificante, mismos que representan la genealogia del ADNmt europeo.



Fagundes et al. (2008), utilizaron 86 genomas mitocondriales completos de nativos
americanos, analizando los haplogrupos mitocondriales americanos, incluyendo el
haplogrupo X, observando que estos formaban parte de una poblacion fundadora Unica,
refutando de esta forma varios modelos de migracion. Una historia detallada
demografica de la secuencias de ADN mitocondrial estimada con un método de
coalescencia, indica un modelo complejo para el poblamiento de las Américas y que la
diferenciacion inicial de las poblaciones asiaticas termind con un moderado cuello de
botella en Beringia, alrededor de ~23.000 a ~ 19.000 afios atras (Bonatto & Salzano,
1997).

En Bolivia, estudios del ADN mitocondrial realizados por Costa et al. (2008), sugieren
que la poblacion boliviana estd compuesta por haplotipos Unicos que se conservaron aun
después de la colonizacion, observandose alta variabilidad genética en poblaciones de
las regiones de Moxos y Beni que son el resultado de constantes migraciones. Ademas,
los linajes filogenéticos del area de Beni no se reportaron en otras poblaciones
amerindias de acuerdo a Bert et al. (2004). Por otro lado, en la zona de Piamonte en el
departamento del Beni, se presentan altos niveles de variabilidad y diversidad genética
en comparacion con otros grupos americanos, estando mas relacionadas con grupos

humanos de los Andes que con poblaciones amazoénicas (Corella et al. 2007).

En relacion a las poblaciones indigenas Uru y Ayorea, Dornelles et al. (2004), encontrd
que en el grupo ayoreo de Poza Verde se presenta un Unico haplotipo designado por
AYO01, sugiriendo un efecto fundador; también se reportdé la existencia de poca
variabilidad genética. Por otro lado, Sandoval et al. (2004), sefiala que entre los
pobladores de las islas de Los Urus existe una alta proporcion del haplotipo A2,

comunmente encontrado en poblaciones amazdnicas.

VI. NOMENCLATURA

De acuerdo con las recomendaciones del “European DNA profiling (EADNP) group”



(Tully et al., 2001; Tully et al., 2004) la numeracién que se utiliza para denominar las
mutaciones puntuales, inserciones y deleciones de la region control hace referencia a la
secuencia de referencia de Cambridge (Anderson et al., 1981). Sin embargo, para
denominar estos cambios en el resto de la molécula se recomienda utilizar como
referencia la Secuencia de Cambridge revisada (rCRS) (Andrews et al., 1999). Se
considera siempre la secuencia de la cadena L y s6lo se enumeran las bases que difieren

respecto a la secuencia de referencia.

Para anotar un polimorfismo, se escribe la posicidn en que se encuentra seguida de la
base mutada, por ejemplo la posicion 16126 es una T en la secuencia de referencia, si se
produce un cambio por una citosina se anotaria 16126C. Si se observa una delecion
respecto a la secuencia de Anderson y colaboradores, se reporta la posicion delecionada
seguida de una “d”, por ejemplo 249d (Tully et al., 2001; Tully et al., 2004).

Las inserciones se designaran con un “.1” seguido de la base insertada, después de la
posicion que esta inmediatamente al lado de la insercion en sentido 5°, por ejemplo en la
posicion 523 es frecuente la insercion de “CA” o incluso de “CACA”, en este caso se
reportard 523.1C 523.2A 523.3C 523.4A. Cuando las inserciones ocurren dentro de
tractos homopoliméricos se desconoce la localizacion exacta de la insercion, en estos
casos se asume que la insercion ocurre en la posicion mas alta de ese tramo, por ejemplo
una insercién en el tramo homopolimérico entre las posiciones 302 y 310 se anotara
como 309.1C, en el caso de que ocurran dos inserciones se designaran 309.1C 309.2C
(Tully et al., 2001; Tully et al., 2004).

Para describir una heteroplasmia puntual en la que dos bases estan presentes en una
intensidad aproximadamente igual se recomienda utilizar el cédigo IUB (R=A+G,
Y=C+T, K=G+T, M=A+C, S= G+C, W=A+T). Por ejemplo, si en la posicion 152
aparecen una citosina y una timina se anotard como 152Y. Alternativamente, se puede
designar como 152 T~C. Si una base esta en una proporcion substancialmente mayor
que la otra se utilizara una notacion del tipo C>T. Es importante sefialar que siempre

que se detecta una heteroplasmia es necesario confirmarla con la secuencia de la cadena



L y H, en el caso de que la heteroplasmia no pueda confirmarse con la segunda reaccién

de secuencia la posicion se designara como ambigua “N” (Tully et al. 2001; Tully et al.,
2004).

En el caso de las heteroplasmias de longitud se utiliza un planteamiento similar al
anterior para definir si la heteroplasmia esta presente o no. Esto afecta particularmente a
los tractos de policitosinas de HV1 (entre las posiciones 16183 y 16194) y HV2 (entre
302 y 315). Si el namero de citosinas puede ser confirmado con la secuencia de las dos
cadenas, la nomenclatura seria del tipo 309.1>309.2. Sin embargo, en el caso de que no
sea posible la confirmacion, el nimero de bases debera ser reportado como ambiguo
(Tully et al., 2001; Tully et al., 2004).

VII.  ANALISIS DE DATOS

a. Haplogrupos Mitocondriales

Los términos de haplogrupo y haplotipo, aparecen con definiciones solapadas. Peter de
Knijff en Verea (2011), define haplogrupo a los linajes definidos por regiones variables
0 polimorficas detectadas por SNPs, STRs o RFLPs, mientras que el término haplotipo
se reserva para todos los sublinajes de haplogrupos y que se define como un conjunto de
alelos localizados en una pequefia region del cromosoma, que se caracterizan porque sus

alelos se trasmiten juntos a través de las generaciones (Oliva et al., 2004).

Por otro lado, se define haplogrupo a una agrupacion de haplotipos que comparten
ciertos polimorfismos (definidos por enzimas de restriccion o por secuenciacion directa)
ademas presentan un origen coman. Esto implica que los polimorfismos que definen
cada haplogrupo se produjeron exclusivamente en las lineas antecesoras de todos los
haplotipos que lo integran (Fernandez, 2000). El concepto de haplogrupo fue introducido

por vez primera a inicios de los afios 90 (Torroni et al. 1992).



La aplicacién de este tipo de estudios en muestras de diferentes continentes, por
separado, reveld la existencia de localizaciones geograficas de los haplogrupos
mitocondriales, de manera que podian distinguirse clusters exclusivamente africanos,
europeos Yy asiaticos, respectivamente. Esta caracteristica ha resultado ser de extrema
utilidad para la inferencia de patrones migratorios dentro y fuera de cada continente
(Fernandez, 2000; Montiel, 2000; Pereira dos Santos, 2005).

Figura 16. Distribucion de los Haplogrupos por continente en base al ADN mitocondrial
Fuente: Fernandez, 2000; Montiel, 2000; Pereira dos Santos, 2005

b. Median Networks (Redes de Haplotipos)

Los Median Networks o Median Joining Networks, en espafiol, Redes de Haplotipos,
pueden orientar acerca de la historia demografica de una poblacion determinada. Por
ejemplo, las filogenias en forma de estrella, con un haplotipo central del que surgen
varios haplotipos separados de éste por un Unico paso mutacional, son signos de una
expansion poblacional. Este patron puede explicarse de la siguiente manera: una
determinada variante mitocondrial experimenta condiciones reproductivas favorables

durante un largo periodo de tiempo y aumenta la frecuencia (Saitou, & Nei, 1987;



Fernandez, 2000; Montiel, 2000; Pereira dos Santos, 2005). Tras muchas generaciones,
algunos de los descendientes portadores de este haplotipo adquieren nuevas mutaciones.
En algunos casos, la variante ancestral se extingue por deriva genética. Si alguno de los
descendientes sufre el mismo proceso que la variante inicial, en la filogenia en forma de

estrella aparecen subgrupos o sub-clusters (Forster, 2004).
c. Diversidad Génica

Es el equivalente a la heterocigocidad esperada para datos diploides. Se define como la
probabilidad de que dos haplotipos escogidos aleatoriamente sean diferentes en la

muestra (Nei, 1987 descrito en Pifiero et al., 2008).

(h=n(1-Y xi2)/n-1).

n= numero total de la poblacion.

Xi= numero de haplotipos encontrados.
d. Distancia Genética: Modelos de Sustitucion

Durante la traduccién, cada codon corresponde a un tipo de aminoacido, en el que se
encuentran tres posiciones: primera, segunda y tercera, correspondientes a las tres bases
que lo integran. Cada una de estas posiciones se ve afectada por distintas tasas de
mutacion, por lo que ni la mutacion ni la seleccion son uniformes en cada uno de los
codones (Fernandez, 2000; Eguiarte et al., 2007). De esta manera, existen diferentes
medidas de distancia genética entre poblaciones basadas en modelos matematicos de
sustitucion de nucleétidos. Los modelos de sustitucion nos sirven para interpolar
adecuadamente nuestras observaciones, con el fin de poder hacer predicciones
inteligentes sobre observaciones futuras. Asi, existen distintos modelos de sustitucion,
siendo el modelo de Tamura y Nei, el mas utilizado hasta fecha. Este modelo estima el

namero esperado de sustituciones por sitio nucleotidico, coadyuvando a la



determinacion de la distancia geneética y a la fiabilidad del arbol filogenético que se
establece (Tamura & Nei, 1993; Posada y Crandall, 2001). Esto es, que pretende estimar
el nimero de mutaciones que ocurren a nivel nucleotidico y que se han acumulado en las
secuencias de dos linajes a partir del tiempo que ha transcurrido desde su divergencia
original (Pifiero et al., 2008).

D =d; — (d; + dy)/2

Dij= distancia entre las poblaciones iy j.
Dii= distancia de la poblacion ii.
Djj = distancia de la poblacion jj.

El modelo de Tamura & Nei (1993) toma en cuenta indices y frecuencias nucleotidicas,
asumiendo igualdad en la sustitucion a nivel de transversiones y transiciones, parametros
que favorecen la precision y dan lugar a un arbol filogenético méas cercano a la realidad,
dando incluso, las bases para el estudio del reloj molecular (Tamura & Nei, 1993;
Kumar & Nei, 2000).

e. Modelos de Agrupacion: Neighbor joining

Los modelos de inferencia se emplean a través de un algoritmo estandar de construccion
de arboles, examinando diferentes topologias posibles, las cuéles resultan en un arbol
que representa las minimas divergencias posibles (es decir, se basan en la maxima
parsimonia) (Saitou & Nei, 1987).

