- O

is@as]  UNIVERSITAT DE BARCELONA

Aspectos biodemograficos de grupos étnicos
Macro-Pano de Bolivia y caracterizacidon genética
de las poblaciones
Aymara, Quechua, Chimane y Mosetén

Francesc Bert i Fibla

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptaci6 de les segiients condicions d'Us: La difusio
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacio i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d’'un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentacio6 del
seu contingut en una finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacio o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusion de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusiéon y puesta a disposicién desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizaciéon o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




®

W@  UNIVERSITAT DE BARCELONA

‘))

ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE
BOLIVIA Y CARACTERIZACION GENETICA DE LAS POBLACIONES

AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

Memoria presentada por

Francesc Bert i Fibla

Para optar al grado de

Doctor

por la Universidad de Barcelona

Programa de Doctorado Biologia Animal II: Antropologia Bioldgica

(Bienio 2004-2005)

Dirigida por

Dr. Daniel Turbéon Borrega, Catedratico de Antropologia Fisica
Dr. Alejandro Martinez Pérez-Pérez, Profesor Titular de Antropologia Fisica

Unidad de Antropologia del Departamento de Biologia Animal
Universitat de Barcelona






ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS
MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARACTERIZACION GENETI(;A
DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

Francesc Bert i1 Fibla

Dr. Daniel Turbén Borrega Dr. Alejandro Martinez Pérez-Pérez

Barcelona, Marzo de 2011

J
@l UNIVERSITAT DE BARCELONA

B






A la memoria d'una dona decidida, la meva
mare i al geni intrépid del meu pare per aquell
“Atlas del Mundo Animal” que un dia em va

regalar.
AGRAIMENTS

Voldria comengar aquest capitol comentant que aquesta tesi doctoral és el resultat
d’un treball fet any rera any, aprenentatge rera aprementatge; article per article i en
definitiva colze a colze amb 1’Alfons Corella. Crec que amb [’Alfons hem fet una bona feina
d’equip, i aixo que I’hem passat de tots colors tant a I’hora de recollir les mostres, com quan
treballavem durant hores al laboratori de la Facultat o quan discutiem sobre el que
acabariem escrivint en els articles. També és cert que amb tu Alfons hem rigut molt.... i ens
ho hem passat bé estudiant una gent que estimem i ens fascina, no ho canviariem per res,
0i?. “Alfons, it’s up to you”. Als altres companys de I’aventura boliviana Dani i Sol, dir-vos
que quan vulgueu hi tornem que el pais és gran.

A la Maria Angels agrair-li la comprensié i 'empenta que m’ha donat en tot moment
per assolir aquest treball, sense tu moltes coses de la meva vida haurien estat minuscules.

Als meus fills Marc¢al i Jana, als que estimo moltissim i que han crescut sentint parlar
de la tesi del seu pare, espero que no ho hagueu viscut com quelcom abominable i us
agraeixo la paciencia que a vegades jo no he tingut. En “Popeye” esta esperant que li
expliqueu de que va tota aquesta feina.

També voldria agrair al Dr. Nadal [’entusiasme i la confianca que ens va transmetre
perque ens aventuréssim en aquest projecte.

Especialment, també vull donar les gracies als meus directors de tesi en Daniel
Turbon i Alejandro Martinez Pérez-Pérez per creure en aquest estudi des de el primer dia i
per ensenyar-me a moure’m en el Mon de la recerca, el vostre enfoc, suggerencies i
correccions han tingut un gran valor.

A la meva familia, Francesc, Roser, Carme, Toni, Joan Manel, Montse, Joan,
Antonio, Laia, Fabio, Mar, Andrés, Paula i Gerard, donar-vos les gracies per tots els cops a
I’esquena seguits de la pregunta de... Que, com portes la tesi? Quan [’acabaras? Va per tots

vosaltres.



Tampoc voldria oblidar a tota la gent que a Bolivia, en algun moment van orientar i
col-laborar en aquest estudi,; el pares Cerda, Albo, Jorda i Martin Bauer. A la Dra. Roser
Montagut i la Dra. Greet Diltiens, als Drs. Castro i Toro, als companys Alvaro Gaditano,
Martha Yevara, Isabel Galarza, Pepe, Rafael Anze i Ludi, al consol d’Espanya a Bolivia
Carmelo Angulo, a la responsable i administradora de la Reserva Biologica del Beni
Carmen Miranda a I’Alfiredo, al guies Tito Zelada i Duvir Vaca, a doiia Anita y dofia Justi de
la Quinta de San Ignacio, als responsables del Instituto Nacional de Estadistica Ramiro
Guerra i Nora Tesanos i Orval Andina, a [’Ana Maria Lema de la Secretaria de Asuntos
Etnicos, al cartograf Nicolds Rios i al responsable del Departamento de Estadistica del INE
David Murillo.

A tots els membres de la Seccié d’Antropologia del Departament de Biologia Animal
de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona i especialment a la Dra. Clara
Garcia i als Drs. Miquel Herndndez i Pedro Moral.

També vull donar les gracies a totes les persones de les comunitats de Bermeo, Santa
Rosa, San José del Cavitu, San Pastor, Carmen del Aperecito, Santa Rita, Santa Rosa,
Chontal, Carmen del Maniqui, Aguas Negras, Montegrande, Villa Esperanza, Puerto
Moseruna, San Juan de Cuverene, Puerto San Borja, Totaizal, Palos Blancos, Fdtima de
Chimanes, Santa Ana de Mosetenes i San Ignacio que varem visitar i que ens van donar
aixopluc i saviesa durant els dies que varem estar amb ells.

Finalment dir que [’elaboracio d’aquesta tesi doctoral ha estat un procés llarg,
segurament massa llarg... de manera que potser, ara és hora de ser breu i simplement dir

que en aquest Mon sempre hi haura més coses per fer que fetes, aqui en va una.



CONTENIDO






FRANCESC BERT FIBLA

CONTENIDO

Prefacio

1.

Introduccion

1.1

1.2
1.3
1.4
1.5

1.6

1.7

Caracteristicas fisiograficas y ubicacion del area de estudio
1.1.1 LaRegion Andina
1.1.1.1 El Altiplano
1.1.1.2 Los Valles Templados
1.1.2 LaRegion Subandina
1.1.2.1 Los Yungas
1.1.2.2 El Piedemonte
1.1.3 LaRegion Amazdnica y los Llanos Orientales
1.1.3.1 Las Llanuras
1.1.3.1.1 Los Llanos del Beni
1.1.3.1.2 Los Llanos del Chaco
1.1.3.2 El Escudo Brasilefio
1.1.3.3 Las Serranias Chiquitanas
Estacionalidad climdtica en el Beni
Antecedentes histdricos de los 1lanos de Moxos
Antecedentes histdricos del Piedemonte
La poblacién Amerindia de Sudamérica y Bolivia
1.5.1 Lasituacion de la poblacion Amerindia en Centro
y Sudamérica
1.5.2 Lapoblacion Amerindia en Bolivia
Biodemografia
1.6.1 Piramides de edad
1.6.2  Estructura poblacional por sexo
1.6.3 Migracion
1.6.3.1 Migracion neta absoluta
1.6.3.2 Migracion neta reciente
1.6.4 Tasas globales de fecundidad
1.6.5 Fecundidad segun edad de la madre

Recogida de muestras

CONTENIDO

12
13
14
14
14
15
16
17
18
23
24
24
25
27
29
31

31
31
36
38
40
43
43
46
48
52
54



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

1.7.1 Muestras de cabello 56
1.7.2 Muestras de sangre 57
1.8  La Mitocondria 60
1.9  Extraccién del ADN 62
1.10  Lareaccion en cadena de la polimerasa 62
1.11  El ADN mitocondrial 70
1.11.1 El ADNmt como herramienta genética 72
1.11.2 Herencia materna 73
1.11.3 Tasa de mutacion 73
1.11.4 Poliplasmia y Heteroplasmia 74
1.11.5 Medida de la diversidad 76
1.11.6 La Antepasado Mitocondrial 77
1.11.7 La Interpretacion de los Datos Mitocondriales 80
1.11.8 Relaciones filogenéticas mitocondriales 82
1.12 EI ADN del cromosoma Y 83
1.12.1 Microsatélites del cromosoma Y 85
1.12.2 Marcadores bialélicos del cromosoma Y 86

1.12.3 Importancia poblacional de los

polimorfismos del cromosoma Y 87

1.13  El ADN autosémico 87
1.13.1 Los STR's (Short tandem repeats) 88

1.13.2 STR's utilizados 90

1.14  Marcadores genéticos y filogenia humana 92
1.14.1 Filogenia del ADN mitocondrial 93

1.14.2 Filogenia del cromosoma Y 97

1.15  Tratamiento estadistico 100
1.15.1 Analisis de la varianza molecular yé de Weir 100

1.15.2 Analisis de componentes principales (PCA) 101

1.15.3 Networks filogenéticos 102

1.15.4 Algoritmo UPGMA 103

1.15.5 Indices de diversidad 104
1.15.5.1 Numero y % de sitios polimédrficos 104

1.15.5.2 Diversidad haplotipica 104



FRANCESC BERT FIBLA

2. Objetivos

2.1
22

1.15.5.3 Numero medio de diferencias por
parejas y diversidad nucleotidica
1.15.6 Distribucidn de las diferencias por parejas.
Mismatch distribution
1.15.7 Analisis filogenético interpoblacional
1.15.7.1 Distancias genéticas
1.15.7.2 Reconstruccion filogenética a partir
de distancias genéticas

1.15.8 Equilibrio Hardy-Weinberg

Objetivos generales

Objetivos especificos

3. Publicaciones

3.1
32

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

Informe de los Directores de tesis

Quechua Amerindian population characterized by HLA-DQAI,
YNZ22,3°APO B, HUMTHO1 and HUMVWA3I1A

polymorphisms. 1998. J. Forensic Sci. 43(2): 403-405
Population study of Aymara Amerindians for the

PCR-DNA polymorphisms HUMTHOI, HUMVWAZ3I1A,
D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and
HLA-DQATL. 2000. Int. J. Legal Med. 113: 126-128

Major Mitochondrial DNA Haplotype Heterogeneity

in Highland and Lowland Amerindian Populations

from Bolivia. 2001. Hum Biol. 73:1-16

Mitochondrial DNA diversity in the Llanos de Moxos:

Moxo, Movima and Yuracaré Amerindian populations

from Bolivia lowlands. 2004. Ann Hum Biol. 31 (1): 9-28
Mitochondrial DNA diversity of the Amerindian Populations
living in the Andean Piedmont of Bolivia: Chimane,Mosetén,
Aymara and Quechua. 2007. Ann Hum Biol. 34(1): 34-55
Genetic structure of the population of Beni Department

(North Bolivia). 2008. For Sci Int. 1: 348-349

CONTENIDO

105
106
106
106
107
108
109
111
113

119
121

125

131

137

157

179

209



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

3.8 HUMTHO1, HUMVWA3I1A, HUMCSF1PO and HUMTPOX

polymorphisms in Amerindian populations living in

the Beni Department of Bolivia. 2008. Ann Hum Biol. 35(5):

556- 564 213
3.9  Y-chromosome haplotypes defined by 17 STR's included

in AmpFISTR Y filer PCR Amplification Kit in a multi

ethnical population from El Beni Department (North Bolivia).

2009. Leg Med, 11(2): 101-103 227
3.10 Piedmont and Llanos de Moxos living populations in the Beni

Department (Bolivia) characterized by HUMTHO1,

HUMVWA3I1A, HUMCSF1PO and HUMTPOX

polymorphisms. (en preparacion) 233

4. Discusion 255

4.1 Aspectos biodemograficos de los grupos Macro-Pano

del Piedemonte 257

4.1.1 La etnia Chimane 260

4.1.2 La etnia Mosetén 264

4.1.3 La etnia Chacobo 268

4.14 La etnia Cavineflo 273

4.1.5 Laetnia Tacana 276

4.1.6 La etnia Maropa 279

4.1.7 Laetnia Esse-Ejja 281

4.1.8 La etnia Quechua 284

4.1.9 Laetnia Aymara 288

4.2  Los Datos Genéticos 292
43 Discusion General 302
5. Conclusiones 315
5.1 Generales 317
5.2 Demograficas 317
53 Poblacionales y filogenéticas 318

6. Bibliografia 323



PREFACIO






FRANCESC BERT FIBLA PREFACIO

La tesis que aqui se presenta recopila los datos recogidos durante tres campaias de
muestreo e investigacion en el Oriente boliviano (Departamento del Beni) y el andlisis
posterior de éstos en la Seccio d’Antropologia del Departament de Biologia Animal de la
Facultat de Biologia en la Universitat de Barcelona.

Las poblaciones estudiadas son pertenecientes a las etnias Aymard, Quechua,
Chimane y Mosetén.

El formato del presente trabajo sigue el modelo de tesis por articulos, ocho de los
articulos presentados han sido publicados en revistas cientificas internacionales mientras que
uno estd actualmente sujeto a valoracion para su posible publicacion. La tesis, también
describe algunos parametros demograficos de las poblaciones indigenas de Bolivia y los
analiza para las etnias de lengua Macro-Pano-Tacana que actualmente viven en el
Piedemonte sub-andino.

El analisis de la situacion de las poblaciones Sudamerindias actuales pone de
manifiesto que todavia se notan los efectos del impacto provocado por la llegada de europeos
y africanos a partir del siglo XV, este impacto no sélo se debid al mestizaje, proceso que en si
mismo, es intrinseco en la historia de muchas poblaciones humanas; sino también a
fenomenos de reduccion del tamafio poblacional, migraciones forzosas o confinamientos en
areas geograficas limitadas.

Un buen ejemplo de estos procesos, lo encontramos en las cronicas de las
expediciones de Orellana a lo largo del rio Amazonas en 1542 (Carvajal 1934).

Las cronicas de las expediciones de Orellana que precedieron un periodo de
despoblamiento masivo de muchas zonas de Sudamérica debido a la introduccién de
epidemias procedentes de Europa; explican que en el siglo XVI los exploradores europeos se
impresionaron de la presencia humana y sus vestigios en los llanos y selvas amazonicas, y
en menor medida en las zonas del Piedemonte andino, donde se hallan las cabeceras de los

rios tributarios al Amazonas.
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Fig. 1 Expediciones de Orellana y Aguirre a lo largo del Amazonas hasta el altiplano andino.

En 1588 Francisco de Angulo cit6 por primera vez a las etnias del Piedemonte y de

los Llanos de Bolivia (Sanchez, 2008)

En estas regiones, estructuras como; lomas artificiales, canales y camellones

(elevaciones del terreno para poder cultivar en épocas de inundacion) ocupan inmensas areas

que, actualmente se pueden apreciar desde el aire y que despertaron a los estudiosos todo tipo

de hipdtesis sobre si su origen era natural o artificial (Denevan 2001; Neves 1999;

Heckenberger 1996: Heckenberger 2002, Barba et al. 2003, Erickson 2000, 2006).
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b

Fig. 2 a. Representacion del trabajo en los camellones, b. Fotografia aérea de antiguos camellones en

el Departamento del Beni (Bolivia)

Estas estructuras informan de los asentamientos, centros ceremoniales y de actividad
agricola y pesquera que se desarrolld en el Oriente Boliviano antes de la llegada de los
primeros espafioles y que debid sustentar tamafios poblacionales relevantes (Lee 1979,
Erickson 1999, Denevan 1996, 2001). Al oeste de los Llanos, la zona del Piedemonte Sub-
andino jugd un papel crucial en la economia de intercambio entre el Mundo andino y el
amazodnico (Meyers 2002). Si a estos hechos se afiaden los descubrimientos de asentamientos
con zanjas protectoras (Neves 1999, 2001; Heckenberger et al.1999; Petersen et al. 2001), la
presencia de multitud de urnas funerarias (Guapindaia, 2001) es obvio que la regidon sub-
andina y amazonica estuvo densamente poblada antes de 1492.