El arbol completamente resuelto se forma a partir de un arbol ‘estrella’ (completamente
no resuelto) por el procedimiento de insertar ramas entre el par de vecinos mas cercanos
(o mas aislados de los demas) y el resto de los nodos terminales del arbol (Saitou, & Nei,
1987). El par de vecinos més cercanos queda entonces consolidado, dando por resultado

un nuevo arbol ‘estrella’, repitiéndose el proceso hasta obtener un arbol resuelto



(Fernandez, 2000; Eguiarte et al., 2007;). Asi, este método minimiza la distancia entre
grupos al tomar la distancia al vecino con el que presenta mayor similitud. Los
algoritmos y férmulas que emplea lo hacen atil al momento de hallar la minima
diferencia, por tanto es uno de los programas mas empleados debido a su alta
confiabilidad (Saitou & Nei, 1987).

La eleccion del modelo de agrupacién es de suma importancia, ya que de estos depende
la construccion de los dendogramas y, por ende, la interpretacion de los resultados

obtenidos.

f. Evolucidn

En términos simples, se define evolucion a cualquier proceso de cambio en el tiempo.
Por otro lado, es un cambio en el perfil genético de una poblacion de individuos, a
consecuencia de la contribucion diferencial de distintos individuos de una especie a la
generacion siguiente, que puede llevar a la aparicion de nuevas especies, a la adaptacion
a distintos ambientes o a la aparicion de novedades evolutivas (Fernandez et al., 2002;
Passarge, 2007; Pierce, 2009).

En el proceso de evolucion, la principal fuerza de mutacién genética es la seleccion
natural, que proporciona la diversidad biologica dentro de una poblacion y determina la
viabilidad de los individuos para sobrevivir con éxito en un entorno determinado
(Fernandez et al.,2002; Passarge, 2007; Pierce, 2009).

g. Filogenética

Es el estudio de la filogenia utilizando diagramas tipo arbol para representar los
ancestros de esos organismos, donde Filogenia, es la determinacion de la historia
evolutiva de los organismos, basadndose en datos moleculares, bien en secuencias
aminoacidicas de proteinas o nucleotidicas a partir de ADN (Fernandez et al.,2002;
Passarge, 2007; Pierce, 2009).



Las relaciones filogenéticas entre un grupo de organismos pueden representarse
graficamente mediante arboles filogenéticos que consisten en nodos (unidades
taxondmicas) conectados por ramas. Para poder distinguir entre un caracter ancestral y
uno derivado es necesario que este tipo de arbol tenga una raiz de la que salen las
diferentes ramas o “outgroups” (grupos externos) (Fernandez, 2000; Montiel, 2000;
Fernandez et al.,2002; Passarge, 2007; Pierce, 2009).

Existen diferentes procedimientos para la reconstruccion filogenética, pero el mas
utilizado es el de “mdxima parsimonia” o de “evolucion minima”, mostrando que la
evolucion ocurre parsimoniosamente de manera que los cambios nucleotidicos en todas
las posiciones son igualmente probables y que la reconstruccién filogenética asume la
explicacion mas sencilla de esta informacion, eligiendo asi, el arbol filogenético
construido con menor nimero de eventos mutacionales para explicar la distribucion de
los caracteres entre los individuos ( (Fernandez, 2000; Montiel, 2000; Fernandez et al.,
2002; Passarge, 2007; Alvarez, 2008; Pierce, 2009)

VIII.  JUSTIFICACION

En el ambito de la genética de poblaciones, el genoma mitocondrial se utiliza para
investigar la evolucién del hombre y de los pueblos indigenas existentes en todo el
mundo, considerandose al genoma mitocondrial como el marcador por excelencia, desde
hace mas de dos décadas teniendo un interés especial por conocer los patrones de
variabilidad que presenta, que en general, reflejan el pasado demografico de la

poblacion.

En este sentido, la presente investigacion pretende analizar los haplotipos de la region
hipervariable mitocodrial de las poblaciones indigenas originarias Uru y Ayorea, por ser
considerados poblaciones méas antiguas del pais (corroborado por la familia lingliistica a
la que pertenecen), ademas que han mantenido su aislamiento tanto poblacional como

geografico. Por otro lado, no se tiene estudios a nivel genético de la poblacion Uru y la



Poblacion Ayorea si bien ha participado de estudios genéticos, esto no ha sido
concluyente para conocer si sus haplotipos estan relacionados con otras poblaciones
bolivianas o mundiales. Asi la presente investigacion aportara con conocimientos
cientificos sobre la estructura genética y ancestralidad de las poblaciones indigenas
originarias Uru y Ayorea, lo que permitira inferir sobre su llegada al continente
americano, asi como establecer las relaciones entre ellas y otras poblaciones del mundo,
considerando sus origenes mitoldgicos coincidentes, aportando de esta manera al
conocimiento de la riqueza cultural de nuestro pais guardada en nuestro material
genético y coadyuvando a responder preguntas acerca del origen e historia (cultural y

evolutiva) realizadas por los mismos pueblos.

IX. HIPOTESIS

H1o: Existen haplotipos ADNmt Unicos y diferentes entre si en las poblaciones

Indigenas Originarias Uru y Ayorea.

H2o: Filogenéticamente, los pueblos Indigenas Uru y Ayoreo conforman un

clado emparentado con los linajes ancestrales de la humanidad.
X. OBJETIVOS
a. OBJETIVO GENERAL
> ldentificar la distribucion y relacion filogenética de haplotipos de la
region hipervariable mitocondrial en las poblaciones indigenas
originarias Uru y Ayorea.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar los haplotipos de las poblaciones Uru, Ayorea y mestizos de

Bolivia en base a la region HVI y HVII del ADN mitocondrial.



» Comparar los haplotipos encontrados entre los pueblos indigenas y
mestizos (aquellos que tengan ascendencia extrajera y al mismo tiempo
Boliviana) de La Paz, Oruro y Santa Cruz y poblaciones indigenas a nivel
mundial.

> Establecer los haplogrupos de ADNmt a los que pertenecen las
poblaciones Uru, Ayorea y mestizos de La Paz, Oruro y Santa Cruz.

» ldentificar la poblacion en estudio relacionada a los linajes

mitocondriales mas antiguos de la humanidad.

Xl. DISENO METODOLOGICO

a. Poblaciones de Estudio

Constituido por individuos de ambos sexos mayores de edad no emparentados y
pertenecientes a las Naciones Indigenas Originarias Uru del Departamento de Oruro y
Ayorea del Departamento de Santa Cruz — Bolivia y habitantes mestizos de los

departamentos de La Paz, Oruro y Santa Cruz.

b. Sitio de estudio

La poblacién originaria Uru estd ubicada en el Departamento de Oruro - Provincia
Atahuallpa a 280 kilometros al suroeste de la Capital, considerandose para el presente
estudio la comunidad del Lago Poopd: Llapallapani (19°00°37,8”S - 66°49°12,2”0) y la
Chipaya de Santa Ana de Chipaya (19°02°31.3”S — 68°05°23,6”0) (Figura 16) (MUSEF,
2009), mismas que se encuentran a aproximadamente 8 horas por via carretera desde la
ciudad de La Paz.
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Figura 17. Mapa de las zonas de estudio. Las principales capitales del pais estan representadas con el simbolo

& , mientras que las zonas de muestreo presentan el simbolo E encontrandose el nombre respectivo a la
comunidad encuadrado (Mapa elaborado con el programa MAP SOURCE, GARMIN).

La poblacion indigena Ayorea esta ubicada en varias comunidades en el deparatamento
de Santa Cruz (Zapocd, Poza Verde, Puesto Paz, Guidai Ichai, Santa Teresita, Tobite,
Urucu, Motacl, Rincon del Tigre, Belén en Santiago de Chiquitos). En la presente
investigacion se estudid la poblacion de Zapoc6 donde, parte de sus habitantes se
encuentran asentados en Concepcién de Chiquitos (16°08°12,1”S - 62°01°47,370), y
otra parte de su poblacién se encuentra en la comunidad que lleva el mismo nombre
Zapoco, la cual se encuentra ubicada a 3 horas de viaje desde la region de Concepcion
de Chiquitos. EI acceso a esta zona es por via carretera desde la ciudad de La Paz,
considerando que el viaje carretero desde la ciudad de Santa Cruz de la Sierra hasta
Concepcidn de Chiquitos es de aproximadamente 6 horas. Luego la poblacion de Poza
Verde que se encuentra al Sur de la ciudad de Santa Cruz, aproximadamente a 2 horas
por via terrestre y a media hora del municipio El Pailon — Santa Cruz (16°08°12,1”’S -

62°01°47,3°0) (Figura 17).



¢c. Toma de Muestra

Antes de la obtencién de la muestra se concertd una reunién con toda la comunidad,
donde se procedi6 a explicar las finalidades de la investigacion en base al Documento
“Consentimiento Informado”, haciendo énfasis en la participacién voluntaria de cada
individuo. Este documento (Anexo 1), contenia ademas preguntas sobre la ascendencia
del participante, de manera que pudiéramos comprobar sus relaciones de parentesco.

La muestra consistio de un hisopado bucal colectado mediante un raspado (por un lapso
de 20 — 30 segundos) en la mejilla interna del participante, considerando la obtencion de
una réplica (una muestra por mejilla). El hisopo de algoddn utilizado fue colocado en un
tubo hermético conteniendo 700 uL de buffer de lisis (Nuclei Lysis Solution — kit
Wizard Genomic DNA Purification - PROMEGA) y almacenado a temperatura
ambiente hasta su procesamiento en laboratorio. La identificacion de la muestra se
realizé utilizando un cddigo que da referencia al lugar y nimero del participante,

asegurando la confidencialidad.

d. Analisis Genéticos

i. Obtencién y Cuantificacion de ADN total

Se obtuvo ADN total a partir de las muestras recolectadas, mediante el protocolo
modificado de Miller et al. (1988), utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification
(PROMEGA), que esta basado en la utilizacion de Nuclei Lysis Solution y Protein
Precipitation Solution con un lavado posterior de NaCl 6M y su purificacion respectiva

con soluciones alcohdlicas (Anexo 2).

La calidad del ADN fue evaluada en electroforesis en gel de agarosa 1% a 100 voltios
durante 30 minutos, comparando con un control positivo de ADN total (control de ADN
con una concentracion de 100ng/uL obtenido por protocolos estandarizados en el
CINGEN) y un marcador de peso molecular Lambda ADN/Hindll]I.



La cuantificacion de los acidos nucleicos se realizd por absorcion espectrofotométrica a
260nm donde la absorcion de &cidos nucleicos es méxima si la muestra de ADN es pura
y se realizo la lectura a 280 nm el cual es el rango de absorcién maxima para proteinas,
con el fin de evaluar la pureza del ADN obtenido con la relacién de OD 260 / OD 280
(Mendoza et al., 2010), en un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop 2000, a
partir de 1 uL del extracto, utilizando como blanco la solucién de rehidratacion (Tris
HCL y EDTA).

ii. Analisis por PCR y Secuenciacion

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se desarrolld en las condiciones
adecuadas (Fig. 18) para la obtencion de un fragmento de 440 bp (HVI) y 400 bp (HVII)
de la regidn hipervariable, utilizando los cebadores L15997 y H16391 para HVI (Costa
et al., 2008) y para la region HVII L48 y H 408 (Costa et al., 2008). El producto de PCR

se evaluo en electroforesis en gel de agarosa al 1,8% a 100 voltios durante 15 minutos.
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Figura 18. Condiciones de PCR.
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El producto obtenido se purifico con soluciones alcohdlicas (Etanol absoluto e
Isopropanol), para luego realizar la electroforesis capilar en el Analizador Genético ABI
3130 con el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing v. 3.1, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Anexo 3), evaluando la calidad de la secuencia obtenida

con el software Sequencig Analisis version 5.2.
e. Analisis de Datos
i. Analisis Comparativo de las Regiones Polimdrficas

Posteriormente se identificé los sitios polimorficos (SNPs) utilizando el programa

Biological Sequence Alignment Editor, Bioedit v.7.0.5

El alineamiento de secuencias se realizd en relacion con la secuencia revisada de
Cambridge (Anderson et al., 1981; Andrews et al., 1999), que se encuentra disponible
online en la base de datos NIH Genetic Sequence Database (GenBank-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

La identificacion de los Haplotipos se realiz6 de acuerdo a los polimorfismos
mitondriales, al mismo tiempo, la frecuencia haplotipica se determind por conteo directo

y la designacion de Haplogrupos se realizé de acuerdo con el MITOMAP.

La designacion de los haplotipos se realizé de la siguiente manera:

Tabla 2. Designacion de Haplotipos para cada poblacion en estudio.

URU URU En el Presente Estudio
AYO AYOREO Dornelles et al.(2004)
LP LA PAZ En el Presente Estudio

OR ORURO En el Presente Estudio



SC SANTA CRUZ En el Presente Estudio

Fuente: Elaboracion propia

i. Anélisis filogenéticos y evolucion

Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el programa MEGA v.4.1 (Tamura
et al., 2007) y las redes de haplotipos (networks) con el programa TCS v1.21 (Clement.,
2000), ambos basados en el método Neighbor-joining (Bootstrap 1000) (Bandelt et al.,
1995) siguiendo el modelo de sustitucion de Tamura & Nei (1993).

XIl.  CRITERIOS ETICOS

En las visitas realizadas a las poblaciones Indigenas Originarias, se concert6 una reunion
con las autoridades de cada comunidad para explicar los objetivos del proyecto y luego
de obtener su aprobacion de forma verbal se procedio a realizar la toma de muestra

respectiva.

El presente estudio se tomd en cuenta aquellos individuos de ambos sexos, mayores de
edad que participaron voluntariamente, ademas que firmaron el documento de

Concentimiento Informado (Anexo 1).

No se incluyé en el estudio aquellos individuos que no firmaron el Documento

Concentimiento Informado y aquellos que eran menores de edad.



XII1. RESULTADOS
a. Tamanfo de la Muestra

Se obtuvo 53 muestras de hisopado bucal por duplicado de individuos de ambos sexos
mayores de edad no emparentados en primer grado, pertenecientes a los pueblos Uru
(comunidades Llapallapani y Santa Ana de Chipaya) y Ayoreo (comunidades Poza
Verde y Zapocd) y 30 muestras control de individuos mayores de edad mestizos no

emparentados de las ciudades de La Paz, Oruro y Santa Cruz (Tabla 3).

Tabla 3. Cantidad de muestras analizadas en el presente estudio.

1 CHPA Uru Chipaya 8 *CINGEN
2 LLPA Urus de Lago Poop6 6 CINGEN
**PROY.

Asentamiento Ayoreo en
3 CON » o 5 FILOGEOGRAFIA URU-
Concepcion de Chiquitos

AYOREO
PROY. FILOGEOGRAFIA
4 ZCO Zamoco 17
URU- AYOREO
PROY. FILOGEOGRAFIA
5 PzVv Pozo Verde 17
URU- AYOREO
6 LP La Paz 10 CINGEN
7 OR Oruro 10 CINGEN
8 SC Santa Cruz 10 CINGEN
TOTAL 83

Fuente: Elaboracion propia
*Centro de Investigacion Genética- IITCUP- Policia Boliviana
** Proyecto Concursable ASDI- TB/BCR- UMSA

El célculo de tamafio muestral no se realizé ya que la cantidad de habitantes de cada

poblacion Uru y Ayorea es reducida, ademas dentro de estas poblaciones existe



consanguinidad entre sus habitantes, razon por la cual se tomo encuenta un participante
voluntario por grupo familiar. En cuanto a las poblaciones de La Paz, Oruro y Santa
Cruz, fueron productos de ADN que estan en custodia del Centro de Investigacion
Genética del Instituto de Investigaciones Técnico Cientificas de la Universidad Policial
(1ITCUP).

b. Cuantificacién y Calidad del ADN total

El método de Miller et al. (1988) modificado empleando el Kit Wizard Genomic DNA
Purification (PROMEGA), es eficiente y eficaz en la obtencidn de extractos de ADN en
calidad y cantidad suficiente para los ensayos subsecuentes (Fig. 19). Los extractos de
las ochenta y tres muestras presentan una concentracion de ADN total entre 25 — 200
ng/ul (Tabla 4).

23130 bp

2027 bp E

Figura 19. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1% de extractos de ADN total, pertenecientes a la
Pablacion Indigena Ayorea revelados con bromuro de etidio. M: Marcador de peso Lambda
ADN/Hindlll, C+: Control Positivo de ADN, 1: ZCO-1, 2: ZCO-2, 3: ZCO-3.



Tabla 4. Muestras colectadas y concentracion de ADN (ng/ul) obtenido.

ADN COMUNIDA ADN
Cobico* COMUNIDAD Cobico*
(ng/ul) D (ng/ul)
Santa Ana de Poza Verde
1 CHPA-1 ) 43 Pzv-7 N.D.
Chipaya 106,5
Santa Ana de Poza Verde
2 CHPA-2 . 44 PZVv-8 N.D.
Chipaya 177,6
Santa Ana de Poza Verde
3 CHPA-3 ) 45 PZV-9 N.D.
Chipaya 158,7
Santa Ana de Poza Verde
4 CHPA-4 ) 46 PZV-11 N.D.
Chipaya 301,1
Santa Ana de Poza Verde
5 CHPA-5 ) 47 PZV-A N.D.
Chipaya 48,2
Santa Ana de Poza Verde
6 CHPA-6 48 PZV-B N.D.
Chipaya 346,3
Santa Ana de Poza Verde
7 CHPA-7 . 49 Pzv-C N.D.
Chipaya 37,6
Santa Ana de Poza Verde
8 CHPA-8 . 50 PzV-D N.D.
Chipaya 63,9
9 LLPA-1 Llapallapani 57,28 51 PZV-E Poza Verde N.D.
10 LLPA2 Llapallapani 175,68 52 PZV-F Poza Verde N.D.
11 LLPA-3 Llapallapani 21,44 53 PZV-G Poza Verde N.D.
12 LLPA-4 Llapallapani 25,12 54 LP-1 La Paz N.D.
13 LLPA-5 Llapallapani 110,72 55 LP-2 La Paz N.D.
14 LLPA-6 Llapallapani 133,6 56 LP-3 La Paz N.D.
15 CON-1 Zapoco 71,8 57 LP-4 La Paz N.D.
16 CON-2 Zapoco 42,8 58 LP-5 La Paz N.D.
17 CON-3 Zapoco 49,5 59 LP-6 La Paz N.D.
18 CON-4 Zapoch 77,1 60 LP-7 La Paz N.D.
19 CON-5 Zapoco 49,5 61 LP-8 La Paz N.D.
20 ZCO-1 Zapocod N.D. 62 LP-9 La Paz N.D.
21 ZCO-2 Zapoch N.D. 63 LP-10 La Paz N.D.




22 ZCO-3 Zapoco N.D. 64 OR-1 Oruro N.D.
23 ZCO-4 Zapoco N.D. 65 OR-2 Oruro N.D.
24 ZCO-5 Zapoco N.D. 66 OR-3 Oruro N.D.
25 ZCO-6 Zapoco N.D. 67 OR-4 Oruro N.D.
26 ZCO-7 Zapoco N.D. 68 OR-5 Oruro N.D.
27 ZCO-8 Zapoco N.D. 69 OR-6 Oruro N.D.
28 ZCO-9 Zapoch N.D. 70 OR-7 Oruro N.D.
29 ZCO-11 Zapoco N.D. 71 OR-8 Oruro N.D.
30 ZCO-A Zapoch N.D. 72 OR-9 Oruro N.D.
31 ZCO-B Zapoco N.D. 73 OR-10 Oruro N.D.
32 ZCOo-C Zapoco N.D. 74 SC-1 Santa Cruz N.D.
33 ZCO-D Zapoco N.D. 75 SC-2 Santa Cruz N.D.
34 ZCO-E Zapoco N.D. 76 SC-3 Santa Cruz N.D.
35 ZCO-F Zapoco N.D. 77 SC-4 Santa Cruz N.D.
36 ZCO-G Zapoco N.D. 78 SC-5 Santa Cruz N.D.
37 PZV-1 Poza Verde N.D. 79 SC-6 Santa Cruz N.D.
38 PZV-2 Poza Verde N.D. 80 SC-7 Santa Cruz N.D.
39 PZV-3 Poza Verde N.D. 81 SC-8 Santa Cruz N.D.
40 PZV-4 Poza Verde N.D. 82 SC-9 Santa Cruz N.D.
41 PZV-5 Poza Verde N.D. 83 SC-10 Santa Cruz N.D.
42 PZV-6 Poza Verde **N.D.