A finales del siglo XVII después de multiples conflictos, epidemias y procesos de

esclavitud, solo quedaria en la regiéon una traza de lo que en el pasado fue una region
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demografica y culturalmente préspera. Las culturas de los Llanos y del Piedemonte, basadas
en el uso de productos orgénicos como la madera, fibras vegetales, pieles y plumas dejo
pocos vestigios de su existencia si exceptuamos la gran cantidad de ceramica hallada en toda
la region. En esta situacidn, solo los grupos humanos que vivian en las cabeceras de los rios
del Piedemonte o que fueron desplazados a ellas pudieron mantenerse fuera de la
aculturacion y la influencia de los europeos. Al llegar los siglos XIX i XX las sucesivas
colonizaciones europeas de la region valoraron las etnias que alli vivian como la antitesis de
la cultura contraponiéndola a la cultura andina.

La presente tesis trata de definir algunos aspectos de la situacién demografica y
describir la genética poblacional a partir del estudio de haplogrupos del ADN mitocondrial
(ADNmt), secuenciaciébn de la region de control d-loop del ADNmt (HVRI), de
microsatélites autosémicos, short tandem repeats (STR’s) y microsatélites del cromosoma Y
de un grupo de etnias asentadas en el Piedemonte del Departamento del Beni de Bolivia. Las
poblaciones Mosetén y Chimane son autoctonas de la zona mientras que las poblaciones
Aymara y Quechua deben considerarse colonas en la regidon ya que su area de poblamiento
original se halla en otros departamentos, mayoritariamente andinos. Las poblaciones
autdctonas, si bien presentan una cultura comun, pertenecen a grupos lingiiisticos claramente
diferenciados. Las etnias Mosetén y Chimane son de habla Ge-Pano-Caribe, mientras que las
poblaciones Aymara y Quechua pertenecen al stock de lenguas Andinas (Ruhlen, 1991). La
etnia Chimane habita en las montafias ubicadas en la provincia de Ballivian en el
Departamento del Beni, desde el rio Quiquibey, hasta las cabeceras de los rios Matos,
Chevejecure, Chimane y Cuverene y entre el rio Maniqui y la ciudad de San Borja, este
territorio se ha mantenido invariable en los ultimos siglos.

Segun el Diagnostico socioeconomico del Bosque Chimanes (1990), La etnia
Mosetén se halla en las cabeceras de los rios Santa Elena y en el curso alto del rio Beni, en
las zonas limitrofes del departamento del Beni con el departamento de La Paz.

La poblaciones Aymara y Quechua ocupan diversos paises andinos, pero en Bolivia,
los Aymara se distribuyen mayoritariamente en los departamentos de La Paz, Oruro y Potosi
mientras que la poblacion Quechua habita los departamentos de Cochabamba y Chuquisaca

siendo los limites superpuestos y poco definidos.



1. INTRODUCCION






FRANCESC BERT FIBLA INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas fisiograficas y ubicacion del area de estudio

Bolivia es un pais sudamericano considerado andino situado entre los paralelos 9° 38'y
22° 53' latitud Sur, y entre los meridianos 57° 26"y 69° 38' longitud Oeste de Greenwich. Al
Norte y al Este limita con Brasil, al Sur con Argentina, al Oeste con Pert, al Sudeste con el
Paraguay y al Sudoeste con Chile. La superficie del pais es de 1.098.581 Km?* (LN.E. 1980),
ocupando el quinto lugar entre los paises sudamericanos después de Brasil, Argentina, Peru y

Colombia.

Guyana
~ Surinam

. Guayana
= % Francesa
/‘D

=S,
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)

Brasil

>
w‘&.

Fig. 3 Mapa politico de Sudamérica.

Politicamente el pais se divide en nueve Departamentos (La Paz, Chuquisaca,
Cochabamba, Santa Cruz, Oruro, Potosi, Tarija, Beni y Pando) con un total de 108

provincias. (Montes de Oca, 1995)
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o?habal%lqja Santa Cruz

o

Fig. 4. Los nueve Departamentos de Bolivia

La capital del Departamento del Beni es Trinidad, pero existen otras ciudades
singulares como; San Ignacio de Moxos y San Borja. La primera es la capital de la provincia
de Moxos, el centro de la actividad econdémica del Departamento y el punto mejor
comunicado de la provincia.

San Ignacio se comunica con el resto del pais por dos rutas: una pista que lo une con
La Paz (400 Km), transitable solamente una parte del afio. Cuando no es transitable, la
comunicacion con la capital se tiene que hacer mediante otra ruta, de uso casi permanente, es
la que une San Ignacio con Santa Cruz; con un rodeo de 1400 Km con las siguientes etapas:
Trinidad, 97 Km de pista en buen estado que hasta hace poco tiempo precisaba de barcazas
para el paso de los rios; Santa Cruz, 400 Km de pista en mal estado; Cochabamba, 400 Km
con algunos tramos en mal estado; La Paz, 400 Km de carretera en buen estado y de uso

regular.

10
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Fisiograficamente, en el territorio boliviano se consideran tres zonas predominantes

(Montes de Oca 2001):

* La region andina (Altiplano, Cordillera occidental y Cordillera oriental). La
zona se halla a més de 3.000 m.s.n.m. (metros sobre el nivel del mar)

* Laregion subandina Corresponde a la region intermedia entre la zona andina
y los Llanos, comprende los valles y los yungas a unos 2.500 m.s.n.m. la regién
se caracteriza por su actividad agricola.

* Los llanos y amazonia. Corresponde a una zona de llanuras y bajas mesetas

cubierta por extensas selvas o sabanas.

D Regién andina altiplanica
[[] Region andina de cordillera
[[] Regién subandina

[[] Region de llanos y amazénica

Fig. 5 Ecorregiones principales de Bolivia.
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Zonas geograficas Extensién (Km"®) %

Altiplano 136.229 12,40

Andina Cordillera occidental 12.000 1,10
Cordillera oriental 172.195 15,67

Sub-andina 94.000 8,56
Amazodnica y Llanos 684.007 62,26

Superficie urbana 150 0,01
Total 1.098.581 100,00

Tabla 1 Extension total y relativa de las principales zonas geograficas de Bolivia

Andina Sub Andina Amazodnica

Cordillera Cordillera

occidental oriental
Altiplano

Valles Yungas

Piedemonte
Llanura aluvial

Oceano

Pacifico Escudo Brasileiio

CHILE BOLIVIA | BRASIL

Fig. 6 Perfil Oeste-Este de Bolivia y situacion de las principales zonas geograficas

1.1.1 La Region Andina

En los Andes existen una gran cantidad de nichos ecolégicos diferentes a partir de los
2000 metros sobre el nivel del mar. Encontramos tres zonas bien definidas, el altiplano con

los subsistemas puna (alto y frio), suni (mas moderado) y los valles templados.
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1.1.1.1 El Altiplano

Se llama altiplano la planicie (entre 3750 y 5200 m.s.n.m.) que se ubica entre las dos
cordilleras andinas, oriental i occidental. Normalmente encontramos un paisaje abierto, pero
es posible hallar restos de bosques de especies nativas que formaron parte importante del
paisaje original de esas tierras. Al norte, suele ser mas humedo y al sur mas éarido. Las
temperaturas medias anuales son inferiores a los 10° C, las heladas sobrepasan los 100 dias al
afio y pueden ocurrir en cualquier mes. El balance hidrico es por lo general negativo: los
cielos, despejados la mayor parte del afio y la altitud, originan una alta evaporacion en toda la
region. Las heladas y la amplia variabilidad térmica diaria, determinan una limitacién de la

diversidad biologica.

Fig. 7 El altiplano con el lago Titicaca y la cordillera oriental al fondo. Fot. F. Bert

Fig. 8 El Salar de Uyuni en el altiplano boliviano. Fot. Evandro Malqueiro
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1.1.1.2 Los Valles Templados

En los valles templados encontramos temperaturas medias anuales entre 2°y 18°y las
altitudes se hallan entre los 1200 y 3600 m.s.n.m. Las variaciones térmicas entre estaciones

son minimas y las heladas escasas y poco intensas.

Fig. 9 Valles de Cochabamba.

1.1.2 La Region Subandina

La zona del subandino se encuentra entre la cordillera oriental de los Andes y los
Llanos y estd formada por serranias paralelas entre si que presentan una direccion general

noroeste-sureste.

1.1.2.1 Los Yungas

El vocablo “yunga” tiene su origen en la lengua quechua, y significaba “valle calido”.
Esta region fue denominada por los incas y asi la conocieron los espafioles a su llegada a
Bolivia y al Pert, Los espafioles utilizaron el término “yunga” para a los hombres que

habitaban en la zona como el idioma que éstos hablaban.

La region de los Yungas acompaiia a los Andes desde Colombia y Venezuela hasta el
noroeste de Argentina pero es en Bolivia donde la espectacularidad de esta region se hace

maxima. Los Yungas presentan un relieve tipico de montafia, en el que predominan las
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pendientes que pueden ser muy acusadas, el area presenta por lo general una topografia
abrupta, que acompafian los cauces de rios y quebradas, asi como pequefios microvalles
rodeados de majestuosas serranias, muchas veces ocupadas por campesinos trashumantes. La
altitud de los Yungas varia segun la latitud pero oscila entre 3000 m.s.n.m. hasta los 500

m.S.n.m.

En los yungas las temperaturas son siempre superiores a los 17° C, no existen grandes
variaciones térmicas. Las pendientes y la elevada pluviosidad originan suelos lavados con la
consecuente pérdida de fertilidad. Las precipitaciones son intensas y la vegetacion

exuberante.

Fig. 10 Las Yungas. Fot. Enrique Daniel

1.1.2.2 El Piedemonte

La zona de transicion entre las ultimas estribaciones de las serranias sub-andinas y la
llanura central se denomina zona de Piedemonte.

El Piedemonte se caracteriza por una marcada estacionalidad climatica y por una
acusada variabilidad de precipitaciones que consecuentemente, hace variar el aporte de
sedimentos en toda la region. Se sabe que la dindmica fluvial de la zona ha variado mucho en
los ultimos siglos debido en parte a cambios climaticos a corto plazo y a un aumento del

impacto humano en toda la region (May 2008)
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La regién de Piedemonte se caracteriza por paisajes ondulados y por un clima de
transicion con niveles de precipitacion relativamente altos (3000 mm anuales en Yucumo). El
ecosistema predominante es el bosque tropical en transicidon hacia subtropical siempreverde
(CIDDEBENI 1990).

La zona del Piedemonte incluye una gran diversidad de ecosistemas y ha sido
histéricamente una zona de alta diversidad cultural. Debido a su situacion estratégica y sus
condiciones geograficas, la regién ha protagonizado extensos periodos de encuentros e

intercambios econdmicos y culturales (Dudley 2009).

1.1.3 La Region Amazonica y los Llanos Orientales

Septearrin

TWILION

s o ” ~ e e el
N . 5 ¥

Fig. 11 Mapa historico de la Moxitania o area de Moxos en el s. XVII

Aunque Bolivia se relaciona mas con el altiplano andino que con las tierras bajas de
la amazonia, Bolivia es el pais con mayor cuenca amazdnica en su espacio nacional (Zeitum,

1991).
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Cuenca
amazonica

Fig. 12 Cuenca del rio Amazonas segin Barba J

En los Llanos también llamados tierras bajas del Oriente, se definen las subzonas de:

Llanuras, Escudo Brasilefio y Sierras Chiquitanas (Montes de Oca, 1989).

1.1.3.1 Llanuras

La cuenca amazdnica con mas de 7 millones de kildmetros cuadrados de superficie,
ocupa el 4,8 % de la superficie terrestre y recoge el 19 % de las aguas dulces del planeta.

En Bolivia, donde existen varios rios tributartios al Amazonas, una de las cuencas
mas importantes es la del rio Madre de Dios (Madeira en Brasil). La cuenca del Madre de
Dios, de la que los rios Beni, Itonamas y Mamor¢ forman parte, esta limitada al oeste por los
Andes, y al norte y al este por un arco del Escudo Precambrico Brasilefio, en el que las aguas
han abierto un estrecho paso con numerosos rapidos por el que vierten al Amazonas (Zeitum,
1991). La formacion de estas llanuras corresponde a la acumulacién de sedimentos
transportados desde la Cordillera andina por el Oeste y desde el Escudo Brasilefio
Precambrico por el Este. A lo largo de millones de afios estos sedimentos han estado

transportados por los rios de ambos flancos.
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Fig. 13. Curso de los nueve principales rios de la cuenca amazénica en Ecuador, Pert y Bolivia.

En la frontera con la zona Subandina se encuentra una amplia planicie originada por
la acumulacion de cientos de metros de sedimentos finos.

Si consideramos factores climatologicos, las llanuras pueden dividirse en dos grandes
unidades: las llanuras himedas inundables del Norte o Llanos del Beni y las llanuras secas

del Sur o Llanos del Chaco.

1.1.3.1.1 Llanos del Beni

Debido a la casi horizontalidad del terreno, la planicie de los Llanos del Beni és rica
en meandros y lagos en forma de media luna, producto de los desbordes de los rios Madre de
Dios, Beni y Mamoré. Casi toda el area esta sujeta a fuertes inundaciones en la estacion
lluviosa. El ecosistema predominante es la sabana, pero pueden observarse algunas
elevaciones del terreno a manera de islas donde se concentra la vegetacion arborea. (E.B.B.

1991)
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Fig. 14 Meandros cerca de la ciudad de Trinidad Departamento del Beni. Fot. Shir Goldberg

En la época de lluvias la cuenca no puede absorber todo el volumen de agua que
desemboca en ella, los rios principales se saturan en su capacidad y el agua de los afluentes
menores retrocede e inunda las llanuras adyacentes. La horizontalidad del terreno, impide la
canalizacion y la naturaleza impermeable de la superficie evita la penetracion de las aguas al
subsuelo, determinando que extensas porciones de los Llanos queden anegadas.

Los suelos de los Llanos benianos estan formados por sedimentos de arcillas y limos
cuaternarios compuestos por silicatos de aluminio desprovistos de elementos solubles que
son transportados por corrientes de agua de inundacién a velocidades inferiores al Km/h
(Zeitum, 1991). La estructura de los suelos impide la retencion de agua y ocasiona la muerte
de la mayor parte de las plantas en la época seca, por otro lado la acidez de los suelos con un
pH = 4.5-5.5 impide la germinacidn de los cereales a excepcion del arroz. Los valores de
fosforo estan en niveles de 10 a 20 veces por debajo de los minimos, siendo unicamente la
concentracién de magnesio inusualmente alta.

De la superficie de esta inmensa zona inundable emergen unos monticulos de escasa
altura cubiertos de bosque, llamados "islas de monte" o “bosques isla” que son los lugares
escogidos para la construccion de viviendas, a salvo de las aguas de inundacion.

Muy pocas especies vegetales terrestres estan adaptadas a estas condiciones extremas.

La mayor parte de los Llanos estdn cubiertos de una sabana herbacea, quedando la

19



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

vegetacion arborea limitada a los bosques de galeria, junto a los rios, a los bosques isla ya
mencionados y a algunas zonas con alturas libres de inundacion.

La explotacion de ésta sabana herbacea como pasto para ganado vacuno es la base
econdmica actual de la region. El escaso valor nutritivo de los suelos condiciona unos
rendimientos muy bajos (11 kg de carne por hectarea y por afio).

La quema anual de pastos para hacerlos retofiar, la apertura de nuevos caminos y la
constante creacion de vias de comunicacion contribuye de forma decisiva a la degradacion
del medio natural, ya de por si muy pobre. (Killeen et al. 2008)

A la destruccion de la fauna terrestre se afiade una fuerte contaminacion de las aguas
por cenizas provenientes de las quemas anuales de pastos, que ocasiona una fuerte mortalidad
de la fauna acuatica.

La sabana o pampa mojefia, una de las mas extensas de América del Sur, con
alternancia periddica de inundaciones y sequias, suelos impermeables y una vegetacion
herbacea con pocos arboles, hace que todas las formas de vida que la habitan se enfrenten
con el problema de alternar periodos de sobreabundancia de agua con periodos de escasez de
agua. La adaptacion humana a estas condiciones se ha basado histéricamente en concentrar la
mayor parte de las actividades en terrenos elevados en las cercanias de cursos de agua
permanente.

La mayoria de los suelos de cuenca del Mamoré y del Beni, son de muy baja
fertilidad, por lo que su uso agricola se ha demostrado inviable o poco productivo, de esta
manera la mayor parte de los ecdlogos y etndlogos creian hasta hace unos afios que la baja
productividad de los suelos tropicales habia impedido la formacion de nucleos humanos
importantes y por tanto, de sociedades complejas.

La altura de los Llanos oscila entre 270 m al sur y 180 m al norte, con un gradiente
aproximado de 20 cm por kilémetro. Los Llanos son casi planos, con muy pocas

manifestaciones de relieve superior a los dos o tres metros de altura.
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Fig. 15 Llanura beniana. Fot. Andoni Canela

Los terrenos mas bajos, por lo general antiguos atajos de meandros (curiches), pueden
guardar agua superficial durante la mayor parte del afio, mientras que las depresiones un poco
mas altas o mejor drenadas (bajios) sdlo estan inundadas estacionalmente. Los terrenos con
elevaciones de mas de un metro raramente se inundan o sélo lo hacen por un breve espacio
de tiempo; normalmente presentan vegetacion arbdrea y por lo general se componen de
vertientes bajas y de restos de malecones naturales. Los terrenos con elevaciones de dos o
tres metros de altura incluyen lomas (pequefias colinas) artificiales, y crestones en forma de
escudo a lo largo de los margenes de la cuenca. De la superficie cartografiada de los Llanos
de Moxos, alrededor del 80% (unos 145.000 Km?) forman sabana, y el resto constituyen las

galerias e islas con arbolado.

Fig. 16 Isla bosque en los Llanos de Moxos. Departamento del Beni. Fot. Francesc Bert
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En la cuenca del Beni hay varios centenares de lagos permanentes; la mayoria se
encuentran en los Llanos y sus dimensiones alcanzan hasta un maximo de 520 Km®. La
mayoria de ellos son muy someros, carecen de bocas de entrada y de desagiie, aparentando
un origen reciente. Almacenan agua fresca buena parte del afio y se alimentan principalmente
de las precipitaciones.

Los lagos de Moxos son de gran importancia para la poblacion humana, los animales
salvajes y el ganado; constituyen una fuente de agua durante la estacion seca cuando llegan a

secarse la mayoria de las pequefias corrientes.

Fig. 17 Laguna Normandia en el Departamento del Beni.

Fig. 18 Llanos de Moxos durante la estacion seca. Fot. Francesc Bert
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Fig. 19 Llanos de Moxos en la estacion himeda. Fot. Francesc Bert

El estudio de los restos prehistéricos en Moxos, ha evidenciado que hubo culturas
amazonicas que dominaron técnicas productivas basadas en la explotacion de la fertilidad de
las aguas blancas.

La existencia de este potencial cultural y ecoldgico que se ha bautizado como
limnocultura ha obligado a que se revisen algunos de los dogmas sobre la historia amazdnica

de Bolivia (Barba, 2003).

1.1.3.1.2 Llanos del Chaco

Al Sur del paralelo 16° se extiende la llanura del Chaco, cuyo paisaje y vegetacion

responden a un clima tropical seco. Los rios son poco frecuentes y sus aguas se infiltran en

arenales del subsuelo.
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Fig. 20 Llanuras del Chaco donde la actividad ganadera es importante. Fot. Willy Kennig

1.1.3.2 El Escudo Brasileiio

A lo largo de la frontera con Brasil existe una zona con afloramientos de rocas
precambricas, principalmente granitos y basaltos designada como Escudo Brasilefio. La
superficie que aflora en forma de serranias y mesetas tiene una extension aproximada de
230.000 Km”.

La afloracion mas occidental del Escudo en el Departamento del Beni se encuentra a
pocos kilometros de la localidad de Magdalena cerca del rio Orobayaya. A partir de este
punto el Escudo Precambrico se sumerge bajo la masa sedimentaria cuaternaria. La
profundidad del Escudo en el Piedemonte es de unos 600 metros.

Bajo la cubierta del altiplano, el Escudo fue detectado a profundidades superiores a

un kilometro (E.B.B. 1991).

1.1.3.3 Las Serranias Chiquitanas

En la provincia de Chiquitos del Departamento de Santa Cruz existe una zona mas
elevada que el resto circundante de planicies, que recibe el nombre de Sierras Chiquitanas.
Son cadenas bajas de montafias que forman hileras paralelas.

Esta unidad se formd por el plegamiento de materiales terciarios impelidos cuando la

Cordillera Andina cambi6 de rumbo al encontrar el Escudo Precambrico (E.B.B. 1991).
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Fig. 21 Serranias Chiquitanas

1.2. Estacionalidad climatica en el Beni

La cuenca del Beni ubicada entre los 11° y los 17° de latitud Sur, tiene un clima
tropical de inviernos secos (clima “Aw” segun la clasificacion de K&ppen), a excepcion de la
zona de bosques lluviosos situados a los pies de los Andes en los que hay una fuerte
precipitacion durante todo el afio (clima “Af”). En los Llanos de Moxos las precipitaciones
oscilan entre 1500 mm y 1800 mm anuales. La estacidon seca, que corresponde a los meses
con menos de 60 mm de precipitacion, tiene una duracidon de cuatro a cinco meses (de mayo
a septiembre). Los meses con precipitaciones mas intensas son diciembre, enero, febrero y
marzo; los meses mas secos corresponden a junio, julio y agosto. La duracion de la estacion
himeda aumenta hacia los Andes (once meses en San Borja y Rurrenabaque), y disminuye
hacia el sudeste (cinco meses en Ascension), el régimen de precipitaciones hace de los
Llanos de Moxos una de las mayores areas de inundacion del planeta.

Un rasgo caracteristico de los tropicos, es que la precipitacion varia
considerablemente de un afio a otro, y de un lugar a otro durante el mismo afio y dentro de la
misma zona. Los afios de mayor precipitacion no corresponden necesariamente con los afios

de mayor inundacion.
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Fig. 22 El rio Beni durante la estacion de 1luvias. Fot. Francesc Bert

El periodo de inundacién de los Llanos presenta un retraso de unos dos meses con
respecto a la estacion lluviosa. La inundacién comienza a finales de diciembre, llega a su
punto culminante en febrero, empieza a retroceder en marzo y finaliza en junio.

Probablemente alrededor de unos 100.000 Km?” quedan normalmente anegados en la
época de maxima inundacion. La altura de la inundacién varia desde unos pocos centimetros
hasta 1,5 - 1,8 metros; pero parece que el promedio se encuentra entre 0,30 y 0,60 metros
durante la mayor parte del periodo de inundacion. A partir de los meses de junio y julio, la
sabana puede secarse rapidamente y el nivel del agua en los rios y arroyos puede descender
varios decimetros en pocos dias.

En los meses siguientes solo los grandes rios mantienen un flujo de agua. En los
bajios y curiches el agua va evaporandose, llegando a secarse totalmente, hasta llegar a
octubre y noviembre cuando empieza de nuevo la época himeda (Barba et al. 2003).

En resumen, la estacion de verano (octubre-abril) es himeda y calurosa, mientras que
el invierno (mayo-septiembre) es seco y calido. Esporadicamente, durante la estacion seca
penetran frentes frios “surazos” procedentes de zonas subpolares antarticas, provocando
bajadas bruscas de temperatura, fuertes vientos, y a veces lluvia. S6lo alguna vez los surazos

comportan temperaturas inferiores a los 10° C (Montes de Oca, 2001).
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1.3 Antecedentes historicos de Los Llanos de Moxos

Los habitantes del Beni estan acostumbrados a encontrar evidencias del poblamiento
antiguo de su Departamento, con frecuéncia hallan restos humanos antiguos que constatan
que la region fue densamente habitada por una poblacion que enterraba a sus muertos en las
lomas o "islas de monte", poblacion a la que llaman los "antiguos cambas" o "gentiles".

Estas lomas, que se cuentan por miles, son hoy los lugares que se escogen para
edificar, ya que quedan por encima del nivel maximo de las aguas en la época de inundacion.
La erosion pone continuamente al descubierto restos humanos y de cerdmica, que en algunos

casos es reutilizada de nuevo (Calandra y Salzeda, 2004).

il

Base de piedra

con arcilla
Tierra natural

Fig. 23. Representacion de la estructura de los camellones donde se aprecia el uso de diferentes

materiales sedimentarios para su construccion.

Cuando los espafioles llegaron a América, recogieron multitud de testimonios orales
de la gran riqueza que tenia la zona de Moxos entre sus vecinos guaranies, quechuas y
chiquitanos, y que recibia los nombres de Paititi, Moxos, Candire o Tierra Rica (Kupchik,
2008). La crénica de Garcilaso el Inca (Aranibar, 1991) la sitia con gran acierto "a cien
leguas al este de Cuzco". Esta fama motivo una serie de intentos de conquista que partieron
del Altiplano o de la cuenca del Plata: A la primera expedicion, efectuada en 1539 le

siguieron mas de veinte, todas ellas bien documentadas y que acabaron con idéntico fracaso.
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Las crénicas de estos intentos de conquista, y los testimonios de algunos clérigos
solitarios, nos describen un pais rico, prospero, densamente poblado, con aglomeraciones
urbanas de tamafio regular y con excedentes alimentarios durante todo el afio. En algunos
casos manifiestan su asombro por unas calzadas bien cuidadas y limpias que comparan con
ventaja con los caminos de Espaiia.

Moxos permanecio por mas de un siglo como una tierra incdgnita de la que llegaban
noticias contradictorias y cuya fama fue disminuyendo con el tiempo. Fue en 1676 cuando se
cred el primer asentamiento espafiol en los Llanos orientales, un grupo de tres jesuitas
fundaron una Reduccion en el pueblo de Baures. Los testimonios que llegaron sobre los
baures eran en extremo elogiosos, gente civilizada, con estructuras sociales complejas, un
urbanismo ejemplar y una artesania de una calidad que competia con la espafiola. A pesar de
ello, era una poblacion escasa, pobre y enfermiza.

Moxos habia sido definido por la Corona espafiola, como las tierras desconocidas al
norte de Santa Cruz, un territorio del que se desconocian sus fronteras pero que se suponia
que lindaban con el mar. Este territorio fue concedido a los jesuitas para que lo administraran
en forma de reducciones, como lo venian haciendo en amplias zonas de Paraguay.

Durante cien afios, y hasta su expulsion, los jesuitas fueron los Unicos testigos de la
vida en estos territorios, cuyo acceso se negaba al resto de espafioles. La documentacion
legada por ellos, en parte desaparecida y la existente muy dispersa, es una valiosa fuente de
informacién que no ha sido suficientemente explotada.

La introduccién del hierro y del ganado vacuno contribuyé a un cambio en el modo
de produccion indigena, que perdio su autonomia y fue sometido a una intensa colonizacién

religiosa.

Fig. 24 Danza de los macheteros en las fiestas de San Ignacio en San Ignacio de Moxos en el pasado: (Mercado,
Melchor Maria. La Plata - 1871, Sucre: Album de paisajes, tipos humanos y costumbres de Bolivia, 1841-1869)
y en la actualidad. Fot. Francesc Bert
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La expulsion de los jesuitas en 1768 supuso graves consecuencias para los indigenas,
los cuales fueron sometidos a una nueva clase de clérigos que los subordinaron a una
dominaciéon particularmente cruel. Esta situacién fue denunciada duramente por el
gobernador L4zaro de Ribera en su informe sobre Moxos (1786-1794).

Moxos, bautizado después como Departamento del Beni, quedo al igual que el resto
del Oriente boliviano como un pais remoto y poco conocido, con una economia precaria que

tuvo algunos momentos de fiebre econdmica con la quinina, el caucho o la coca.

1.4 Antecedentes historicos del Piedemonte

El Piedemonte central andino estuvo habitado durante la época prehispanica por una
gran diversidad de grupos humanos a los que los primeros europeos denominaron chunchos,
estas poblaciones han sido definidas como tribus de culturas de bosque tropical con
influencias tanto amazonicas como andinas. (Steward 1948).

Los contactos interregionales en la region del Piedemonte con los Andes Orientales
estan bien descritos. Se sabe que la cultura Kallawaya (900—1300 bp) que precedié la cultura
Inca, realizaba numerosos intercambios con las tribus del Piedemonte (Moseley, 1993). Para

éste autor existian cuatro estratos productivos verticales en la cultura Kallawaya:

* Las cumbres andinas glaciares que suministraban agua durante todo el afio.

* La Punas o pastos humedos de gran altura que permitia la alimentacion de los
rebafios de camélidos.

* Los valles templados que eran utilizados como zonas de cultivo de tubérculos y
cereales.

* Las Yungas semitropicales donde se cultivaban productos frutales.

El Piedemonte estd situado inmediatamente a continuacidon de las Yungas y actuaba
como una zona de mercado o de intercambio donde sus habitantes, facilitaban a los andinos
plantas medicinales, tintes y otros elementos imprescindibles para las ceremonias andinas
(Saignes 1985, Meyers 2002). Por otro lado, la poblacién andina facilitaba productos de los

distintos estratos andinos a los chunchos.
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Desde un punto de vista de la etnohistoria demografica, Meyers (2002) sefiala que las
interacciones entre las poblaciones de pastores-agricultores de las tierras altas y las
poblaciones de cazadores-recolectores y agricultores del Piedemonte acabd con un proceso
de etnogénesis que culminé con la aparicion de la cultura Kallawaya ya mencionada.

Con la aparicion de la esfera cultural Kallawaya, diversos grupos del Piedemonte
fueron asimilados bajo este techo cultural de forma pacifica y siempre bajo criterios de
intercambio de bienes, formando un continum que abarcaria una buena parte de la faja
subandina de Bolivia. Por otra parte, algunos autores entre los que se hallan Nufiez y
Dillehay 1995 consideran que la cultura Tiwanaku (500-1200 AC) fue el producto de la
convergencia de fuerzas econdmicas en un mosaico de “movimientos humanos giratorios”
entre las tierras altas andinas y las tierras bajas amazonicas. Los motivos zoomorfos de
decoracion de Tiwanaku, las referencias a animales tipicamente amazdnicos o la presencia de
tintes, afiadido al idioma pukina que hablaba la nobleza andina y que es de origen arawak;
apunta a una clara influencia de la cultura amazdnica en la region andina (Torero 1974).

Con la llegada del Imperio Inca, las rutas de intercambio entre la zona andina y
amazonica de la cultura Kallawaya fueron vitales en la expansién de los Incas para anexionar
las tierras bajas, echo que nunca se acab6 produciendo con éxito.

El intercambio del Piedemonte con los Incas se baso en el cultivo de la planta de la
coca y metales preciosos. Los Incas instalaron en la regidn mitmaqgkunas o colonias incas de
otras regiones del imperio. Se inicid un nuevo proceso de etnogénesis que esta vez utilizo la
lengua y la cultura Quechua como factor centralizador. (Sanchez Canedo, 2008)

La llegada de los colonos espafioles desarticuld todas las interacciones que se habian
creado y fortalecido durante siglos entre el area andina y la amazonica quedando ambas

regiones separadas culturalmente.
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1.5 La poblacion Amerindia de Sudamérica y Bolivia

1.5.1 La situacion de la poblacion Amerindia en Centro y Sudamérica

Se estima que la poblacion amerindia del Centro y Sudamérica es de
aproximadamente unos 51 millones de personas (Lizcano Ferndndez 2005). Si nos limitamos
a Sudamérica, el 91% de la poblacion amerindia se concentra en Ecuador, Pert y Bolivia.