Cadigo*: Hace referencia al lugar y nimero de participante

** No Determinado

(Fuente: Elaboracion propia)




c. Amplificacion de la Regién Hipervariable (HVI y HVII) del ADN

mitocondrial

Fragmentos de 440 bp y 400 bp se identifican respectivamente para las regiones HVI y

HVII, mostrando calidad y cantidad necesaria (20 ng) y suficiente para los subsecuentes

analisis (Fig. 20).

Figura 20. Corrida electroforética en gel de agarosa al 1,2% de productos de PCR de la Region
Hipervariable 1 y 11, revelados con bromuro de etidio. M: Marcador de Peso Molecular; C+: Control
Positivo de PCR HVI; 1: Muestra ZCO1; C’+: Control; Positivo de PCR HVII; 1°: Muestra ZCO1.

d. Analisis de Secuencias

Las secuencias obtenidas (Fig. 21) presentan una longitud total de 407 bp, con un valor
de calidad optimo (las barras de color azul indican picos de 6ptima calidad, los amarillos

calidad media y los rojos baja calidad), indicando que son susceptibles de analisis e

interpretacion.
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Figura 21. Electroferograma de la region hipervariable HVI de la muestra CHPY -1 obtenida por

electroforesis capilar utilizando el software Sequencing Analysis v. 5.1. Las barras azules indican picos de
alta calidad, los amarillos media calidad y los rojos baja calidad.

En este sentido, las frecuencias haplotipicas de los pueblos Uru y Ayoreo se muestran en
la Tabla 5, identificandose en el pueblo Ayoreo los sitios polimorficos 16027T, 16051G,
16169T, 16223T, 16298C, 16325A, 16327A, 16357C, 76C, 77C, 78T, 207A, 249G,
290C, 292C, 309.1C, 317.1C como los mas frecuentes y los sitios 16028C, 16083A,
16103C, 16172G, 16183G, 16188A, 16217C, 16334C, 80T, 92A, 215G, 241G, 264T.
318C, con menor frecuencia. En el pueblo indigena Uru, los sitios polimérficos mas
frecuentes son: 16027T, 16183G, 16188A, 16217C, 309.1C, 315.1C, 315.2C, mientras
que los menos frecuentes son: 16051G, 16114A, 16172G, 16182C, 16189A, 16223T,
16275G, 16298C, 16325A, 16327A, 16357C, 16373G, 118T, 152C, 207A, 215G, 276G,
277G. 296T, 320T, 326C.



Tabla 5. Frecuencias haplotipicas de las muestras analizadas en los pueblos Uru y Ayoreo.

Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia

Ayoreo Uru Ayoreo Uru
16027 0,4103 92 0,0256
16028 0,0513 103 0,1429
16051 0,9744 0,0769 118 0,0714
16083 0,0513 119 0,1429
16085 0,0256 125 0,0256
16090 0,0256 128 0,0256
16103 0,0769 131 0,0513
16108 0,0256 133 0,1026
16114 0,0769 139 0,1429
16126 0,0256 146 0,2143
16169 0,9487 151 0,1429
16172 0,0513 0,0769 152 0,0714
16173 0,0513 167 0,0513
16182 0,0769 195 0,1429
16183 0,0769 0,9231 207 0,9231 0,0714
16188 0,0256 0,6154 215 0,0256 0,0714
16189 0,0256 0,0769 216 0,0256
16217 0,0256 0,9231 218 0,0256
16223 0,9744 0,0769 221 0,0256
16275 0,0769 239 0,0513
16277 0,0256 240 0,0513
16279 0,0256 241 0,0256
16294 0,1538 248 0,0513
16298 0,9744 0,0769 249 0,8718
16309 0,0256 264 0,0256
16321 0,0769 276 0,0714
16325 0,9487 0,0769 277 0,0714
16327 0,9487 0,0769 290 0,9231
16334 0,0256 292 0,9231
16357 0,9487 0,0769 296 0,0714




16373 0,0769 309,1 0,9231 1
73 0,0256 3151 1
74 0,1026 315,2 1
75 0,0769 3171 0,9231
76 0,4359 318 0,0256
77 0,1538 320 0,0714
78 0,2564 324 0,1429
80 0,0256 326 0,0714
81 0,0256 338 0,0256
87 0,1429

Dentro de estos polimorfismos, la identificacion de sitios caracteristicos (Mitomap,
2011) permite la asignacion de haplogrupos, donde A16183T, T16189C y T16127C,
identifican al Haplogrupo B, y C16223T, T16298C, C16327T, corresponden al

Haplogrupo C (Tabla 5).

El pueblo originario Uru, representado por los haplotipos URU 1, URU 2, URU3 y
URU4, pertenece al Haplogrupo B y el pueblo originario Ayoreo representado por el
haplotipo AYO1 (Dornelles et al., 2004) pertenece al Haplogrupo C (Tabla 6),
mientras que el haplotipo AYOE no corresponde a ningun haplogrupo. Dentro de las

muestras obtenidas de mestizos de La Paz, Oruro y Santa Cruz, existen haplotipos

que pertenecen tanto al haplogrupo B como al C.

Tabla 6. Designacion de haplogrupos en las poblaciones Uru, Ayorea y mestizas de La Paz, Oruro y Santa

HAPLOTIPO ‘

HAPLOGRUPO B

Cruz.

HAPLOGRUPO C




16183 16189 16217 16223 16298 16327

rCRS: Secuencia de Referencia Revisada Cambridge.

e. Anadlisis Filogenético

El analisis filogenético muestra la formacion de dos clados claramente separados y
definidos (Fig. 22), el clado de los Uru estd estrechamente relacionado con el clado
africano ancestral, mientras que el clado formado por los Ayoreo se encuentra mas
alejado. Por otro lado, el clado Uru presenta tres subclados, donde URU1 es el més
cercano al antecesor africano, mientras que URU3 y URU4, que se encuentran
emparentados (ambos haplotipos correspondientes a los Uru del Lago Poopd), son los
mas distantes. En el caso de la poblacién Ayorea, los haplotipos AYO1l y AYOE se
encuentran estrechamente relacionados, pero significativamente distantes del antecesor

africano, mostrando linajes matrilineales distintos.
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Figura 22. Arbol Filogenético de los pueblos indigenas Uru y Ayoreo basado en los polimorfismos de la
region hipervariable mitocondrial obtenido con el método Neighbor-joining (Bootstrap 1000) (Bandelt et
al., 1995) siguiendo el modelo de sustitucién de Tamura & Nei (1993) a través del software MEGA v. 4.0.

El grupo externo corresponde al primate Pan troglodyts (chimpancé).

En las poblaciones mestizas de La Paz, Oruro y Santa Cruz, se observan 10 haplotipos
unicos, de los cuéles 4 corresponden a la poblacion de La Paz, 4 a la poblacion de Santa
Cruz y 2 a Oruro. Por otro lado, existen 14 haplotipos compartidos, 2 dentro de la
poblacion de La Paz, 2 entre la poblacion de La Paz y Santa Cruz, 4 entre La Paz y
Oruro, 4 entre Santa Cruz y Oruro, y 2 dentro de la ciudad de Oruro. En el analisis
filogenético los haplotipos LP4, OR1 y SC2 conjuntamente los haplotipos AYOL y
AYOE forman un cluster independiente, donde los subclados LP4 y OR1 conforman un
subcluster directamente relacionado a los haplotipos Ayoreos, evidencidndose una

relacion matrilineal (Fig. 23).
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Figura 23. Arbol Filogenético de los pueblos indigenas Uru y Ayoreo, y poblaciones mestizas de La Paz,
Oruro y Santa Cruz, basado en polimorfismos de la region hipervariable | y Il mitocondrial con el
método Neighbor-joining (Bootstrap 1000) (Bandelt et al., 1995) siguiendo el modelo de sustitucién de
Tamura & Nei (1993) a traveés del software MEGA v. 4.0. El grupo externo corresponde al primate Pan
troglodyts (chimpance).

Por otro lado, el cluster de la poblacién Uru presenta dos subclusters, uno formado
propiamente por los haplotipos LP7, SC7 y OR7, correspondientes a la poblacion
mestiza y el otro que incluye los haplotipos Uru, donde el haplotipo URU1 esta
relacionado con los haplotipos LP3, LP2 y SC1, mientras que URU2 (de los Uru
Chipaya) y, URU3 - URU4 (de los Uru del Lago Poopd), conforman dos subclusters
independientes (Fig. 22).



El andlisis filogenético de los pueblos Uru y Ayoreo con respecto a otras poblaciones
indigenas del Mundo (Fig. 24), muestra la formacién de dos clados, uno mas distante de
los antecesores africano y Neanderthalensis y el grupo externo Pan troglodyts
(chimpancé). Dicho cluster estd formado por los pueblos Mataco (Argentina), Guarani
(Paraguay), Warao (Venezuela), Yanomama (Venezuela), Bella cola (Colombia) y
Ayoreo (Bolivia, del presente estudio) de Sudamérica, Maya (México) de Centro
América, Ojibwa (Estados Unidos) de Norte América y Evenk (Siberia) de Asia,
perteneciendo, por tanto, a un mismo linaje. Este cluster estd compuesto por dos
subclusters: uno independiente formado Unicamente por el pueblo Guarani y el otro por
los restantes pueblos, incluyendo el Ayoreo, cuyos haplotipos permanecen juntos y
separados. Por otro lado, el cluster mas cercano a los antecesores, formado por los
pueblos de Australia, India, Polinesia y el pueblo Uru (Bolivia, del presente estudio),
presenta dos subclusters uno independiente representado por Australia y el otro
constituido por los pueblos de India y, Polinesia - Uru, en dos subclados,
respectivamente, lo que hace evidente la relacidn matrilineal entre los pueblos de

Polinesia y el pueblo indigena Uru.
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Figura 24. Arbol Filogenético de los pueblos indigenas Uru y Ayoreo, y pueblos del mundo, basado en los

polimorfismos de la region hipervariable mitocondrial con el método Neighbor-joining (Bootstrap 1000)
(Bandelt et al., 1995) siguiendo el modelo de sustitucion de Tamura & Nei (1993) a través del software MEGA

v. 4.0. El grupo externo corresponde al primate Pan trologyts (chimpancé). Yanomama (Venezuela), Mataco
(Argentina), Bella Coola (Colombia), Warao (Venezuela), Guarani ( Paraguay), Maya (México), Ojibwa (Estados
Unidos) y Evenk (Siberia), Polinesia, Australia e India (Datos obtenidos de Torroni et al., 1993a; Torroni et al.,
1993b; Matallana & Cruzado, 2010).