Salzano et al. 1988, caracteriza a todas éstas poblaciones autoctonas por un
denominador comuin resumido por los puntos siguientes:

* Relativa homogeneidad genética debido a que las rutas de entrada al continente
americano proveniente de Asia fueron muy limitadas y reducidas.

* Existencia de gradientes de diferenciacion morfologica y genética debidos a un
aislamiento geografico y cultural.

* Presencia de polimorfismos excluyentes debidos a una estructura poblacional basada
en mecanismos de fusion-fision.

* Pérdida de identidad genética y despoblamiento debido procesos de aculturacion y

mestizaje.

1.5.2 La poblacion Amerindia en Bolivia

En Bolivia la comunidad indigena se aproxima a los 5.500.000 individuos y
constituye la mayor parte de la poblacion; el porcentaje respecto del total de la poblacion
oscila seglin los autores entre el 60% (Rance, 1992) y el 67% (INE, 2001) .

Los Aymaréas y Quechuas ubicados en la zona andina del pais son los grupos
mayoritarios, mientras que en las zonas orientales y amazonicas, las poblaciones mayoritarias
son las Guarani, Chiquitana y Moxo.

Aparte de éstas poblaciones mayoritarias, existen otras 30 etnias que constituyen un
2,5% de la poblacién total. La densidad de poblacion del Departamento del Beni es de 1.2
habitantes por km®.

La composicion étnica de la poblacion del Beni refleja la diversidad de culturas
existente en la zona: el grupo principal es el mojefio, de la familia arawak; las otras etnias

predominantes son Yuracarés y Canichanas, del grupo Chapacura; Chimanes y Mosetenes,
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del grupo Pano-Tacana; Siriono, del grupo Tupi-Guarani; e Itonamas, es importante recalcar
que en la zona se han clasificado 16 grupos lingiiisticos. (CIDDEBENI, 1990) y que en los
ultimos cien afios, el nimero de etnias indigenas se ha reducido a la mitad.

Actualmente existe una gran presion demografica desde el Altiplano hacia la
Amazonia, que va en aumento, en algunos lugares del Oriente boliviano, la poblacién “colla”
(Aymara y Quechua) llega al 30%. Santa Cruz de la Sierra es uno de los lugares que recogen
mayoritariamente este flujo migratorio (Urioste, 2005)

La actividad econdmica de las etnias indigenas se basa en la agricultura de
subsistencia, que no llega a producir excedentes para su comercializacion en los mercados de
las ciudades. El principal cultivo es el arroz, practicamente el tinico cereal que se adapta a los
suelos acidos caracteristicos del area. La produccidon familiar se basa en la explotacion de
"chacos", pequefias parcelas de 1 a 2 hectdreas, frecuentemente ganadas al bosque, por el
sistema de roza y quemazén, y que se abandonan después de varios afios de produccion
debido al agotamiento de los nutrientes de los suelos. (Chichon, 1992)

La actividad productiva de la zona se basa exclusivamente en una ganaderia extensiva
cuya rentabilidad, debido al valor nutritivo exiguo de los pastos, precisa de una superficie de
10.000 a 50.000 hectareas con una importante inversion de capital, y se encuentra en manos
de grandes propietarios, con frecuencia absentistas. Dicha actividad no genera empleo estable
en la zona, s6lo a escala temporal, y su produccion se comercializa directamente a las
ciudades a través de aviones fletados por los ganaderos.

La distribucion geografica de los pueblos indigenas de Bolivia abarca las tres grandes
cuencas hidrograficas del pais (Censo Nacional 2001). En la del Amazonas, que esta
subdividida a su vez en las regiones de Precordillera, Selva del Noreste, Pampas Benianas y
Selva Oriental, se encuentran la mayor parte de los pueblos indigenas (Departamentos de
Pando, Beni, Santa Cruz, norte de La Paz y region del Trépico de Cochabamba), en la cuenca
del Plata (Departamentos de Tarija, Potosi y Chuquisaca Sur) conformada por los rios
Pilcomayo y Bermejo se encuentran los Weenhayek o Mataco, Tapiete y parte de los
Guarani. Finalmente, en la cuenca lacustre endorreica conformada por el eje acudtico que une
a los Lagos Titicaca y Poopd, entre las Cordilleras Oriental y Occidental se encuentran los
Aymara y Uru (Chipaya, Murato e Iru Itu). La poblacion Quechua se encuentra
principalmente en la region de los Valles interandinos, que comprenden parte de los

Departamentos de Cochabamba, Chuquisaca, Tarija, parte de La Paz y Potosi.
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avinefio

|Cuenca del Platal

Fig. 25 Etnias de Bolivia segun las principales cuencas del pais.
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Pueblo indigena Departamento Provincia Lengua
Aymara Chuquisaca Andino
Quechua Andino
Guarani Hernando Siles Tupi Guarani
Luis Calvo
Leco La Paz Larecaja Aislada
Franz Tamayo
Iru Ito (Uru Chipaya) Ingavi Uru Chipaya
Araona Abel Iturralde Tacana
Tacana Abel Iturralde Tacana
Esse Ejja Abel Iturralde Tacana
Mosetén Sur Yungas Mosetén
Aymara Andino
Aymara Cochabamba Andino
Quechua
Yuracaré Chapare Aislada
Carrasco
Yuki Tupi Guarani
Quechua Oruro Andino
Aymara Andino
Chipaya Atahuallpa Uru Chipaya
Aymara Potosi Andino
Quechua Andino
Mataco (Weenhayek) Tarija Gran Chaco Mataco Maka
Tapiete Tupi Guarani
Guarasuwe Santa Cruz Velasco Tupi Guarani
Ayoreo Chiquitos Zamuco
Nuflo de Chévez
Angel Sandéval
German Bush
Ava Isozefio Cordillera Tupi Guarani
Chiquitano Nuflo de Chavez Aislada
Guarayu Guarayos Tupi Guarani
Siriond Guarayos Tupi Guarani
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Pueblo indigena Departamento Provincia Lengua
Siriond Beni Cercado Tupi Guarani
Chécobo Vaca Diez Pano
Pacahuara Vaca Diez Pano
Esse Ejja Vaca Diez Tacana
Cavinefa Gral. José Ballivian Tacana
Mosetén Gral. José Ballivian Moseten
Chimane Gral. José Ballivian Moseten
Moxos Moseten
Cayubaba Yacuma Aislada
Movima Yacuma Aislada
Ignaciano Moxos Arawak
Yuracaré Moxos Aislada
Canichana Mamoré Aislada
Itonama Iténez Aislada
Moré Mamoré Chapacura
Trinitario Marban Arawak
Baure Iténez Arawak
Essse-Ejja Pando Madre de Dios Tacana
Yaminahua Nicolas Suarez Pano

Tabla 2 Pueblos indigenas de Bolivia por Departamento, provincia y afiliacion lingiiistica. Segtin Censo nacional

2001.
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Tabla 3. Tanto por ciento de poblacidn indigena y no indigena por Departamento. Censo Nacional 2001
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Las poblaciones indigenas mds numerosas (Quechuas y Aymaras) se concentran
principalmente en el Occidente del pais mientras que los otros pueblos se encuentran
ubicados predominantemente en los Departamentos orientales.

La poblacién Quechua alcanza un total de 2.530.985 personas y se concentra en una
mayor proporcion en el Departamento de Cochabamba (37,9%), en segundo lugar en el
Departamento de Potosi con 21,5%, en tercer lugar en Santa Cruz con 13,2% vy
posteriormente en el Departamento de Chuquisaca con 12,8%.

No deja de ser interesante la importante presencia de Quechuas en el Departamento
de Santa Cruz, debida a la fuerte corriente migratoria que se ha producido hacia el Oriente en
los tltimos afios. Con respecto al total de indigenas del Departamento, esta poblacion es la de
mayor peso relativo, le siguen los Chiquitanos y los Guaranies, siendo estos ultimos, la
poblacion originaria de este territorio.

Los indigenas pertenecientes al pueblo Aymara se concentran en una gran mayoria
(80,2%) en el Departamento de La Paz y en segundo lugar el Departamento de Oruro (7,3%)
y Cochabamba (5,1%) en tercer lugar.

1.6 Biodemografia

A partir del Censo Nacional de 2001, elaborado por la Comision Econdmica para
América Latina (CEPAL) por las Naciones Unidas y el Banco Interamericano de Desarrollo
(BID) en el que se estudiaron algunos de parametros biodemograficos de las poblaciones
indigenas de Bolivia, se ha elaborado el siguiente apartado.

En la tabla 4 se presenta la poblacidén de cada uno de los pueblos indigenas obtenida a
partir de la pregunta sobre auto pertenencia a un grupo indigena u originario en la poblacion

de 15 y mas afios de edad.
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Pusblos orizinarios o Toral Area Urbara Area Rural
indigenas Total Hombre Mujer Tosal Hombre Mujer Total Hombre
Quechua 1510560 716 032 704 528 763312 348 470 414833 747248 367 553
Aymara 1243728 505 658 633 070 737 604 350700 386 814 506 124 254 268
Guarani * 77121 39546 37575 43728 21072 21756 33303 17574
Chiquitano ** 108 206 56146 52 060 74353 37057 37206 33853 19 089
Moxefio*** 44247 23390 20857 32641 16 555 16086 11 606 6835
Araoza %0 52 3g 19 13 6 71 39
Ayoreo 708 407 391 142 59 83 656 348
Baure 475 276 199 152 83 69 323 103
Canichaza 208 124 g4 03 51 42 115 73
Cavinedo 836 452 384 64 35 20 72 47
Cayubaba 326 195 131 56 39 27 260 156
Chicobo 247 127 120 43 24 10 204 103
Chimén, Tsimane 4126 2136 1990 863 441 422 3263 1695
Ese-jja, Chama 396 206 190 112 63 49 284 143
Guarasugwe 9 5 4 0 0 0 9 5
Guarayo 5004 2021 2983 3856 1820 2036 2048 1101
Tronama 1416 775 641 513 301 312 803 474
Joaquiniano 160 80 80 78 34 44 82 46
Leco 2296 1223 1073 652 324 328 1644 899
Machiveri Yine 15 8 7 2 1 1 13 7
Moré 43 21 p3) g 4 4 35 17
Mosetén 780 432 357 83 41 42 706 391
Movima 6008 3103 2815 3178 1503 1675 2830 1690
Pacahuara 31 20 1 25 17 8 6 3
Reyesaro, Maropa 2717 1467 1250 1688 841 847 1029 626
Siriond 133 72 61 20 13 7 13 59
Tacana 3452 19022 1530 o077 510 467 2475 1412
Tapies 18 12 6 0 0 0 18 12
Urus #+4* 1190 664 526 190 135 55 1000 529
Weenhayek, Mataco 073 487 486 352 178 174 621 309
Yaminzwa 4 21 20 16 8 8 25 13
Yuki 112 63 49 19 15 4 03 48
Yurakaré 1366 728 638 53 33 20 1313 695
Sin especificar 32601 17370 15321 23074 12045 11020 9617 5325
A ninguno de los
Pueblos Indigenss 1864517 828 190 076327 1482848 684 975 797873 331 669 203215
TOTAL 4015245 2364421 2550824 3170924 1478450 1692465 1744321 885 962
Fuente: Elaboracion propia en base a los resultados del Censo 2001. La Paz - Bolivia, 2004.
* Guarani (Ava, Izocefio, Simba)
** Chiquitano (Besiro, Napeca, Paunaca, Moncoca)
HEE Moxeno (Trinitario, Javeriano, Loretano, Ignaciano)
R Urus (Uru-chipaya, Murato, Uruito)

Tabla 4 Valores absolutos de poblacién indigena por area rural o urbana.
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El censo se realizO sobre un total de 5.358.681 habitantes, sobre este total, la
poblacion de 15 o mas afios que respondi6 a la pregunta de auto identificacion a algin grupo
étnico alcanzé 4.915.245 habitantes. De la poblacion que dijo pertenecer a algin pueblo
indigena, el mas representativo fue el Quechua con el 50%, le siguidé en orden de importancia
el Aymara con el 41,2%, el Chiquitano con el 3,6%, el Guarani con el 2,5% y el Mojefio con
el 1,5%.

Asimismo, con respecto a los dos pueblos mds numerosos, el Quechua esta
conformado por el 47,4% de hombres y 52,6% de mujeres, el 50,5% vive en el area urbana y
49,5% vive en el area rural; el Aymara estd conformado por el 48,7% de hombres y el 51,3%

de mujeres y viven el 59,3% en el 4rea urbana y el 40,7% en el area rural.

1.6.1 Piramides de edad

Piramide de edad de la poblacion indigena (en miles)
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Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE) La Paz Bolivia, 2004

Fig. 26 Piramide de edad de la poblacion indigena de Bolivia.
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Piramide poblacional indigena por area de residéncia (en miles)

Grupos de edad Area urbana
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Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE) La Paz Bolivia, 2004

Fig. 27 Piramides de edad de la poblacion indigena de Bolivia segun ubicacion urbana y rural.
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En términos generales, de un total de 5.358.681 personas pertenecientes a la
condicion indigena en Bolivia, la poblacion comprendida entre 0 y 14 afios represento, casi el
40%.

Especificamente el grupo de 0 a 4 afios alcanzo el 13,5%, igual que el grupo de 5a 9
afios, la cohorte de 10 a 14 afios el 12,7%. Por tanto, la categoria indigena obtenida segun la
condicion étnico-lingiistica presentaba todavia una base muy amplia en la pirdmide, lo que
implica una transicion demografica incipiente.

Considerando la pirdmide de poblacion indigena seglin area de residencia se observo
que para las tres primeras cohortes no existe mucha diferencia entre las personas que viven
en el &rea urbana y rural.

Donde se advierten diferencias es en las cohortes o grupos de edad productiva, ya que
existe un despoblamiento en el area rural, debido a las migraciones en busca de mejores
oportunidades laborales a la ciudad.

Asimismo, se advierte que a partir de las cohortes de edad de 55 y mas afios hay una
mayor predominancia de la poblacién indigena en el area rural, lo cual denota la falta de
movilidad debido a la falta de posibilidad de insercidon en el mercado laboral por la edad

avanzada.

1.6.2 Estructura poblacional por sexo

En la poblacion indigena se observa un equilibrio entre hombres y mujeres. A nivel
urbano las mujeres representan el 51% y los hombres el 49%. En el area rural la relacion se
invierte y los hombres son el 51% y las mujeres el 49%.

La poblacion no indigena mantiene la tendencia con una pequefia superioridad de las
mujeres (51%) sobre los hombres (49%). En el area urbana se observa un pequefio
incremento del porcentaje de mujeres que representan el 52% frente al 48% de los hombres,
en el area rural, la relacion se invierte y los hombres representan el 53% frente al 47% de
mujeres.

Para examinar la estructura por sexo se suele utilizar el indice de masculinidad, que
expresa el nimero de hombres por cada 100 mujeres, los resultados por condicion
etnolingtiistica se presentan en la tabla 5.

Desde un punto de vista nacional, se observa que las cohortes correspondientes a las

edades productivas en la poblacion indigena presentan un indice de masculinidad con un
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promedio de 93 hombres por cada 100 mujeres, lo cual por un lado puede ser reflejo de un
posible proceso migratorio, y por otro, podria representar un mayor porcentaje de declaracion
femenina en las encuestas.

También se evidencia que el area urbana presenta indices de masculinidad menores
que el area rural, indicio de la selectividad por sexo de la migracion. Asimismo, se advierte
que la altima cohorte de edad presenta un indice menor, debido a un patrén muy comun de
mortalidad en el cual las mujeres son en promedio mas longevas.