XIV. DISCUSION

I Obtencion, Cuantificacién de ADN y Amplificacion de la Regién
Hipervariable Mitocondrial

La obtencion de muestras a partir de hisopado bucal, un método no invasivo para la
obtencion de ADN, ha sido ventajosa, pues ésta fue aceptada por los habitantes de cada
pueblo estudiado, ya que ellos, debido a su cultura y al poco contacto con centros de
salud, se muestran muy reservados y ligeramente temerosos a este procedimiento,
especialmente cuando se trata de técnicas invasivas, como la obtencion de sangre
periférica. Sin embargo, obtener muestras de distintas fuentes (células de la mucosa
bucal, células sanguineas u orina), podria permitir realizar la evaluacion de las
heteroplasmias presentes, especialmente en muestras del pueblo indigena Uru, para
determinar el tipo de heteroplasmia y realizar una mas certera evaluacion de la estructura

genética, hecho que debe considerarse para estudios futuros.

Por otro lado, el protocolo empleado para la obtencion de ADN total basado en el
procedimiento de Precipitacion Salina “saltin out” descrito por Miller et al. (1988) fue
adaptado para su aplicacién en muestras de hisopado bucal, en combinacién con el kit
Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA) (Fig. 19), obteniendo de esta forma
una concentracion de ADN en el rango de 21,44 — 346,3 ng/uL. Howe et al. (1997),
empleo el protocolo en base a la precipitacion salina con un tipo de muestra conservada
en formol, obteniendo de esta manera, ADN de alta calidad (con un rango >1,68) y
buena cantidad (rendimiento medio de 23 pg). Ademas, Vega-Pla et al. (1998),
menciona que el protocolo basado en “saltin out” es poco peligroso, econémico y seguro
(en relacion a los protocolos convencionales basados en Fenol: Cloroformo: Alcohol
isoamilico, que son reactivos volatiles y toxicos), especialmente al precipitar las
proteinas con la concentracion final de NaCl en el medio de hasta 1.5 M en relacion a
6M utilizado en el presente estudio, obteniendo una pureza de ADN dentro de 1,7 y 2.
Por otra parte, Cheng et al. (1995), alcanzé una integridad de ADN suficiente en el

rango de 24,200 y 29,900 kb, que fue eficaz para el proceso de PCR.



En relacion a la amplificacion y secuenciacion de la region hipervariable mitocondrial,
Wilson et al. (1995) sugiere que el ADN molde debe tener una concentracion minima de
20 — 35 ng para ser utilizado en la obtencion de un producto de PCR que posteriormente
se empleard como molde para la secuenciacion de la region hipervariable. En la
presente investigacion, la concentracion de ADN utilizado, con un rango de 53,6 —
875,75 ng de ADN, dio resultados satisfactorios al momento de realizar el PCR vy
obtener los electroferogramas (Fig. 20 y Fig. 21).

Por otro lado, el método de secuenciacion empleado, que corresponde al desarrollado
por Sanger et al. (1977), que ahora es utilizado con la Gltima tecnologia fluorescente a
través de la electroforesis capilar, permite la identificacion precisa e inequivoca de cada
nucleotido, logrando de este modo secuencias en las que es posible dilucidar, incluso,
heteroplasmias. Sin embargo, esta técnica se enfrenta a limitaciones tanto en el
rendimiento como en el costo, especialmente si se consideran las aplicaciones futuras.. A
consecuencia de estas dificultades, se desarrollaron nuevas técnicas de secuenciacion,
mas rapidas y eficientes, entre las que se encuentra la Pirosecuenciacion, que ha tenido
un éxito para la confirmacion de la secuenciacion y la secuenciacion de novo (Ronaghi,
2001; Metzker, 2005). Esta técnica se basa en la deteccion en tiempo real del
pirofosfato liberado (PPi) durante la sintesis de ADN, en una cascada de reacciones
enzimaticas, mismas que generan luz visible que es proporcional al nimero de
nucleotidos incorporados (Fig. 25). Sin embargo, esta tecnologia no ha sido utilizada
para la secuenciacion del genoma debido a la limitacion en la lectura, por que tiene un
rendimiento de 200 — 300 bp, siendo generalmente empleada en genotipificacion
(Ronaghi, 2001; Metzker, 2005).
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Figura 25. Proceso de Pirosecuenciacion.
Fuente: Ronaghi, 2001

En los electroferogramas obtenidos por medio del analizador genético ABI 3130 (Fig.
21), se observé un fragmento amplificado para la region HVI que inicia en la base
16009, concluyendo en la 16416, y para la region HVII de la base 61 a la 430, a través
de los cudles se realizé la identificacion de los polimorfismos. De acuerdo a Holland &
Parsons (1999), generalmente se analiza en poblaciones humanas, incluso para
comparaciones forenses, aquéllos polimorfismos presentes desde la base 16024 hasta la
16365 (HVI) y desde la base 73 a la 340 (HVI1), lo que apoya el uso de estas regiones en
el presente estudio y, por tanto, los cambios mutacionales descritos. Por otro lado, estos
autores también mencionan que en casos en que la discriminacion de linajes que no
pueden diferenciarse claramente, se considera el analisis de la regién HVIII, fragmento
que se encuentra desde la base 440 hasta la posicion 560 (Holland & Parsons, 1999).
Fridman & Gonzales (2009), analizaron el poder de discriminacion de la region
hipervariable 111, en familias distintas, donde obtuvieron una misma secuencia con las
regiones HVI y HVII, logrando diferenciar ambos linajes. Asi también, Sala et al.
(2009), secuenciaron la totalidad de la region control de poblaciones Wichi, Toba y
Pilaga del Chaco Argentino, analizando las tres regiones hipervariables HVI, HVII y
HVIII, identificando los sitios polimérficos caracteristicos para cada poblacion. En el
presente trabajo de investigacion, el analisis de las regiones hipervariables | y 11, produjo
resultados optimos y suficientes, para la identificacion de los haplotipos presentes en
cada poblacion estudiada (Uru, Ayoreo, La Paz, Oruro y Santa Cruz) razén por la que no
hubo la necesidad de analizar la tercera region hipervariable, ya que su analisis permitié
la identificacidn de sitios polimérficos caracteristicos para cada poblacién, distinguiendo
linajes maternos. Ademas, el analisis de la totalidad de la regién control debe ser bien
considerado, ya que ésta posee regiones conservadas (Fig. 12) que no ofrecen

mutaciones informativas para la determinar la estructura genética de una poblacion.



Por otro lado, analizando los electroferogramas obtenidos y su calidad, se observo la
presencia de heteroplasmia (heteroplasmia de longitud) en el tracto homopolimero de las
regiones HVI y HVII, presentando una transicion (Timina—Citocina), en muestras
pertenecientes a los Uru del Lago Poopd, en una muestra Uru Chipaya, como también en
poblaciones de La Paz, Oruro y Santa Cruz. La presencia de heteroplasmia se puede
explicar, a la produccion de errores en su replicacion o por el dafio causado por radicales
libres resultantes del metabolismo oxidativo, donde la mutacién causada por estos
fendmenos se exhibe en la siguiente generacion mediante el fendmeno de cuello de
botella (Fig. 9) que ocurre en el oocito o que ocurrié hace tiempo atras, donde los
descendientes manifestaran una mezcla de moléculas originales y mutantes (Calderon,
2009). Para que este polimorfismo se fije en la poblacion, es necesario que se herede a
los descendientes, estableciendo un estado homoplasmico de forma individual o que esta
mutacion se pierda en una o dos generaciones si esta ocurrio recientemente (Alvarés,
2008; Calderon, 2009). Costa et al. (2008), encontrd también estos resultados en
habitantes de la poblacién de La Paz, aunque este autor no menciona el tipo de
heteroplasmia. Por otro lado, no se observé esta heteroplasmia en ninguna de las
muestras obtenidas de la poblacién Ayorea, sugiriendo que esta poblacién no esta
influenciada por efecto de la deriva génica, sino que esta influenciada por otro tipo

fendmeno evolutivo.

1. Analisis de los Haplotipos

Las poblaciones humanas, especialmente las poblaciones indigenas, son aquéllas cuya
formacidn en espacio y tiempo esta sujeta a la accion de factores inherentes al proceso
evolutivo y que se han adaptado, de alguna forma, a diversas condiciones ecoldgicas, las
cuéles han determinado su sobrevivencia y permanencia hasta la actualidad (Barrantes,
1993).

En la poblacion Ayorea, los sitios polimdrficos 16051G, 16169T, 16223T, 16298C,
16325C, 16327A, 16357C, 207A, 249G, 290C, 292C, 309.1C, 317.1C, se comparten



con los mestizos de La Paz, Oruro y Santa Cruz, lo que puede ser resultado de la
migracion ocurrida tiempo atras, especialmente durante la guerra del Chaco, que obligd
a este pueblo a migrar hacia otros territorios; a esto debemos sumar la influencia
Jesuitica, que si bien logro la instauracion de colonias o “Misiones”, también causo
eventos de migracidon, especialmente en aquéllos que no compartian la vision Jesuitica
de la vida (Mansilla, 2004; Gomez, 2009). Por otro lado, Wiens & Servedio (2000),
mencionan la existencia de polimorfismos compartidos entre poblaciones distintas y que
a su vez se encuentran en frecuencias diferentes, lo que es considerado un criterio valido
para distinguir entre especies y, en el caso de estudios humanos, entre poblaciones, pues
existe diversidad genética distinta (dada por la distinta distribucion de haplotipos).
Ademas, los sitios polimdrficos como 16169T, 16223T, 16325C, 207A, estuvieron
presentes en todas las poblaciones analizadas, lo que puede sugerir que son propios de

poblaciones americanas.