Para el caso de la poblacion indigena, se advierte que aquella que vive en el area
urbana presenta indices de masculinidad inferiores en las edades productivas que la que vive
en el area rural, especialmente la cohorte de 15 a 34 afios de edad (87,7 hombres por cada
100 mujeres), debido a movimientos migratorios del campo a la ciudad en busqueda de
mejores condiciones de vida u oportunidades laborales diferentes a las actividades
agropecuarias.

Para el caso de la poblacion no indigena que vive en el area urbana, el menor indice
de masculinidad se presenta para la cohorte de 35 a 49 afios de edad, asociado a un patrén
selectivo de migracion interna femenina adulta que busca trabajo como empleadas del hogar.
En tanto que la poblacion no indigena que vive en el area rural presenta para todas las
cohortes indices de masculinidad significativamente por encima de 100; este predominio
masculino puede ser el resultado de una emigracidn intensa de mujeres o, nuevamente, a una

declaracién diferencial por sexo a las preguntas de origen étnico.
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Tabla 5 Indice de masculinidad por grupos de edad y ubicacion.
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1.6.3 Migracion

1.6.3.1 Migracion neta absoluta

Considerando so6lo aquella poblacion que declard tener residencia habitual en el pais,
que nacid en el pais y ademds vive en hogares particulares, se tiene un total de 1.187.621
migrantes de toda la vida o migrantes absolutos, lo cual representa el 14,9% de esta
poblacion, conformada por 9,6% de poblacion indigena y 5,3% de poblacion no indigena.

Los Departamentos receptores de la poblacion indigena son en orden de importancia
Santa Cruz, Cochabamba y La Paz, en tanto que Potosi es el Departamento con mayor
numero de emigrantes alcanzando casi un 30% en relacion al total nacional de emigrantes
indigenas; en cuanto a la poblacion no indigena, los Departamentos receptores de ésta son los
mismos que los de la poblacidn indigena, sin embargo los Departamentos que generan mas
migrantes son Chuquisaca, La Paz, Potosi y Beni con proporciones similares de alrededor de
15% con relacion al total nacional de emigrantes no indigenas.

En la figura 28 se puede apreciar la migracién neta absoluta (inmigrantes menos
emigrantes), expresada como proporcion de la poblacion residente al momento del censo en

el Departamento respectivo.
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Migracion neta de toda la vida por Departamento
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Fig. 28 Migracion neta absoluta por Departamento por cada 1000 habitantes residentes

Como se aprecia en el grafico, los Departamentos de Chuquisaca, La Paz, Oruro
Potosi y Beni presentan valores de migracion neta absoluta negativos, tanto para la poblacion
indigena como para la no indigena, es decir que existe un mayor numero de personas que
emigran que las que inmigran, por lo tanto, se trata de Departamentos con mayor nimero de
emigrantes.

En el caso especifico de Potosi y de la poblacion no indigena, se observa una
migracion neta negativa de 743 personas por cada mil residentes en dicho Departamento en
el momento del censo.

Asimismo, los Departamentos con migracion neta positiva de poblacion indigena en
orden de importancia son Tarija con 422 personas por cada mil, Pando con 385 personas y
Santa Cruz con 336 personas por mil habitantes residentes. En lo que respecta a la poblacion
no indigena con saldo positivo, el nimero de migrantes absolutos es bastante reducido,

destacandose unicamente Santa Cruz con 125 personas por cada mil residentes.
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Residencia Lugar de nacimiento
Chuquisaca LaPaz Cochabamba Oruro Potosi Tarija Santa Cruz Beni Pando Total
Chuquisaca 327806 3261 3218 2851 30297 1348 5057 262 15 374115
La Paz 6085 1795272 15980 29148 30188 1768 5440 4196 303 1888380
Cochabamba 11578 47019 959202 45979 72715 1269 11158 3256 116 1152292
Oruro 743 16686 8767 258979 17075 289 1110 104 15 303768
Potosi 4915 4978 4887 7307 598190 1103 2644 134 26 624184
Tarija 11980 5224 2933 3087 18031 34118 2856 194 6 78429
Santa Cruz 57414 46855 88413 22478 57655 5269 491300 17344 247 786975
Beni 494 8471 3401 1177 2128 123 2806 93049 690 112339
Pando 133 1587 471 319 306 51 128 1081 2833 6909
Total 421148 1929353 1087272 371325 826585 45338 522499 119620 4251 5327391

Tabla 6 Valores absolutos de migracion de toda la vida en poblaciéon indigena segtin lugar de nacimiento. Censo
Nacional 2001

En la tabla 6 se aprecia que de 421.148 personas que nacieron en Chuquisaca 327.806
permanecen en el Departamento, el resto emigro principalmente a Santa Cruz; para el caso de
Oruro se observa que del total de poblacion que nacio en este Departamento, mas del 10% se
desplazo preferentemente hacia Cochabamba; en Potosi de 826.585 personas que nacieron
alli, tan s6lo permanecen 598.190, lo que representa aproximadamente el 70%, el resto
emigré principalmente a los Departamentos de Cochabamba, Santa Cruz, Chuquisaca y La
Paz; finalmente en el Beni se desplazo 22% de la poblacidén que nacid en este Departamento.

Con respecto a la inmigracidn total absoluta de esta misma poblacion, en el cuadro se
pueden apreciar que los Departamentos donde mayormente se concentran son Pando, Tarija
y Santa Cruz, con el 59%, 56% y 37% respectivamente. Es decir, que de 6.909 personas
categorizadas como poblacion indigena que residen habitualmente en Pando, 4.076 (59%)
son inmigrantes provenientes de otros Departamentos y 2.833 nacieron alli.

Finalmente, se desprende de la tabla que el principal flujo migratorio lo encontramos
en Cochabamba, como Departamento de nacimiento, y Santa Cruz, como Departamento de
destino (algo mas de 88.000 migrantes indigenas); en segundo lugar se tiene la corriente
Potosi — Cochabamba (73.000) y en tercer lugar Potosi — Santa Cruz (58.000 migrantes

indigenas).
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1.6.3.2 Migracion neta reciente

En el caso de la migracion neta reciente, se compara la poblacion de 5 o més afios que
declar6 tener residencia habitual en el pais con la que residia hace 5 afios en el pais antes de
la fecha del Censo y que ademas vive en hogares particulares, considerandose los migrantes
aquellos que cambiaron de residencia en aquel tiempo. En este sentido, se tiene un universo
de poblacion algo menor a la de la poblacion migrante de toda la vida, especificamente se
tiene un total de 391.750 migrantes del afio 1996 al 2001, lo cual representa el 5,6% del total
de la poblacion considerada.

Se ha hecho una separacion de la poblacion en indigena y no indigena y por tanto se
tiene que el porcentaje arriba mencionado estd conformado por 3,7% de poblacion indigena y
2% de poblacién no indigena.

En la tabla siguiente se muestra la distribucidon de poblacion migrante reciente, donde
los principales Departamentos receptores de poblacion indigena son en orden de importancia

Santa Cruz, Cochabamba y La Paz.

Indigenas No indigenas
Departamentos Inmigrantes Emigrantes Inmigrantes Emigrantes
Total % Total % Total % Total %

Chuquisaca 18482 7.3 26358 10,4 8692 6,3 15006 10,9
La Paz 31326 12,3 49853 19,6 15454 11,3 25635 18,7
Cochabamba 62382 24,5 51428 20,2 22512 16,4 18854 13,7
Oruro 16905 6,6 27780 10,9 5445 4,0 9317 6,8
Potosi 15174 6,0 51787 20,3 4234 3.1 10777 7.9
Tarija 14025 5,5 7168 2.8 13810 10,1 10467 7,6
Santa Cruz 86203 339 27852 10,9 50688 37,0 23090 16,8
Beni 8251 3,2 11502 4,5 11023 8,0 21492 15,7
Pando 1837 0,7 857 0,3 5307 39 2527 1,8
Total 254585 100,0  254585"  100,0  137165"  100,0 137165 100,0

Tabla 6b Poblacién migrante reciente (1996-2001) por condicion étnica y Departamento. Censo Nacional 2001

Al mismo tiempo estos dos ultimos generadores de poblacion emigrante junto con
Potosi, cada uno de ellos presenta proporciones de alrededor del 20% del total nacional de
poblacion indigena emigrante; en cuanto a la poblacion no indigena se observa que el
Departamento por excelencia receptor es Santa Cruz con una proporcion de casi el 37% del
total nacional, sin embargo es también un Departamento con mayor poblacion emigrante
junto con La Paz y Beni.

Las tasas de migracion neta del grafico muestran la importancia relativa en cuanto al

aporte que hace la migracion en el cambio poblacional del Departamento.
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Migracion neta reciente por Departamento (1996-2001)
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Fig. 29 Migracion neta reciente por Departamento por cada 1000 habitantes residentes

En el caso de la migracidon reciente y con la poblacidon especificada como tal, se
observa en la figura 29 que los Departamentos de Potosi, Oruro y Beni, tanto para la
poblacién indigena como para la no indigena, presentan la mayor intensidad en cuanto a tasas
de migracidon neta negativas del periodo 1996-2001. En el caso especifico de Potosi y la
poblacion indigena, muestra una tasa de migracion neta negativa de 68 por cada mil personas
de 5 o mas afios de edad y que residen habitualmente en aquel lugar; en tanto que para la
poblacion no indigena este mismo dato muestra un valor de 103 personas por cada mil.
Asimismo, los Departamentos con mayores tasas de migracién neta positiva de poblacion
indigena son, en orden de importancia: Pando con 163 personas por cada mil, Tarija con 100
personas y Santa Cruz con 86 personas por cada mil habitantes de 5 o mas afios de edad y
que residen habitualmente en aquellos lugares (se aclara que las diferencias en términos
absolutos y relativos son grandes, ya que por ejemplo Pando tiene en términos absolutos una

poblacidn bastante reducida en comparacion al resto de los otros Departamentos y mucho
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mas con respecto a la poblacidn indigena). En cuanto a la poblacion no indigena se aprecia
un patrén similar pero con una intensidad menor.
Para conocer los destinos de la poblacién emigrante, se presenta en el cuadro, la

matriz migratoria de la poblacién indigena, por Departamento, para el periodo 1996-2001.

Residencia Lugar de residencia hace 5 afios
Chuquisaca LaPaz Cochabamba Oruro Potosi Tarija Santa Cruz Beni Pando| Total
Chuquisaca 298219 1664 1735 784 9562 987 3576 158 16| 316701
La Paz 1398 1622688 8120 6240 4634 1243 6263 3101 3271654014
Cochabamba 3139 17172 927618 12194 17553 1010 9475 1719  120{ 990000
Oruro 423 5611 4210 249967 4531 351 1617 143 19| 266872
Potosi 2232 2563 4016 2886 520042 933 2386 148 10| 535216
Tarija 3829 1864 1306 755 4281 54129 1849 137 4| 68154
Santa Cruz 15081 17232 30413 4612 10662 2507 587557 5597 99| 673760
Beni 191 3087 1367 228 455 103 2558 87144  262| 95395
Pando 65 660 261 81 109 34 128 499 4156 5993
Total 324577 1672541 979046 277747 571829 61297 615409 98646 5013|4606105

Tabla 7 Valores absolutos de migracion segun el lugar de residencia en los lltimos 5 afios en poblacion indigena
segun lugar de nacimiento. Censo Nacional 2001

Los flujos migratorios de la poblacidon indigena sefialan que los Departamentos de
mayor emigracion son, en orden de importancia: Potosi, Cochabamba y La Paz, de hecho
entre los tres emigran mas de 153.000 personas, lo cual significa casi el 60% del total de
poblacién total emigrante. Asimismo, si se considera la poblacion propia de cada
Departamento, el que mas recibe la poblaciéon emigrante es Pando (en términos relativos
aparece como el mas importante en cuanto a recepcion, pero en términos absolutos tienen la
poblacion indigena mas escasa de todo el pais), alcanzando hasta un 30% de la poblacion

indigena, le siguen Tarija y Santa Cruz.

1.6.4 Tasas globales de fecundidad

Bolivia se encuentra en una etapa relativamente temprana de su transicion
demografica ya que comenz6 de forma tardia la declinacion de su fecundidad. Aunque los
resultados del ultimo censo confirman la tendencia descendente de la fecundidad, aun se
mantiene un nivel relativamente alto (tasa global de fecundidad de 4,3 hijos por mujer).

Esta situacion, como en otros paises de América del Sur, parece ser debida a que
amplios sectores de la poblacion carecen de informacion y acceso a los medios para controlar

sus nacimientos y lograr una buena atencion en salud y planificacion, por otro lado, detras de
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estos factores, existen razones culturales como cambios en la estructura productiva, aumento
del nivel de educacion, cambio del rol de la mujer en la sociedad, etc.

Un estudio realizado recientemente a partir del Censo 2001 muestra la existencia de
fuertes desigualdades entre areas geograficas y grupos sociales (INE, 2003). Como
ilustracidn, la fecundidad de la poblacion rural es de 6,2 hijos por mujer, mientras que el
promedio urbano es de 3,6. Si se considera la informacion por Departamentos, se encuentra
que los valores mas altos corresponden a la poblacién rural de Beni, Pando y Potosi que es
del orden de 7 hijos por mujer, y los mas bajos estan en la zona urbana de casi todos los
departamentos con tasas entre 3,3 y 4,1 hijos, salvo en Beni donde es de 4,7.

El estudio mencionado muestra variaciones alin mayores: las mujeres sin instruccion
tienen una tasa global de fecundidad de 6,7 hijos, mientras que quienes tienen 13 y mas afios
de estudio tienen una tasa inferior a 2 (una diferencia de casi 5 hijos). Si se considera el
idioma hablado, la poblacidon que s6lo habla Quechua, segin el Censo, tendria 7,5 hijos por
mujer y la que sélo habla castellano 3,7. Para el caso de la poblacion seglin condicion étnico-
lingtiistica, los resultados de los indicadores son los siguientes.

La poblacién indigena, tiene una fecundidad de 4,8 hijos por mujer, mientras que la
no indigena tiene una de 3,7 hijos. La tasa global de fecundidad indigena influye de forma
importante en el nivel del pais, 4,4 debido a que representa el 66% en la poblacion nacional
de 15 afios y mas.

Mientras que la tasa global de fecundidad indigena se aproxima al valor mas alto
observado en América Latina, la tasa de la poblacidon no indigena, aunque menor, todavia es
relativamente alta, 3,7 aproximadamente un hijo mas que el promedio latinoamericano.

Aunque los censos anteriores no incluyeron la pregunta sobre auto pertenencia a
algiin pueblo indigena u originario, es posible tener una aproximacion de la tendencia de la
fecundidad indigena, ya que si se investigd la lengua hablada. De esta manera puede
establecerse, que al igual que en la poblacion nacional, también se observa una tendencia
decreciente en la tasa global de la fecundidad de los que declararon hablar solo alguna lengua
indigena. Asi, en el censo de 1976 la tasa era de 6,9 hijos por mujer, en el de 1992 era de 5,3
y en el ultimo del afio 2001, dio una tasa de 5 hijos por mujer.

Al considerar las subcategorias étnico-lingiiisticas, se observa que la poblacién
indigena plena tiene, segun el Censo 2001, una tasa global de fecundidad de 5,7 hijos por
mujer, la misma de hace 20 afios en el pais. Esta poblacién, como se indica en secciones

anteriores se refiere al 55% del total de los indigenas mayores de 15 afios.
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En resumen, la situacion de fecundidad alta de la poblacién indigena se debe, en
parte, a que cerca de la mitad de ella radica en el area rural, estando por lo tanto mas alejada
de la informacidn y los servicios de atencion en materia de planificacion familiar. Asimismo,
ello se ve potenciado por las barreras lingiiisticas y culturales que dificultan el acceso de la
poblacion indigena a los programas y el conocimiento de los métodos anticonceptivos

modernos.
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Fig. 30 Tasa global de fecundidad segtin condicién étnica y Departamento
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Fig. 31 Tasa global de fecundidad segun condicion étnica y Departamento en area urbana
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Fig. 32 Tasa global de fecundidad segtin condicién étnica y Departamento en area rural
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Segun los Departamentos, el comportamiento de la fecundidad es muy variado.

Potosi, Pando, Beni y Chuquisaca tienen la tasa global de fecundidad mas alta,
superior a 5 hijos por mujer. En estos cuatro Departamentos la fecundidad indigena se
mantiene por encima de los 5 hijos, mientras en Potosi y Chuquisaca existen importantes
diferencias entre la poblacion indigena y la no indigena, en Pando y Beni practicamente no se
observan diferencias, correspondiendo tasas elevadas en ambas poblaciones. Incluso, en
Pando la fecundidad no indigena supera levemente a la de los nativos.

Los otros cinco Departamentos (Cochabamba, Santa Cruz, Oruro, La Paz y Tarija)
tienen sus tasas entre 3,9 y 4,4 hijos por mujer, correspondiendo la mas baja a Tarija y la mas
alta a Cochabamba, que se ubica en el promedio nacional. La fecundidad indigena de estos
Departamentos es siempre superior a la no indigena, aunque en menor grado en Tarija y
Santa Cruz. En este grupo de Departamentos la tasa global de la poblacion indigena varia
entre 4,3 y 4,8 y la no indigena entre 2,7 y 3,9 hijos por mujer.

Llama la atenciéon que en estos dos grupos, conformados segin los niveles de
fecundidad, no se observa una homogeneidad en los tradicionales estratos ecoldgicos del
pais. Ambos grupos contienen Departamentos que estan en zonas altas y bajas del pais,

integrados por culturas indigenas y estructuras productivas diversas.

1.6.5 Fecundidad segun edad de 1a madre

Generalmente, el aporte de la fecundidad por edad de la madre se estudia a través del
comportamiento de las tasas de fecundidad por grupos quinquenales de edades, las que
resultan del cociente de los nacimientos de mujeres de cada grupo respecto a la poblacion
correspondiente a esas edades.

La curva de las tasas de fecundidad por edades de las poblaciones indigenas de
Bolivia, presentadas en la figura 33, tiene un comportamiento tipico de los paises

latinoamericanos con alta fecundidad y que han comenzado un descenso de la fecundidad.
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Fig. 33 Tasa de fecundidad por grupos de edad en la poblacién indigena.

Se puede observar que sistemdticamente las tasas de fecundidad de los pueblos
originarios son mas elevadas en todas las edades. Las diferencias segin la condicién étnica
persisten tanto en el medio urbano como en el rural, pero también son muy notorias las
diferencias por area de residencia, independientemente de esa condicion.

Ademas, las curvas de las tasas presentan ya un maximo en el grupo 20 - 24, aunque
levemente superior al grupo 25 - 29 afios, y todavia una alta fecundidad en edades superiores
a los 30 afios y en las adolescentes. De esta manera, la reproduccion se concentra
principalmente en las edades centrales, entre 20 y 35 afios y levemente se ha rejuvenecido la
edad media de las tasas de fecundidad,

Se espera que la continuaciéon del descenso de la fecundidad siga afectando
primordialmente las tasas de mujeres de mas edad, dado que las mujeres que limitan sus
nacimientos en los paises de la region, generalmente lo hacen luego de tener el nimero
deseado de hijos. Eso marcaria una diferencia con paises desarrollados en que las parejas
postergan su nacimiento para edades superiores o espacian sus nacimientos y, en general,

presentan una fecundidad mas tardia.

53



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

1.7 Recogida de muestras

La recogida de muestras fue uno de los apartados mas complejos del trabajo de
campo, ya que se tuvo que buscar “a priori” un protocolo que permitiera la recoleccion de las
mismas bajo criterios que a la vez fueran efectivos pero ante todo éticos, evitando las visitas
reldmpago en las que los cientificos llegan al asentamiento y marchan del mismo sin dejar
rastro. Las muestras fueron recogidas en las campafias (1992, 1994 y 1995) de Julio a
Septiembre.

Se considero, que se tendrian que solventar dos pasos imprescindibles: el primero fue
contactar con las diversas organizaciones indigenas que con mayor o menor peso, juegan un
papel centralizador de la cultura, divulgacion y defensa de los intereses de las étnias Chimane
y Mosetén. Estas autoridades locales a veces dependen o estan influenciadas por compaiiias
religiosas que tienen una presencia y un arraigo relativo en las distintas comunidades.

El segundo paso fue pedir el consentimiento a los miembros de las comunidades para
la obtencion de muestras, explicamos lo mas claro posible tanto el Proyecto como el proceso
a seguir en cada asentamiento que aceptaba participar, ésto se conseguia después de reunir a
toda la comunidad en la posta sanitaria o escuela al atardecer cuando ya habian terminado su
jornada laboral, estas reuniones se alargaban unas cuantas horas en las que se dialogaba sobre
multitud de aspectos de la comunidad. En alguna ocasion, como en las comunidades de
Féatima de Chimanes y “Lugar de Victoriano* se requiri6 la ayuda de un interprete porque en
la comunidad no habia nadie que hablase espafiol.

En las reuniones se intentaba explicar de forma lo més entendedora posible cual era el
motivo de nuestra visita y cuales nuestros objetivos. Cabe decir que en diversas ocasiones se
hizo coincidir nuestras visitas a las comunidades con visitas sanitarias llevadas a cabo por
médicos del Departamento del Beni, Programas de Planificacion familiar organizados por
personal sanitario, en colaboracidon con el Programa Nacional de control de la leishmaniosis
muco-cutanea auspiciado por la OMS en el que participaba la Dra. Greet Diltiens y con
campafias de prevencion y tratamiento de enfermedades provocadas por parasitos
intestinales.

Las muestras fueron recogidas en distintas localidades de las provincias de Yacuma,

Moxos, La Paz, Ballivian y Sur Yungas.
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Asentamiento

Provincia

Yucumo

Carmen del Maniqui

Ballivian

Patacamaya

La Paz

San Juan de Cuverene

Bermeo

San José Cavitu

San Pastor

Chontal

Aguas Negras

Villa Esperanza

Puerto San Borja

San Ignacio

Moxos

Santa Ana de Mosetenes

Palos Blancos

Fatima de Chimanes

Sur Yungas

Santa Rosa del Apere

Carmen Aperecito

Santa Rita

Montegrande

Puerto Moseruna

Totaizal

Mercedes del Apere

Yacuma

Tabla 8. Asentamientos donde se recogieron las muestras.
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La etnicidad de los individuos fue asignada sobre la base de la auto identificacion que
¢éstos hacian de si mismos como pertenecientes a una etnia concreta. Sélo fueron estudiados
los individuos no emparentados, las relaciones de parentesco fueron determinadas “in situ” a
través de una encuesta demografica donde se tenia en cuenta si hablaban o no la lengua de la
etnia.

Las muestras recogidas fueron de dos tipos:

1.7.1 Muestras de cabello

El cabello es una formacion queratinizante derivada de la epidermis. Estd formado
por un extremo libre y por una raiz que termina en un ensanchamiento llamado bulbo
implantado en la dermis. La estructura intima del pelo estd formada por tres capas
concéntricas:

- La cuticula es una envoltura formada por un numero variable de capas de células
dependiendo del grosor del pelo.

- La corteza estd formada por células corticales que contienen macro fibrillas de
queratina y granulos de melanina. Esta capa constituye la mayor parte del cabello y
contribuye a establecer las propiedades mecanicas de éste.

- La médula representa la parte central y puede ser continua, discontinua o inexistente.
Est4 formada por una trama de queratina esponjosa en la que se sustentan laminillas

de material amorfo que llenan los espacios vacios.

Cuticula

Corteza

Papila dérmica Cadena alfa-helix
Glandula sebacea
Microfibrillas
Masculo
Macrofibrillas
Médula

Papila Médula

Cuticula

Fig. 34 Esquema de las partes del cabello humano.
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Los cabellos son estructuras que muestran diferente composicion segun la zona que
estudiemos. Se trata de un tejido vivo que se va queratinizando a medida que crece. La parte
mas alejada del cuero cabelludo estd formada por células que tienen ocupado su citoplasma
totalmente por una proteina estructural llamada queratina que da la forma al cabello. Por
tanto, en esta zona distal, las células carecen de nucleo y de ADN. Sin embargo, en la zona
proximal (bulbo o raiz), el pelo presenta células nucleadas totalmente activas que contienen
ADN. Es imprescindible que los cabellos utilizados para cualquier estudio de ADN presenten
bulbo. Pero no todos los cabellos con bulbo son susceptibles de analisis de ADN nuclear, por
lo que es necesario realizar una seleccion previa a la analitica molecular, simplemente
visualizandolos al microscopio.

Dentro del conjunto de cabellos que tengan bulbo existen algunos que son mejores
que otros para los estudios de ADN. Los cabellos que aun se encuentran en fase de
crecimiento presentan bulbo activo rico en c€lulas y por ello son iddneos para los estudios de
ADN. Los cabellos caducos no presentan tal actividad y por ello no se obtienen resultados
positivos en la analitica. Se pueden diferenciar tres fases en la vida de un cabello o pelo: la
anagénica (fase de crecimiento y elevada actividad celular), la catagénica (fase de madurez
con moderada actividad celular) y la telogénica (fase terminal sin actividad celular).

Los cabellos idoneos para el analisis de ADN son los anagénicos, seguidos de los
catagénicos. Como norma general, los telogénicos se desechan si se pretende realizar un
estudio de ADN nuclear, pero no si el estudio es de ADN mitocondrial.

Para cada individuo estudiado se obtuvieron dos bulbos pilosos extraidos “in situ” y
guardados en tubos eppedendorf esterilizados que tras su etiquetacidon fueron reservados de la

luz y la humedad hasta su posterior analisis.

1.7.2 Muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas en colaboracion con el Programa Nacional
de control de la leishmaniosis muco-cutanea promovido por la OMS.

Los componentes celulares mayoritarios en el tejido sanguineo son los eritrocitos
(también llamados globulos rojos o hematies) y los leucocitos (globulos blancos). Los
primeros son células maduras especializadas en el transporte de oxigeno por medio de la
hemoglobina. Su citoplasma esta ocupado totalmente por esta proteina de transporte y por
ello son células que han perdido el nucleo y los organulos celulares, al no presentar nticleo no

contienen ADN. Sin embargo, la sangre resulta ser una adecuada fuente de ADN por
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encontrarse en ella, aunque en menor nimero, otras células nucleadas, los leucocitos. De este
tipo celular es de donde se extrae el ADN de las muestras de sangre. La cantidad estimada de
ADN en sangre completa es de 30-60 pgr/mL (Kobilinsky, 1992).

La sangre guardada en mancha sobre papel de filtro se conserva mejor que en su
estado liquido cuando no hay posibilidad de refrigerarla, como era en nuestro caso. Una
unica gota de sangre sobre gasa o papel de filtro es suficiente. A partir de 10 pl de sangre
completa, que en buen estado puede contener unas 7000-8000 glébulos blancos por pl, se
pueden aislar aproximadamente 500 ngr de ADN, aunque siempre depende de la eficacia de
la extraccidn.

Se utilizaron 5 ml de sangre total en papel de filtro de 5 milimetros (Rubilabor 5893
blue ribbon) guardada en tubos falcon de 15 ml previamente esterilizados y que una vez
etiquetados fueron reservados de luz y humedad hasta su andlisis en laboratorio.

Una vez en el laboratorio, ambos tipos de muestra: cabello y sangre se conservaron a
—20° C hasta el momento de la extraccién del ADN.

El estudio de asignacion de haplogrupos del ADN mitochondrial (ADNmt) se realizo
con una muestra de 126 individuos: 33 Aymara, 32 Quechua, 41 Chimane y 20 Mosetén.

Para el estudio de secuenciacion de la regién hypervariable I (HVRI) se han
analizaron 46 muestras (ver tabla 9) 16 muestras pertenecen a la poblacion Quechua, 10 a la

poblacion Aymard, 10 a la poblaciéon Chimane y 10 a la Mosetén.
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Ayma 249 Bo . . . < C » .
Aymam 255 . . . < [~ = ”
Chimane 130 T 5 a [ [~ p 5 5 .
Chimane i%3 . - . < < . - - .
Aymarna 250 - - . < (= - - - .
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Aymara 248 ___Bc . . » € < ' A
Quechus 530 __Dt W . Ilc [ 3
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Quwchun 532 . T . C [~
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Quechua 536 . 1. < C
Quechua 537 Du . T C C
Quechus 542 . T < <
Quechua 544 . T C C .
Quechus 4G . T C (= .
Quuchua S49 . - - Ticl.lC .
Quechua 53 _Bw . ¥ .. €. .. C .
Quechud By . N Yicil .. < T
Quechud S43_By . LCITIC .
MAPLOGROUP C
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HAPLOGROUP D
Aymam 268 DD . T . . T < . <
Quechua 531 oo T G C a o K T . < c
Ouechus 535 T G = T.lT T =
Other haplogroups
Chimane 150 Ob T <

Tabla 9 Posiciones nucleotidicas variables de la region HVRI del ADN mitocondrial en las secuencias

estudiadas de las poblaciones Aymara, Quechua, Chimane y Mosetén.

En el estudio de microsatélites (STR) y minisatélites (VNTR) del ADN nuclear se

analizaron un total de 386 muestras (ver tabla 10)

Chimane 28 27 26 26 28
Mosetén 9 10 4 3 11
Quechua 108 108 58 55 113
Aymara 120 129 49 48 137

Total 265 274 137 132 289

vWA THO1 TPOX CSFIPO TOTAL

Tabla 10. Numero de individuos estudiados para los distintos STRs
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1.8 La Mitocondria

La mitocondria es un organulo celular de aproximadamente 1um de diametro, se
halla en el citoplasma celular de las células procariotas y eucariotas que utilizan como fuente
de energia el oxigeno. El numero de mitocondrias por célula varia entre 200 y 1700
dependiendo del tipo de tejido (Bogenhagen et al. 1980; Robin y Wong 1988). La forma y
longitud pueden variar en funcidn de la actividad de la célula y de la funcion del tejido.

La ultraestructura de las mitocondria, observable a microscopio electronico revela la
existencia de una doble membrana con un espacio intermenbranoso, la membrana mas
externa es lisa y con una composicion muy similar a la membrana plasmatica y al resto de las
membranas de los organulos celulares. La membrana interna, en cambio, presenta una serie
de crestas y estd compuesta por tres grupos de proteinas, las encargadas del transporte a
través de membrana, las directamente implicadas en la cadena respiratoria, y el complejo
enzimatico ATP sintetasa. La membrana interna envuelve la matriz o contenido mitocondrial

con numerosas moléculas idnicas, enzimas, ARN, ADN y ribosomas.

Fig. 35 Ultraestructura de la mitocondria.

La cientifica Lynn Margulis propuso a finales de los afios 80 que algunos organulos
como las mitocondrias, los cloroplastos y las estructuras vibratiles de las células tendrian un
origen bacteriano, estas bacterias, segun ella, fueron incorporadas a una célula procariota
ameboide hace mas de mil millones de afios y actuaron como complejos simbiontes. Estas
bacterias, con el tiempo perdieron la capacidad de funcionar independientemente, de crecer y
duplicarse, de hecho, la mayor parte de las proteinas funcionales de las mitocondrias estan
codificadas por el ADN del nucleo celular. Margulis basé su hipotesis en la presencia de un
cromosoma en el interior de la mitocondria que le da un cierto grado de autonomia e

independencia.
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Las mitocondrias contienen entre dos y diez moléculas de ADN y una sola célula
somatica puede contener alrededor de 1000 mitocondrias (Budowle et al. 2003), esto implica
que el numero de moléculas de ADN mitocondrial en una célula somatica puede llegar a ser
de mas de 100 000 (Michaels et al. 1982; Piko y Matsumoto 1976). Ademas la mitocondria
tiene un coédigo genético distinto al del nicleo celular y por tanto es indescifrable por el
sistema celular (Wallace 1982). Algunas de estas modificaciones son por ejemplo que los
tripletes AGA y AUU en lugar de codificar el aminoacido arginina son codones “stop” o de
parada, UGA codifica el aminoacido triptofano en lugar de ser un codon “stop”. AUA
codifica la metionina en lugar de la isoleucina y AUU, AUA, AUG se leen como un codén
de iniciacidon (Anderson et al. 1981; Montoya et al. 1981).