En la poblacion Ayorea (Fig. 26 y 27), los sitos polimorficos fijados para esta
poblacion, fueron comparados con el PhyloTree.org (van Oven & Kayser, 2009),
encontrandose que tres de ellos (16169, 16327, 207), son coincidentes con tres de los
cinco sitios polimérficos (16169, 16327, 16354, 16368, 207) que designan al
subhaplogrupo LOf del MacroHaplogrupo LO, un haplogrupo que designa poblaciones
africanas ancestrales (directamente relacionadas con el origen de la humanidad), lo que
indica que estos polimorfismos han tenido una larga vida y que han sido mantenidos por
la seleccion natural, favoreciendo la diversidad (Clark, 1997), sugiriendo, al mismo
tiempo, el origen africano ancestral del pueblo Ayoreo, aunque al compararlos con otros
pueblos del mundo (Fig. 24). Los haplotipos de la poblacion Ayorea se ubican en un
clado méas distante del ancestro comun africano y del hominido neardenthalensis,
situacion que se debe a la existencia de otros polimorfismos nucleotidicos (Fig. 26 y 27),
que también se han fijado (16027, 16051, 16325, 16327, 16357, 249, 290, 317.1).
Wallace et al. (1999), mencionan que las variantes de ADN mitocondrial necesitan ser
selectivamente neutrales o casi neutrales para evitar ser eliminadas por la seleccion y asi

alcanzar la fijacion, lo que probablemente ocurri6 con estos sitios.
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Figura 26. Frecuencias de los polimorfismos de la Region HVI en las poblaciones Uru y Ayorea

Sudamérica (debido a sus polimorfismos propios o privados), a pesar de estar
relacionada a otras poblaciones, sugiriendo asi, que en esta poblacion se formé a
consecuencia de un efecto fundador, manteniendo la presencia de polimorfismos

provenientes de linajes antiguos, resultados también transmitidos por Dornelles et al.
(2004).
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Figura 27. Frecuencias de los polimorfismos de la Regién HVI1 en las poblaciones Uru y Ayorea

Los polimorfismos 16027T, 16183G, 16188A, 16217C, 309.1C, 315.1C, 315.2C (Fig.

26 y Fig. 27) pertenecientes a la poblacion Uru, son compartidos con las poblaciones



mestizas de La Paz, Oruro y Santa Cruz, lo que sugiere que su presencia es producto de
la migracion, al igual que en el caso de la poblacion Ayorea. Resultado de eventos de
migracion es también la presencia de los sitios polimorficos 16189, 16217, 315.1 y
315.2, que comparte la poblacion Uru con poblaciones de Australia, India y Polinesia, lo
que revela un origen comdn (Kumar et al., 2009). Cabe mencionar que las diferencias
entre las frecuencias de los SNPs presentes para cada poblacion, pueden entenderse a
partir del ciclo de vida propuesto por Miller & Kwok (2001): 1) aparicion de un nuevo
alelo variante por mutacion; 2) sobrevivencia del alelo en las primeras generaciones; 3)
aumento de la frecuencia del SNP considerando el conjunto de la sobrevivencia a través
de las fluctuaciones en la poblacion y 4) fijacién, demostrando asi que el andlisis de
SNPs es la herramienta principal al momento de definir la estructura genética de una
poblacion. La aparicion de un SNP tiene una larga data en la poblacion, que dependera
del poder de variacion y extension de esta entre las especies. Si una nueva mutacion
sobrevive en las primeras generaciones y conforme va aumentando su frecuencia en la
poblacion, le sigue un desarrollo mas largo, los procesos estocasticos, la velocidad de
variacion pero con serios cuellos de botella, favoreceran la sobrevivencia del alelo con
alta frecuencia y la pérdida de alelos raros, lo que definira su fijacion (Miller & Kwok,
2001).

Los linajes matrilineales de las poblaciones Uru y Ayorea, con relacion a las poblaciones
de La Paz, Oruro y Santa Cruz (Fig. 23), indican que los mestizos analizados presentan
en su ADN mitocondrial polimorfismos tanto del pueblo Uru como del Ayoreo (clado
central, Fig. 23), lo que indica entremezcla genética y migracion. Sin embargo, el origen
de esta poblaciones mixtas puede estar dado por la entremezcla de dos o mas sociedades

diferentes, lo que llevo a conformar una sociedad con rasgos unicos (Cadena, 2006).

Por otro lado, si comparamos el namero de sitios polimdrficos entre los pueblos Uru y
Ayoreo, observamos que los Uru presentan sitios polimorfiscos en menor niamero (37
SNPs) que la Poblacion Ayorea (56 SNPs), aproximadamente un 30% menos de sitios

polimérficos. Este resultado tiene mas de una explicacion. Primero, da una idea de que



la poblacion Uru pudo sufrir un periodo de deriva genética, en que ciertos polimorfismos
se fijaron y otros se perdieron (deriva genética), esto debido a que es una poblacion con
una demografia baja que llega hasta 2134 habitantes (INE, 2001), ademas de no permitir
introgresiones en su poblacion y que su adaptacion al medio ambiente en el que habitan
influye gradualmente, donde la fijacion al azar de los polimorfismos se produce con
suficiente lentitud, es probable que los polimorfismos se pierdan de forma
independiente, traduciéndose a un periodo de decadencia en el nimero de sitios
polimorficos que sigue a un aproximado de la distribucién geogréfica (Clark, 1997). Por
otro lado, la segunda explicacion a la presencia de mas sitios polimérficos en la
poblacién Ayorea puede estar relacionada a la ruta migratoria que tomaron para alcanzar
Sudamérica desde Africa, sugiriendo estos resultados que la ruta tomada por el pueblo
Uru fue més corta que la escogida por el pueblo Ayoreo.

a. Anadlisis Filogenetico

En el anlisis filogenético, debemos tomar en cuenta la eleccion de modelos de
sustitucion y métodos de reconstruccion de arboles filogenéticos. Los modelos de
sustitucion de nucleotidos, tienen un papel primordial en el contexto de estimar las
distancias genéticas, que se basan en el nimero esperado de sustituciones por sitio,
donde los parametros de tasas de intercambio describen las tendencias relativas de las
bases (A, T, C, G) a ser sustituidas y utilizadas para describir la tasa de cambio de un
nucleotido (Posada y Crandall, 2001). ElI modelo matematico de Tamura & Nei (1993),
elegido para la presente investigacion, se basa en la tasas de variacion nucleotidica de
Transiciones / Transversiones en diferentes sitios de la secuencia, tomando en cuenta el
exceso de las transiciones y la diferencia de las frecuencias nucleotidicas. Cabe
mencionar que éste modelo fue disefiado y aplicado por primera vez a la comparacién de
secuencias de humanos y chimpancés, donde los datos sugieren que la proporcion
transicion / transversion de los nucle6tidos para ambas especies ocurre de forma similar,
estimando que el ADN mitocondrial ancestral comin para los seres humanos es de

80000 — 48000 afios y de 0,57 y 2,72 millones de afios en los chimpancés comunes, lo



que sustenta el uso del chimpancé (Pan troglodyts) como grupo externo en la

reconstruccion filogenética.

Por otra parte, la eleccion de los métodos de construccion de éarboles tiene gran
importancia en el andlisis de la evolucién biolégica. Son varios métodos que se han
desarrollado. Asi aquéllos basados en méxima parsimonia (Fitch, 1971) o la maxima
probabilidad (Felsenstein, 1982; Felsenstein, 1985) con la aplicacién del bootstrap, por
ejemplo, fueron los primeros. ElI método de Neighbor joining utilizado en la presente
investigacion, desarrollado en 1987 por Satiu & Nei, esta basado en la distancia genética
y diversos autores hasta la fecha han demostrado que el resultado es un éarbol
filogenético de alta fidelidad. No obstante, Zhang & Sun (2008), desarrollaron un nuevo
método basado en el Neighbor joining, el “Random Local Neighbor joining”, basado en
una nueva forma de seleccion de parejas al azar, obteniendo nuevas topologias en
diferentes andlisis, dando mas de una topologia y sus proporciones, para poder recuperar
la topologia correcta de manera significativa. Sin embargo, sigue a prueba su
aplicacion, razén por la que en el presente estudio los andlisis se realizaron a través del

Neighbor joining.

En este sentido, el arbol filogenético de los pueblos Uru y Ayoreo con respecto a las
poblaciones mestizas de La Paz, Oruro y Santa Cruz, nos muestra que estas Ultimas
poblaciones mestizas se distribuyen en diferentes clusters, debido a que son
descendientes de diversos linajes matrilineales (Fig. 23), probablemente a consecuencia
del proceso de conquista y colonizacion que se produjo en estas poblaciones en la
historia, como también del proceso de migracién actual en las ciudades de La Paz, Oruro

y Santa Cruz.

El analisis filogenético de las poblaciones bolivianas (Fig. 23), podemos sugerir que los
linajes matrilineales de los pueblos Uru y Ayoreo se mantienen conservados, debido a
que forman clusters independientes, y que no estan distribuidos con los clusters de los

mestizos, esto debido al analisis de flujo genético que es un importante componente de



la estructura de las poblaciones, ya que se determina hasta qué grado cada poblacion es

una unidad evolutiva independiente (Pifiero et al., 2008).

Por otro lado, comparando los pueblos Uru y Ayoreo con respecto a poblaciones
indigenas del mundo (Fig. 24; Fig. 28), se establecid que el pueblo indigena Ayoreo se
encuentra relacionado con poblaciones sobre todo del contiene americano y Asia
(Guarani, Yanomama, Maya, Ojibwa, Evenk), compartiendo entre estos pueblos
amerindios el sitio polimérfico 16325C que esta fijado en la poblacion Ayorea, donde
Torroni et al. (1993a; 1993b), menciona que esta mutacion se produjo en la poblacion de
Siberia, que posteriormente fundé los pueblos amerindios, ademéas la mutacion en el
sitio 16325 proviene de linajes mitocondriales asiaticos. Asi, la presencia del sitio
polimorfico en la poblacion Ayorea sugiere que tiene un recorrido a través del estrecho
de Beiring (Fig. 24; Fig. 28), aunque este informacion no define las relaciones de
ancestralidad de este pueblo. Dicha ancestralidad puede analizarse a través de su
posicion en el arbol filogenético (Fig. 24) y en la red de haplotipos (Fig. 28) siendo un
subcluster mas antiguo en relacion a las de mas poblaciones amerindias analizadas,
excepto la guarani, que conforma otro subcluster. Esto podria explicarse a través de lo
mencionado anteriormente, la presencia de mutaciones que identifican al subhaplogrupo
LOf (africano), sugiriendo una ancestralidad que solo se ha mantenido en estos pueblos,
pues en los restantes pueblos de América analizados e incluso en el pueblo Evenk de
Siberia, de las 5 mutaciones necesarias para identificar este subhaplogrupo solo ha
quedado una (16327) (Torroni et al.,1993b). Asi, una hipotesis para que la poblacion
Ayorea se encuentre en una posicion mas alejada al ancestro Africano podria ser la
presencia de un namero significativo de sitios polimorficos que se han fijado durante su
recorrido a Ameérica hasta alcanzar su desarrollo y adaptacion. Es asi, que muchos de
estos sitios polimdrficos no se pueden clasificar dentro de un determinado haplogrupo
(Torroni et al.,1993a; Torroni et al., 1993b; Mantallana & Cruzado, 2010). Estos
resultados sugieren gue el linaje mitocondrial del pueblo Ayoreo esta relacionado a un