En los humanos el genoma mitocondrial es circular de doble cadena y sin proteinas
asociadas. Est4 constituido por 16569 pares de nucleotidos que conforman 37 genes, de estos
genes, 13 codifican algunas subunidades esenciales de los enzimas responsables de la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) que generan la energia de las mitocondria.: 2 genes
codifican RNA ribosomico (12S y 16S rrna) ¥ 22 genes que codifican el RNA de
transferencia (trna) necesarios para la sintesis de proteinas mitocondriales.

En 1981 Anderson y otros colaboradores describieron la secuencia completa del
ADN mitocondrial y la organizacion de los genes del genoma mitocondrial humano. La
secuencia estandar fue publicada como Cambridge Reference Sequense (CRS). EI ADN
mitocondrial esta constituido por dos cadenas, la cadena pesada H (Heavy Strand), rica en
guanina y la cadena ligera L (Light Strand), rica en citosina.

El ADN mitocondrial se divide en dos regiones, la region codificante y la regién no
codificante o regién de control (CR). La numeracién de la secuencia estandar de referencia
(CRS) fue establecida por Anderson y sus colaboradores a la cual se establecieron
modificaciones posteriores (Andrews et al. 1999). La region de control esta comprendida
entre la posicion 16024 y la posicion 16569 siguiendo desde la posicion 1 hasta la posicion

576. La region codificante va desde esta posicion hasta la 16024.
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1.9 Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se ha utilizado una resina especifica: CHELEX™ 100
(Walsh et al. 1991).

La resina quelante CHELEX™ 100 no contiene disolventes organicos y ha
demostrado ser un método rapido, simple y tan eficiente para la extraccion de ADN como la
extraccion con el método de la proteinasa K / fenol-cloroformo. Cuando se utiliza este
método en el caso de la extraccion de sangre en papel de filtro, aparecen menos inhibidores

de la reaccion en cadena de la polimerasa.

1.10 La reaccion en cadena de la polimerasa

La mayor parte de los protocolos que se siguen en el estudio de ADN consisten en
extraer el material genético y posteriormente someterlo a una amplificacion mediante la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR es un método “in vitro”
para la sintesis enzimatica de secuencias especificas de ADN de cualquier origen (virus,
bacterias, plantas, hongos o animales) y se basa en la amplificacién exponencial de una
secuencia de ADN conocida (Mullis et al., 1986; Mullis y Faloona, 1987).

La reaccion, es especialmente ttil por su alta especificidad, su facil automatizacion, y
por su capacidad amplificadora o copiadora de pequefias cantidades de muestra. Por todo
esto, la técnica ha tenido un gran impacto en campos como la medicina clinica y forense, en
el diagndstico de enfermedades genéticas y en la biologia evolutiva. Ademads, esta técnica ha
permitido introducir el estudio de los marcadores de ADN, los cuales presentan un contenido
polimdrfico mucho mayor que el asociado a los polimorfismos de marcadores proteicos que
se solian utilizar en los estudios anteriores.

Se pueden estudiar un gran numero de marcadores hipervariables incluso en una
unica reaccion. Las bases tedricas de la PCR no son complicadas. El fragmento de ADN a
amplificar esta delimitado por dos fragmentos cortos de ADN o cebadores "primers" que se
sintetizan quimicamente. Estos cebadores son complementarios con las secuencias de bases
que flanquean el fragmento a estudiar. Los cebadores inician en el tubo de ensayo una
amplificacion que se contintia en ciclos sucesivos. En cada ciclo se duplica el niimero de

copias de la secuencia deseada, respecto al ciclo anterior.
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Cada ciclo comienza con la separacion de las dos cadenas de ADN molde. Posteriormente los
dos cebadores se sitian en sus respectivas secuencias diana complementarias, una de cada
cadena.

Una enzima, la ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa) que no se altera a
elevadas temperaturas, agrega bases en los extremos de los cebadores, alargando las dobles
hélices que el cebador habia iniciado (Saiki et al. 1985). Como cada cadena produce una
nueva hélice doble, se duplica en cada ciclo la secuencia de ADN deseada.

El primer ciclo de sintesis produce nuevas cadenas hijas de longitud indeterminada,
las cuales, a su vez, son capaces de hibridar con los “primers”. En el segundo ciclo de
sintesis, estas cadenas hijas sirven como nuevos moldes y, en este caso, los fragmentos
resultantes ya no tendran una longitud indefinida, sino que su tamafio estara delimitado por
los “primers” de la reaccion. Las nuevas cadenas hijas formadas servirdn de molde para
sucesivos ciclos de sintesis.

La evolucion de la técnica ha permitido hacer la reaccidn cada vez mas sencilla y
eficaz. Se realiza de forma automatica en un termociclador, un aparato compacto que consta
de un bloque térmico cuya temperatura va variando segun el plan de datos introducido por el
usuario y en cuyo interior se depositan las muestras. El aparato esta provisto de un termostato
que produce oscilaciones constantes y ciclicas de la temperatura muy rapidas. Esta
automatizacion ha permitido mejorar mucho el rendimiento y la reproducibilidad de los

experimentos. Cada ciclo transcurre con los siguientes cambios (ver Fig. 36)

1. Fase de desnaturalizacion a 90°C-95°C: se produce la separacion
(desnaturalizacidn) de las hebras de nuestro ADN molde también llamado "template”.
La temperatura a la cual se alcanza dicha desnaturalizacion depende de la
composicion de bases de la doble hélice, siendo necesarias temperaturas mas
elevadas cuanto mayor niimero de pares de bases del tipo G-C contenga la molécula
(Ruano et al. 1992). Esto se debe al hecho de que la Guanina y la Citosina se unen
mediante tres puentes de hidrégeno mientras que la Adenina y la Timina lo hacen
mediante dos por lo que resulta légico pensar que costard mas separar pares G-C que
pares A-T y por ello seran necesarias mayores temperaturas en el primer caso.

2. Fase de apareamiento o hibridacién ("annealing") de 40 a 60°C: se colocan los
cebadores o “primers” en las zonas complementarias de la hebra molde. Sin este

apareamiento inicial de los cebadores la polimerasa no puede comenzar a trabajar. La
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temperatura a la que transcurre el "annealing" es especifica de la secuencia y longitud
del cebador y se determina experimentalmente, aunque existen algunos métodos que
pueden ayudarnos a la eleccion de la temperatura de annealing antes de realizar el
experimento. La eleccion de la temperatura en este paso es un pardmetro critico pues
si es demasiado alta no se producird anillamiento y no habrd amplificacion y si es
demasiado baja se incrementara el anillamiento inespecifico y apareceran productos
no deseados (si el extremo 3’ de un primer se anilla en cualquier lugar del molde,
aunque el resto del “primer” no se anille especificamente, el oligo serd elongado).

Fase de elongacion o extension a 70-75°C: con los cebadores apareados, la
polimerasa comienza a sintetizar la hebra complementaria mediante la adicion al
extremo 3'OH de desoxinucledtidos libres disponibles en la mezcla de reaccion
(dATP, dTTP, dCTP y dGTP), de tal forma que el crecimiento de la nueva hebra se
realiza en sentido 5 — 3’. El orden o secuencia de los nucleétidos de la hebra “hija”
viene determinada por el orden de la hebra “madre”, basdndose en las reglas de
complementariedad (Adeninas siempre apareadas con Timinas y Citosinas con
Guaninas). La temperatura mas comunmente usada es 72°C pues esta temperatura se
encuentra cerca de la temperatura Optima de actuacion de la Taq polimerasa (75°C),
pero la elongacion suele comenzar ya durante el anillamiento, pues a 55°C la Taq es

parcialmente activa.

90-95°C Desnaturalizacion

70-75°C Elongacion

Temperatura

40-60°C Hibridacion

Tiempo

Fig. 36 Grafico que representa las variaciones de temperatura de cada ciclo PCR.
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Cada una de estas fases requiere un tiempo minimo para ser efectiva. Este tiempo
minimo se determina de manera empirica y es conveniente no alargarlo para evitar el riesgo
de envejecimiento de la enzima. Suele oscilar entre 30 segundos y varios minutos segin la

fase en la cual nos encontremos.

* Fase de desnaturalizacion: Se aconseja un tiempo de 30-60 segundos a 94°C, este
tiempo suele ser suficiente para obtener buenos productos para la PCR. Si
prolongamos el tiempo de desnaturalizacién, aumentaremos el tiempo al cual la
enzima estd sometida a elevadas temperaturas y por ello se incrementara el porcentaje
de moléculas de Taq que pierden su actividad. De cualquier manera, el tiempo de
desnaturalizacidon debe incrementarse si el ADN molde tiene un contenido elevado de
pares GC.

* Fase de hibridacion o apareamiento: para la mayoria de las reacciones PCR es
suficiente un tiempo de 30-60 segundos en esta fase.

* Fase de elongacion: El tiempo de incubacion para la elongacion varia segin la
longitud del fragmento que queramos amplificar pues la actividad de la Taq
polimerasa a temperatura Optima suele ser de 2000 nucleoétidos incorporados por
minuto; el tiempo de extension en la reaccion, por tanto, se puede calcular de acuerdo
con la actividad de la enzima (desde unos 20 segundos para fragmentos de menos de
500 pares de bases, 40 segundos para unos 1200 pares de bases, hasta varios minutos

para fragmentos de varias Kilobases).
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Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

Desnaturalizacion del ADN
Desnaturalizacion del ADN
longacion de los primers

W= Desnaturalizacién del ADN
Elongacién de los primers
=== Hibridacién de los primers

pe  Hibridacion de los primers
mmr=== Hibridacion de los primers

R

Fig. 37 Desarrollo de un ciclo de PCR.

|
|

EESSSSSSSSSS===== F|ongacién de los primers
|

Lo mismo ocurre con el numero de ciclos de PCR, se determina de manera empirica
y oscila entre 20 y 35. Si interesa obtener una mayor cantidad de producto amplificado se
puede aumentar este parametro, pero se tiene que tener en cuenta que dicho aumento ird en
detrimento de la calidad, es decir, apareceran mas errores en las nuevas moléculas debido al
empobrecimiento de la reaccion.

Antes del comienzo de los ciclos es conveniente realizar un paso unico de
desnaturalizaciéon largo (5 minutos a 93-96°C) para asegurar que el ADN molde se
desnaturaliza totalmente aunque sea muy largo. Y al final de los ciclos se suele afiadir un
paso unico de elongacién largo (5-15 minutos a 72°C) para que se termine la formacién de
los productos PCR generados durante la reaccion. Si bien, algunos autores no recomiendan
esta estrategia, pues describen, basandose en su experiencia para un gran niumero de loci, que
estos dos pasos adicionales no modifican los resultados de la reaccion PCR. Por tanto, para
realizar este tipo de reacciones se necesita:

un ADN de partida que es el que vamos a copiar (ADN molde) procedente de las

muestras a analizar. En nuestro caso se trata de ADN humano.
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Los “primers” cuya funcion es sefialar la zona concreta a multiplicar y aportar un
extremo 3’-OH libre para que la polimerasa pueda empezar a actuar. En general se
recomienda que el tamafio de los oligos se encuentre entre 20 y 30 nucledtidos. Una mayor
longitud ayudard a obtener una mayor especificidad. Su concentracion recomendada oscila
entre 0,1 y 0,5 uM. Una concentracion demasiado elevada puede producir inespecificidad en
el alineamiento mientras que si hay escasez puede producirse el agotamiento antes del fin de
la reaccidn, perdiendo asi rendimiento.

Nucledtidos (ANTPs) que formardn las nuevas cadenas de ADN y que siempre se
afiadiran a la reaccion manteniendo la misma concentracidn final de cada uno de ellos para
evitar errores en el proceso de copia del ADN molde. La cantidad de dNTPs a utilizar en la
reaccion dependerd de la longitud del fragmento a amplificar y se suelen afiadir en exceso
pero, como veremos, los dNTPs reducen el Cl,Mg libre y por ello no debe incrementarse
demasiado su concentracion final. La concentracion final de cada dNTP para el buen
funcionamiento de la Taq polimerasa suele ser de 200 uM, a una concentracion de Cl,Mg de
1.5 mM.

En un volumen total de reaccién de 25 pL, tedricamente estos nucledtidos permiten la
sintesis de aproximadamente 6-6.5 ng de ADN, cantidad suficiente para reacciones de un
solo locus (“singleplex”) o de varios loci a la vez (“multiplex”).

La enzima ADN polimerasa, en este caso termoestable, que lleve a cabo todo el
proceso. Se utiliza la ADN polimerasa aislada de la bacteria termdfila Thermus aquaticus (de
ahi el nombre de Taq polimerasa) la utilizacion de la polimerasa de dicha bacteria supuso un
enorme avance respecto a técnicas anteriores que utilizaban polimerasa extraidas de otros
microorganismos ya que se evita el proceso de tener que estar pendiente continuamente del
proceso PCR (Saiki et al. 1988). La Taq polimerasa es estable a elevadas temperaturas y
permite incrementar las temperaturas de alineamiento de los cebadores con el ADN, lo cual
mejora de forma significativa la astringencia de la reaccidn y, en definitiva, la especificidad
de los productos.

La enzima consta de una sola cadena polipeptidica de 95 kDa, es muy activa en su
funcién polimerasa 5° — 3’ y carece de actividad exonucleasa 3° — 5’. Existe actualmente
una modificacion de esta enzima, la Ampli-Taq Gold ADN polimerasa, que se comercializa
de forma inactiva. Un paso inicial en la PCR de 9-12 minutos a 94-95°C (“Hot Start PCR”)

produce su activacién disminuyendo asi la formacion de productos inespecificos. La cantidad
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de enzima recomendada habitualmente es de 1-2 Unidades para un volumen de reaccion de
25 uL

El Mg es un factor indispensable en las reacciones PCR porque acttia como cofactor
de la enzima Taq polimerasa. Se suele afiadir a la mezcla de reaccion en forma de CLLMg y
forma complejos solubles con los ANTPs para producir el sustrato real que la enzima
reconoce. La concentracion Optima varia entre 0,5 mM hasta 5 mM y la concentracion real
libre en la reaccion depende de la concentracion de compuestos capaces de unirse al Cl,Mg,
como los dNTPs, el pirofosfato libre y el EDTA.

Tubos especiales capaces de transmitir los cambios de temperatura a la muestra con la
misma rapidez y cuyas paredes son mas finas de lo normal. Se ha de tener en cuenta ademas
que el calentamiento de la muestra a altas temperaturas induce a su evaporacion, por lo que
es conveniente afiadir una capa de aceite mineral en la parte superior, aunque actualmente
existen termocicladores que ya incorporan una cubierta caliente en el bloque que impide la
acumulacion de la solucién en la parte superior del tubo.

El resultado es la amplificacion de un producto génico un niimero determinado de
veces. Como los productos sintetizados en un ciclo pueden servir como molde en el
siguiente, el nimero de copias de ADN se dobla en cada ciclo. Asi pues, después de 20
ciclos, la PCR rinde 220 copias (ver Fig. 38). Para amplificaciones que no presentan “a
priori” problemas se recomiendan 28-30 ciclos, pero este numero se puede aumentar si el

rendimiento de la PCR es bajo debido por ejemplo a la escasa cantidad de ADN molde.
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Resumiendo, la técnica descrita es extraordinariamente sensible, es posible
tedricamente generar miles de millones de copias a partir de una molécula de ADN. Una o
muy pocas moléculas de ADN intactas que sobrevivan en un tejido pueden amplificarse por
PCR.