proceso evolutivo mas reciente.
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Figura 28. Red de haplotipos de la region hipervariable 1 de los pueblos indigenas Uru y Ayoreo y otros pueblos del mundo de acuerdo al modelo de Templeton &
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Los Uru, por otro lado, no se ven relacionados con los pueblos americanos analizados en
el presente estudio, como fue el caso de los Ayoreo. Este pueblo indigena esta
directamente relacionado con pueblos provenientes de Polinesia en el norte de Australia,
y estos a su vez con la poblacién de la India, esto debido a que comparten sitios
polimorficos especificos. Se ha determinado que la migracion de los pueblos de
Polinesia se realiz6 cerca de 3000 -4000 afios antes de nuestra era, dispersandose por
todo el pacifico dando lugar a 3 linajes mitocondriales distintos, los que su vez
comparten un ancestro maternal comun de 85.000 afios atrds, donde el linaje
predominante se encuentra en Papla Melanesia, con su irradiacion a las Islas Cook
(Lum et al., 1994; Oppenheimer & Richards, 2001). Estos datos permiten dilucidar la
posible ruta que tomo el pueblo Uru antes de su llegada al continente americano (Fig.
29) que es la segunda ruta migratoria postulada por Rivet, la cual atraviesa el océano
pacifico. Ademés en la red de haplotipos, el pueblo Uru presenta pocos eventos de
mutacion (Fig. 28), lo que se puede explicar por presencia de la deriva genética debido a
su confinamiento historico al agua, evidenciandose sitios polimérficos compartidos con
poblaciones del sudeste de Asia (Ballinger et al., 1992; Lum et al., 1994; Oppenheimer
& Richards, 2001; Kumar, 2009). Esta explicacion es también coincidente con el bajo
namero poblacional de los Uru (INE, 2001), hecho que influye en el nacimiento o
muerte de un SNP descrito por Miller & Kwok (2001). Por otro lado, la cercania de la
poblacion Uru, en el arbol filogenético, al ancestro africano Homo sapiens, y al
hominido Neanderthalensis, apoya la posibilidad de que el pueblo Uru sea resultado de
un proceso evolutivo anterior al evidenciado en los otros pueblos de América analizados
(incluyendo el pueblo Ayoreo), habiéndose mantenido este linaje debido a que su
recorrido hacia el continente sudamericano fue corto y rapido (Fig. 29), hecho que esta

apoyado por la presencia de pocos eventos de mutacién (Fig. 28).



Figura 29. Posibles rutas migratorias de los pueblos indigenas originarios Uru y Ayoreo.

Con respecto a los haplogrupos identificados, la poblacién Ayorea pertenece al
Haplogrupo C (Tabla. 6), como lo demostr6 también Dornelles et al., (2004). Sin
embargo estos autores identificaron dentro de la poblacién Ayorea haplotipos
pertenecientes al haplogrupo D, aunque cabe mencionar que lo hicieron a través de
RFLPs, técnica de menor precision a la utilizada en la presente investigacion. Asi
mismo, es posible que este haplogrupo esté presente en otro grupo muestral no
considerado aqui. En el caso del pueblo Uru, Sandoval et al. (2004), menciona que el
pueblo Uru de Perd (Uru Chulluni) pertenece al haplogrupo A2, sugiriendo de esta
forma el origen amazonico peruano de esta poblacion. Estos resultado difieren
completamente de los encontrados en el pueblo Uru de Bolivia, perteneciente al
Haplogrupo B, evidenciandose su origen en la polinesia. Esto podria explicarse, de
acuerdo a la misma teoria expresada por Sandoval et al., (2004): el pueblo Uru del Pera
fue asimilado por el sistema colonial y republicano, lo que los llevé a su desaparicion
afios atrés, hecho que resalta ain més los datos mostrados para las poblaciones de

Bolivia.
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La distribucién geogréfica de los haplogrupos ayuda a deducir las antiguas rutas
humanas que sucedieron durante la migracion de los pueblos hacia tierras desconocidas,
el linaje méas antiguo es el haplogrupo L1 (122000 a 132000 afios antes de nuestra era),
que fue expandiendo por el continente asiatico por dos rutas: una a través de Asia
Central y la otra a través del sur de Asia originando al haplogrupo C entre otros, que se
expandi6 por el estrecho de Beiring al continente americano llegando hasta Sudamérica,
hecho que sustenta la migracion del pueblo Ayoreo en base al haplogrupo C identificado
(Bonatto & Salzano, 1997; Maca-Meyer et al., 2001; Stanyon et al., 2009).

Por otro lado, en Africa se sucedieron varias migraciones en distintos tiempos, dando
lugar a los haplogrupos caucasicos, donde la ultima migracion de estos ancestros
africanos se realizo el Asia Oriental hace 39000 — 52000 afios antes de nuestra era,
originando a los Haplogrupos ancestrales, de donde se origind el Haplogrupo B,
alcanzando Japdn, los archipiélagos del Pacifico sudeste. Este ultimo Haplogrupo esta
presente en la Poblacién Uru, apoyando de esta forma la ruta migratoria que sugerimos
que este pueblo tomé hasta donde viven en la actualidad (Torroni et al.,1993a; Torroni
et al., 1993b; Baillet et al., 1994; Cavalli et al., 1995; Maca-Meyer et al., 2001; Stanyon
et al., 2009) . Esto apoyado por los datos historicos que sustentan que los Uru tienen
amplios conocimientos de navegacion, siendo habiles navegantes, denominandose asi
mismos Jas —shoni “Hombres del Agua”. Asi, este pueblo transmitié de generacion a
generacion el conocimiento del manejo de la totora para actividades lacustres. Si bien
podemos encontrar a orillas del lago Titicaca poblaciones aymaras que tienen también
manejo de la totora, estudios antropol6gicos mencionan que estos conocimientos fueron
adquiridos de los Uru y que estos pueblos aymaras al principio eran originalmente
habiles con el manejo de la agricultura y no asi de la navegacién (Portugal, 2002;
Choque, 2003 Escobar, 2004; Badani, 2006; Fisher et al., 2008; Caceres, 2009; Kopp, &
Diez, 2009).

Es asi, que varios investigadores antropdlogos, étnicos, mencionan que el pueblo Uru es

uno de los pocos pueblos que ha mantenido su antigiiedad a lo largo de varios afios hasta



nuestros dias (Portugal, 2002; Choque, 2003 Escobar, 2004; Fisher et al., 2008; Caceres,
2009; Kopp, & Diez, 2009). Esta antigiedad estd comprobada por la familia lingistica a
la pertenecen el Puquina, que segun investigadores linguisticos tiene su relacion con
poblaciones de la Polinesia, hecho que también se ha demostrado en esta investigacion a
través del ADN mitocondrial (Portugal, 2002; Choque, 2003 Escobar, 2004; Fisher et
al., 2008; Céceres, 2009; Kopp, & Diez, 2009). Sin embargo, debe considerarse que el
ADN mitocondrial proporciona informacion sobre el linaje exclusivamente materno e
una poblacion, aunque esto no es una limitante y existen diversas investigaciones que
han corroborado, que el ADN mitocondrial proporciona informacion sobre la evolucion
humana (Shurr et al.,1990; Rothhamer & Llop, 2004), estos resultados deben
contrastarse con los que arroja el Cromosoma Y, el cual da informacion acerca del linaje
paterno (Verea, 2011)

XV.  CONCLUSIONES

Los pueblos indigenas originarios Uru y Ayoreo poseen polimorfismos distintos y
Unicos que dan lugar a 6 haplotipos Unicos: URU1, URU2, URU3, URU4, AYOLl y
AYOE, distribuidos en dos linajes mitocondriales distintos. Los haplotipos encontrados
en la poblacion Ayorea estan estrechamente relacionados, mientras que la poblacion Uru
presenta dos subclados distintivos a las poblaciones Uru Chipaya y Uru del Lago Poopd,
indicando una divergencia entre esta poblaciones. Ademas se establecio, que el pueblo

Uru pertenece al Haplogrupo B, mientras que el pueblo Ayoreo al Haplogrupo C.

Las poblaciones mestizas estan caracterizadas por presentar 20 haplotipos compartidos y
10 haplotipos unicos y distintos para las ciudades de La Paz, Oruro y Santa Cruz: LP2,
LP3, LP4, LP7, OR1, OR7, SC1, SC2, SC5 Y SC7, respectivamente, no compartiendo
ningan haplotipo con los pueblos Uru y Ayoreo, identificAndose que son resultado de
una mezcla de sitios polimorficos efecto de la migracion, entre los que se incluyen
aqueéllos propios de los pueblos indigenas en estudio. Estas poblaciones pertenecen

indistintamente tanto al haplogrupo B como al C.
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Las relaciones filogenéticas del pueblo indigena originario Uru con otras poblaciones del
mundo permiten rastrear el origen de su linaje hasta la Polinesia y Australia, mientras
que en la poblacion indigena Ayorea dicho linaje nos traslada hasta el norte de Asia

(Siberia), lo que sugiere rutas migratorias de poblamiento distintas.

El pueblo indigena Ayoreo presenta una relacion estrecha con pueblos indigenas de
norte, centro y Sudamérica, mientras que el pueblo Uru no presenta relacién con
ninguno de los pueblos indigenas del continente americano incluidos en esta
investigacion, indicando distintas rutas migratorias, distintos linajes y conservacion en la

estructura genética de las poblaciones Uru a través del tiempo

La poblacion indigena Uru presenta haplotipos menos distantes al antecesor hominido
africano y al antecesor neandertal, lo que permite establecer su antigliedad previa a la del
pueblo Ayoreo, aunque este Ultimo presenta una estrecha relacion con el Haplogrupo

LOf africano.

XV. RECOMENDACIONES

Para obtener una mejor distribucion de los linajes maternos en base al ADN mitocodrial
de las poblaciones bolivianas, se recomienda un estudio exaustivo y comparacion de los

haplotipos que posee cada poblacion, que no estan implicadas en el presente estudio.

Por otra parte, se sugiere expandir este estudio al linaje paterno, para conocer si existe
rastros de linajes antiguos masculinos presentes en la poblacion boliviana o si estos

fueron extinguidos debido a la colonizacion que atravesd nuestro pais.

Por otro lado, recomendamos extender y profundizar los estudios linguisticos,
antropologicos y linaje paterno hacia la poblacion Ayorea, pues como se muestra en el
presente estudio es un pueblo amazoénico que vino desde el estrecho de Beiring, ademas

de mantener intacto su linaje materno, para asi revalorizar este pueblo originario que en



la actualidad esté siendo descuidado por distintas autoridades gubernamentales y que

lamentablemente se esta dedicando a actividades que no son propias de su cultura.

Con respecto a la poblacién Uru, se recomienda profundizar los estudios en base
linglistica, antropolégica y linaje paterno para poder coadyuvar con los resultados
propuestos en la presente investigacion, donde sugerimos que la llegada de la poblacion
Uru fue desde la ruta del Océano Pacifico, y que la relacion genética matrilineal
proviene de pueblos de la Polinesia del Sureste Asiatico, asi poder conocer mas acerca

de esta poblacion que segun otros invesigadores mencionan, se esta extinguiendo.

Por ultimo, para conocer nuestras raices culturales, sugerimos extenter estos estudios
genéticos en base al ADN mitocondrial, a restos humanos arqueologicos de pueblos
antiguos como ser Tihuanacu, o Chullpas antiguos de otras culturas que fueron las
primeras en ocupar nuestro territorio y, asi poder coadyuvar a diferentes disciplinas en la

reconstruccion de la historia de nuestro pais.
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XVII. GLOSARIO

Alelo: Cada una de las formas alternativas de un gen que ocupa la misma posicion en
cada par de cromosomas homélogos.

Animadversion: Enemistad, ojeriza u odio.

Codon: Es un triplete de nucleétidos. Es la unidad bésica de informacion en el proceso
de traduccion. Cada codon codifica un aminoacido y esta correspondencia es la
base del codigo genético.

Cuello de Botella: En biologia se dice que una poblacién o especie ha sufrido una
situacion de Cuello de Botella cuando ha experimentado un drastico descenso en
el nimero de miembros en algin momento del pasado, llegando en algunos casos
a estar al borde de la extincion. Como consecuencia, los ejemplares de las
generaciones posteriores al cuello de botella presentan una escasa variabilidad
genética y la antigua proporcion de alelos en el conjunto de la poblacion ha
cambiado considerablemente.

Deriva genética: es una fuerza evolutiva que actua junto con la seleccion natural
cambiando las caracteristicas de las especies en el tiempo. Se trata de un cambio
aleatorio en la frecuencia de alelos de una generacion a otra. Normalmente se da
una pérdida de los alelos menos frecuentes y una fijacion (frecuencia proxima al
100%) de los méas frecuentes, resultando una disminucion en la diversidad
genética de la poblacion.

Divergencia: Alejamiento progresivo entre si de dos 0 mas lineas o superficies.

Diversidad genética: Variacion en la composicién de la informacién genética o
unidades hereditarias (genes) contenida en todas las especies vivientes,
encontradas en una area especifica y que pueden reproducirse entre si a traves del
tiempo.

Gen: Un gen es un segmento corto de ADN, que le dice al cuerpo cémo producir una
proteina especifica. Hay aproximadamente 30,000 genes en cada célula del
cuerpo humano y la combinacion de todos los genes constituye el material
hereditario para el cuerpo humano y sus funciones. La composicion genética de

una persona se llama genotipo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Evoluci%C3%B3n_biol%C3%B3gica
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Efecto fundador: Se conoce como Efecto Fundador a las consecuencias derivadas de la
formacion de una nueva poblacion de individuos a partir de un nimero muy
reducido de éstos. Para los miembros de esta nueva poblacién y sus
descendientes es como si el resto de los individuos de su especie hubiesen
desaparecido.

Electroferograma: La representacion de los alelos en forma de picos después de la
separacion por electroforesis y deteccion electronica.

Evolucién: Desarrollo de las cosas o de los organismos, por medio del cual pasan
gradualmente de un estado a otro. La evolucion bioldgica es el proceso continuo
de transformacién de las especies a través de cambios producidos en sucesivas
generaciones, que se ve reflejado en el cambio de las frecuencias alélicas de una
poblacion.

Fenotipo: En un organismo, manifestacion externa de un conjunto de caracteres
hereditarios que dependen tanto de los genes como del ambiente.

Haplotipo: Grupo de Alelos en acoplamiento en loci estrechamente ligados que
generalmente se heredan como una unidad. Conjunto de SNPs de un gen que al
estar muy cercanos tienden a heredarse juntos.

Linaje: Linea de ascendencia o descendencia de una familia o clan. En términos
genealdgicos, es la serie de ascendientes y/o descendientes, en cualquier familia,
de una persona considerada como el primero de un tronco o rama comun.

Locus: Lugar en un mapa genético en el que reside una mutacion o un gen particular; a
menudo se usa en lugar de mutacion o gen. Region del cromosoma. Sitio
especifico del ADN.

Marcador Genético: Alelo cuya herencia esta en observacion en un cruzamiento.
Secuencias conocidas de ADN que se usan para sefializar el genoma. Cualquier
caracteristica que sirva para identificar una region particular del ADN.

Migracion: Movimiento de individuos de una poblacion a otra, que resulta en la
transferencia de material genético que puede cambiar las frecuencias génicas en
la poblacién receptora.

Mutacién: Proceso mediante el cual un gen sufre un cambio en su estructura, a menudo

originados durante la replicacién del mismo.
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Paleoindio: Es la era mas larga de la prehistoria americana. Parte desde el advenimiento
de los primeros pueblos asiaticos al cruzar el Puente de Beringia desde hace
aproximadamente 40 000 afios hasta hace 10 000 afios, con el descubrimiento de
la agricultura en Mesoamerica.

Pleistoceno: Una division de la escala temporal geoldgica, es una época geoldgica que
comienza hace 2,59 millones de afios y finaliza aproximadamente
12.000 afios AP (antes del presente), precedida por el Plioceno y seguida por el
Holoceno.

Polimorfismo: La presencia de varias formas (de un rasgo o de un gen) en una
poblacién; la proporcion de loci génicos polimdrficos en una poblacion. Es la
existencia de dos o méas elementos genéticos contrastantes en una poblacion a
frecuencias mayores que las que pueden ser debidas a mutaciones recurrentes. El
polimorfismo se debe a mutaciones, delecciones e inserciones de ATCG.

Secuenciacion: Método que permite determinar el ordenamiento lineal de los
nucleotidos en un &cido nucleico o de los aminoacidos en una proteina.

Seleccion natural: Reproduccion diferencial de genotipos alternativos debida a una
eficacia bioldgica variable. Mecanismo evolutivo que comprende la seleccion de
individuos con adaptabilidad superior, en términos de fertilidad y fecundidad en
relacion con otros individuos de la misma poblacion.

SNP: Un SNP o polimorfismo en un sélo nucledtido es una variacién de un so6lo
nucleotido entre genomas de individuos de la misma especie.

Transicion: Mutacién por sustitucion en un par de bases que resulta de la sustitucion de
una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina.

Transversion: Mutacion por sustitucion de un par de bases que da como resultado la
sustitucion de una purina por una pirimidina y viceversa.

Variabilidad Genética: Es la variacion en el material genético de una poblacion o
especie, e incluye los genomas nuclear, mitocondrial y ribosomal, ademas de los
genomas de otros organelos. La variabilidad genética nueva puede estar causada
por mutaciones, recombinaciones y alteraciones en el cariotipo. Los procesos que

afectan la variabilidad genética son la seleccion natural y la deriva genética
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XVII. ANEXOS

a. ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO
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b. ANEXO 2: PROTOCOLO DE OBTENCION DE ADN.
MODIFICADO DE MILLER et al, (1988) y KIT WIZARD
GENOMIC DNA PURIFICATION (PROMEGA).

1. Al hisopo colocado en un buffer de Lisis (Sol. de Lysis Nuclei — Kit
WIZARD GENOMIC DNA PURIFICATION -PROMEGA), se le afadi6
7uL de Proteinasa K (20mg/dL).

Incubar a 65°C por 30 min.

Afiadir 66ul de NaCl 6M a -20°C por 5 min.

Centrifugar a 18000g a 4°C por 5min.

o > w N

Recuperar el sobrenadante y afiadir 700 uL de Isopropanol, agitar e incubar a
-20°C por 5 min.

6. Centrifugar a 180009 a 4°C por 5min.

7. Desechar sobrenadante y afiadir 1 mL de Etanol al 70%, agitar.

8. Centrifugar a 180009 a 4°C por 5 min. Desechar el sobrenadante.

9. Dejar secar a 65°C por 15 min.

10. Rehidratar con 50 uL. de TE (Tris HCL y EDTA).



c. ANEXO 2: INTRUCCIONES KIT BIG DYE TERMINATOR CYCLE
SEQUENCING V. 3.1.

Cycle Sequencing Single- and Double-Stranded DNA

Overview This section describes how to prepare reactions and perform cycle
sequencing on a variety of templates, including M13, plasmids, and
PCR products.

Preparing the The type of tube required depends on the thermal cycler that you are
Reactions for using. Refer to “Materials for Cycle Sequencing” on page 1-12.

96-Well Reaction To prepare the reaction mixtures:

Plates or
Microcentrifuge | Step | Action

Tubes = 1 | For each reaction add the following reagents to a separate tube:
. Reagent [ Quantity
- Terminator Ready Reaction Mix ' 8.0 uL
- Template | See the table in “Template '

Quantity” on page 2-6.

. Primer . 3.2 pmol
| Deionized water | gs.
| Total Volume | 204L

2 Mix well and spin briefly.

3 i using the DNA Thermal Cycler (TC1) or DNA Thermal
Cycler 480:

- Overlay reaction mixture with 40 L of light mineral oil.

Cycle Sequencing To sequence single- and double-stranded DNA on the GeneAmp® PCR
on the System System 9700 (in 9600 emulation mode), 9600, or 2400:

9700, 9600, or 2400 .
Step | Action

1 | Place the tubes in a thermal cycler and set the volume to 20 L.
2 ' Repeat the following for 25 cycles:

+ Rapid thermal rampa to 96 °C

« 86 °G for 10 seconds.

« Rapid thermal ramp to 50 °C

« 50 °C for 5 seconds.

+ Rapid thermal ramp to 60 °C

« B0 °C for 4 minutes
3| Rapid thermal ramp to 4 °C and hold until ready to purify.
4 ' Spin down the contents of the tubes in a microcentrifuge.
5 ' Proceed to Chapter 4, “Purifying Extension Products.”

a. Rapid thermal ramp is 1 “*C/second.
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