La elevada sensibilidad de la PCR puede ser a veces un inconveniente. Cualquier
fragmento de ADN exdgeno a la muestra que caiga en el experimento serd amplificado si
lleva secuencias que puedan ser reconocidas por los primers, con lo que se pueden obtener
falsos positivos (Kwok y Higuchi, 1989). Existen varias fuentes potenciales de
contaminacion:

* Contaminaciéon con ADN humano procedente del ambiente de trabajo.

* Contaminaciéon mediante ADN de origen bacteriano o fingico procedente
incluso de la propia muestra a analizar, que si bien no se espera que anille con
los cebadores por tratarse de ADN no humano, si puede interferir en la
reaccion disminuyendo el rendimiento de la misma.

* Contaminacién cruzada de unas muestras a otras durante la preparacion de las
mismas. Este hecho es habitual cuando se procesa un gran nimero de
muestras a la vez por la gran atencion que se requiere durante un tiempo mas
0 menos largo.

La fuente de contaminacion mas peligrosa es la que se conoce como "carry-over" de
productos de amplificaciéon y ocurre cuando un ADN ya amplificado contamina a una
muestra que todavia no ha sido amplificada. El producto PCR contaminante sirve como
molde ideal para amplificaciones posteriores y obtendremos asi resultados erréneos. Este tipo
de contaminacién puede suceder bien de forma directa, o bien indirecta como con aerosoles
de una punta de pipeta sin filtro por ejemplo.

Todos estos problemas han obligado a establecer procedimientos que aseguren una

buena calidad en el analisis de las muestras entre los que podemos destacar:

* Separacion fisica en el laboratorio del area de extraccion del ADN y preparacion de la
reaccion PCR y el area de manipulacidn del producto amplificado.

* Uso de guantes desechables cambiandolos frecuentemente.

* Uso de reactivos de buena calidad libres de nucleasas y autoclavados, siendo
recomendable que cada operario mantenga su propio material de PCR de forma que

resulte mas facil controlar las contaminaciones.

69



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

* Cerrar siempre los tubos que contiene la muestra, los reactivos y las cajas que
contienen las puntas de pipeta mientras no se estén usando.

* Uso de puntas con filtro desechables estériles utilizando una punta para cada muestra.

* Centrifugar los tubos brevemente antes de abrirlos para evitar la dispersion de
pequefias gotitas de la muestra en el area de trabajo.

* No procesar un elevado numero de muestras a la vez ni durante la extracciéon ni
durante la amplificacion.

* Incluir muestras control en cada amplificacion de forma que podamos detectar la

presencia de cualquier contaminante.

1.11 E1 ADN mitocondrial

El genoma mitocondrial es circular, de doble cadena, semi-autbnomo, no presenta
proteinas asociadas y codifica para 38 genes, de los cuales. E1 ADNmt contiene informacion

de 38 genes: 2rRNA (12S y 16S), 22tRNA y 13 genes estructurales, los cuales codifican

diferentes subunidades de los complejos enzimaticos del sistema de fosforilacion oxidativa:

* 3 subunidades de la citocromo c-oxidasa (COI, II y III) (Complejo IV)

* Una subunidad de la citocromo b (cyt b) 6xido-reductasa (complejo III)

e 7 subunidades (ND-1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6) del complejo NADH deshidrogenasa
(Complejo I)

* 2 subunidades (6 y 8) del complejo ATP sintetasa (Complejo V).

El ADNmt presenta un codigo genético diferente al del genoma nuclear pues no
puede ser transcrito ni traducido por elementos nucleares. Anderson y colaboradores
describieron la secuencia completa y la organizacion de los genes del genoma mitocondrial
humano en el 1981. La secuencia publicada es la secuencia de referencia estandar (CRS).

La region mayor no codificante, conocida como region de control, D-Loop o Region
hiper variable (HVR), ocupa 1122 pares de bases y se sitia entre el gen que codifica para el
RNA de transferencia de la prolina y el de la fenilalanina. En la regién control donde se
origina la replicacion de la cadena H se localizan los promotores para la transcripcion de las

dos hebras (PL y PH), dos lugares de union de factores de transcripcion (Tfam), tres bloques
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de secuencias conservados asociados con el inicio de la replicacion (CSBI, II y III) y las
secuencias asociadas a la terminacién de cadenas (TAS) (Coskun et al. 2003; Foran et al
1988). La Region Control destaca por su elevada tasa de mutacion, aproximadamente 10
veces mayor que en las regiones codificantes (Vigilant et al. 1991) y por su elevada
variabilidad intrapoblacional. Esta variabilidad se concentra en tres regiones o segmentos
hipervariables: HVSI (posiciones 16024-16365), HVSII (posiciones 73-340) y HVSIII
(posiciones 438-574) (Lutz et al. 1998; Vigilant et al. 1991). La més polimorfica es la HVSI,
por lo que ha sido muy empleada por la Antropologia, la Genética y la Medicina Forense.

El ADN mitocondrial estd formado por dos cadenas, la cadena pesada H (Heavy
strand) rica en guanina, y la cadena ligera L (Light strand) rica en citosina. En el genoma
mitocondrial, (de 16.569 pares de bases) se diferencian dos regiones: la region codificante y
la no codificante o region de control (CR). La numeracidon de la secuencia estandar se
establecid arbitrariamente empezando alrededor de la mitad de la region control, en el origen
de replicacién de la cadena pesada, de tal manera que la region control se expande desde la
posicidon 16024 hasta la posicion 16569, y sigue desde la posicion 1 hasta la 576.

La region no codificante representa el 90% del genoma mitocondrial y contiene 37
genes de los cuales 28 son codificados por la cadena pesada (H) y 9 por la cadena ligera (L).
Todas las secuencias codificantes son continuas a lo largo del genoma mitocondrial y no
existen intrones. Consta de 1.121 pares de bases, la region de control (CR), o D-loop
(desplazamiento del bucle) nombre que deriva de la estructura de bucle visible en el
microscopio electronico que se forma durante la replicacion del ADNmt. La region de
control contiene el origen de replicacion OH y las secuencias asociadas con la finalizacion
del desplazamiento del bucle en la replicacion. También contiene las secuencias de control de
la transcripcion y los promotores de ésta (Pn y PL). Dentro de la region de control existen
porciones altamente variables entre individuos y selectivamente neutras. Fueron definidas
como segmento hipervariable I (HVS-]) y segmento hipervariable II (HVS-II).

La secuencia completa del ADNmt humano, perteneciente a un individuo de origen
europeo, se publicd por primera vez en 1981 (Anderson et al. 1981). Desde entonces se
emplea como la “secuencia consenso” (CRS o Cambridge Reference Sequence) con la que se
comparan las diferencias encontradas en otros tipos mitocondriales. Un reanalisis reciente de
la secuencia ha revelado la existencia de 4 errores y de 7 polimorfismos poco comunes en la

publicacion original, ninguno de ellos en la HVSI (Andrews et al. 1999).
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Oy y O : origenes de replicacion de las cadenas H y L respectivamente.
LSP: promotor de la cadena L.

HSP: promotor de la cadena H.

Fig. 39 Organizacion genoémica del ADN mitocondrial humano. (Arroyo et al, 2010)

1.11.1 E1 ADNmt como herramienta genética

El genoma mitocondrial representa una minuscula parte del genoma nuclear humano,
pero su contribucién a la reconstruccion del pasado filogenético humano es enorme. El
ADNmt es una herramienta muy potente en estudios de evoluciéon humana por presentar

herencia materna y una tasa de mutacion elevada.
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1.11.2 Herencia materna

El ADNmt se transmite a los descendientes inicamente por via materna debido, en
gran parte, a la diferencia numérica. El ovocito maduro contiene aproximadamente unas
100.000 moléculas de ADNmt, mientras que el espermatozoide contiene s6lo entre 100 y
1500. Por otra parte, el poco ADNmt (la mayoria se encuentran en el cuello del
espermatozoide que no llega a entrar en el ovocito durante la fecundacidn) es eliminado en
un estadio precoz de la embriogénesis. Por ello no hay ADNmt paterno en caso de
fertilizacion in vitro por inyeccidn intracitoplasmatica de esperma. No obstante, la presencia
de ADNmt paterno se ha encontrado en embriones humanos anormales (poliploides)
generados por la misma técnica.

El hecho de presentar una herencia estrictamente materna nos aporta cierta
informacion (Arroyo et al. 2010):

1. El ADNmt es un genoma homogéneo, todas las moléculas de ADNmt en un
individuo son las mismas (homoplasmia), excepto en casos anormales de
heteroplasmia.

2. El ADNmt no recombina, de tal manera que las diferencias entre dos
secuencias mitocondriales representan solo las mutaciones que se han acumulado
desde la separacion con la secuencia ancestral.

3. Todos los individuos que pertenecen a un mismo linaje materno presentan la misma

secuencia.

1.11.3 Tasa de mutacion

La tasa de aparicion de nuevas mutaciones en el ADNmt es de 10 a 17 veces mas
elevada que en el genoma nuclear. Los segmentos hipervariables de la regiéon control
presentan una tasa de mutacion mas elevada que a region codificante. La acumulacion rapida
de polimorfismos en el ADNmt se puede atribuir a algunas caracteristicas Unicas de este
sistema genético (Arroyo et al. 2010):

* La mitocondria no dispone de un sistema eficiente de reparacion de ADN, lo

que permite que se acumulen mas cambios introducidos por error.
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* El ADNmt no estd asociado a proteinas protectoras como las histonas, esta
asociado a la membrana interna donde se generan los radicales libres
altamente mutagénicos.

* Un mecanismo anormal de la mitocondria, como por ejemplo un incremento

del metabolismo oxidativo, puede acelerar la tasa de mutacion.

Ello se ha relacionado con las caracteristicas de este material genético y con el
entorno que lo rodea. El ADNmt no estd protegido por proteinas histonas como el ADN
nuclear y se ve continuamente expuesto a la accion de los radicales libres generados por el
metabolismo oxidativo. Ademads, se ha demostrado que los sistemas genéticos de reparacion
del ADNmt son menos eficientes que los nucleares. Los tres factores bastarian, en principio,
para explicar la elevada tasa de mutacion del ADNmt, pero hay que afiadirles, ademas, la
elevada susceptibilidad de este material genético a los efectos de la deriva genética,
mecanismo mediante el cual las mutaciones que experimenta tienen elevada probabilidad de
fijacion (Wallace 1994).

El célculo de la tasa de mutacion del ADNmt puede realizarse por dos métodos:
contando el nimero de mutaciones acumuladas entre dos o mas especies o poblaciones
relacionadas de las que se conoce la fecha de divergencia; o bien directamente a través del

analisis de pedigrees familiares.

1.11.4 Poliplasmia y Heteroplasmia

Recibe el nombre de poliplasmia el elevado numero de copias de ADNmt que existe
en cada mitocondria y, por extension, en la célula. En el interior de la célula el ADN
mitocondrial se encuentra unido a ciertas proteinas (binding proteins), formando un complejo
denominado nucleoide. Una mitocondria puede contener entre 2 y 10 de esas estructuras, por
lo que el nimero de copias de ADNmt por célula oscila entre 1000 y 10000 (Malyarchuck et
al. 2002, Giles et al. 1980). Tal particularidad hace muy recomendable el estudio de ADNmt
en los casos en los que el material genético de partida sea muy escaso o esté muy degradado,
como acostumbra a suceder cuando se estudian restos antiguos.

Durante un tiempo se cuestiono la transmision exclusivamente matrilineal del
ADNmt. Algunos estudios de herencia del ADNmt en familias son contradictorios a este

respecto. Mientras que Parsons et al. (1998), y Torroni et al. (1998), no hallaron evidencias
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de herencia paterna en ninguno de los descendientes analizados, otros cientificos sefialaron
evidencias de recombinacion entre el ADN mitocondrial de origen materno y paterno
(Schwartz y Vissing 2002; Hagelberg et al. 1999). Algunos sugirieron que la elevada tasa de
homoplasia en el ADNmt podria ser debida a la existencia de recombinacion, més que a la
presencia de “hotspots” o puntos calientes mutacionales. Estos estudios han sido desmentidos
y en algin caso han sido rectificados. De hecho, ni el andlisis de las bases de datos de
ADNmt humano mas extensas (Ingman et al. 2000; Elson et al. 2001) ni la aplicacion de
nuevos métodos para detectar la recombinacién (Worobey 2001), consiguieron identificar
ninglin evento de recombinacion potencial.

El concepto de heteroplasmia es la presencia de tipos diferentes de ADN mitocondrial
en la misma mitocondria, célula o individuo. En contraposicion, se denomina homoplasmia a
la presencia de un tnico tipo de ADNmt.

La heteroplasmia en el ADNmt puede producirse por errores en su replicacion o por
el dafio causado por radicales libres resultantes del metabolismo oxidativo. Entonces afecta a
las moléculas de ADNmt del oocito y puede transmitirse a la descendencia, la cual
habitualmente manifiesta niveles variados de la misma debido a la segregacion aleatoria de
las mitocondrias durante la oogénesis.

En humanos la heteroplasmia del ADNmt suele estar relacionada con enfermedades
mitocondriales y el porcentaje de heteroplasmia suele guardar una relacién directa con la
severidad de la enfermedad en el individuo (penetrancia).
En la region control existe una elevada frecuencia de heteroplasmia asociada a la longitud de
las poli-Citosinas. En la HVSI la mutacion 16189T—C, genera una heteroplasmia de longitud
en el segmento de poli-C entre las posiciones 16184 y 16193, que oscila entre los 8 y los 14
residuos. En la HVSII existen casos, algunos asociados a ciertos haplogrupos europeos. Este
es el caso de la variabilidad asociada a la longitud del primer segmento de poli-Citosinas del
motivo C7-T-Cs (posiciones 00303-00316). En el haplogrupo J se han descrito dos sub-
haplogrupos (Cg-T-Cs y C7-T2-Cs) con heteroplasmia en la longitud del segmento citado. En
algunos portadores del haplogrupo I europeo hay, también, heteroplasmia asociada al tracto
de poli-Citosinas en la misma region, a partir de la posicion 00568. En la region control se ha
descrito, asimismo, variabilidad en el numero de repeticiones de CA a partir de la posicion
00514.

La heteroplasmia en las regiones no codificantes es comun en las células somaticas,

lo que probablemente guarde cierta relacion con el proceso de envejecimiento celular
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(Calloway et al. 2000). Asi mismo, la heteroplasmia en las células germinales ha demostrado
ser mas comun de lo que se afirmaba inicialmente.

La heteroplasmia es el primer nivel de manifestacién del polimorfismo pues si surge
una mutacién en alguna molécula de ADNmt de un oocito, el individuo descendiente
presentard inicialmente una mezcla de moléculas originales y mutantes.

Para que el polimorfismo se establezca es necesario que la mutacion pase a los
descendientes, adquiera un estado homoplasmico a nivel individual y, finalmente, se fije en
la poblacion. La nueva mutacion puede perderse en diversas fases del proceso. Sin embargo,
hay evidencias de que la homoplasmia puede llegar a alcanzarse en una o dos generaciones.
La segregacion aleatoria de las mitocondrias durante la oogénesis no permite explicar la
rapidez de este fenomeno por si sola. Una posibilidad sugerida por algunos autores es que,
durante la oogénesis, se produzca una especie de cuello de botella en el que el niimero de
moléculas de ADNmt se reduzca drasticamente (Hauswirth y Laipis 1982; Ashley et al.
1989). En este caso, el ADNmt de los oocitos maduros y el embrion derivado de los mismos
descenderia de un subconjunto del ADNmt total de la célula progenitora.

Aunque una mutacion llegue a alcanzar el nivel de homoplasmia en una o dos
generaciones, podria no fijarse en la poblacion a causa de la deriva genética. El andlisis de la

variabilidad genética del pasado revela este hecho como evidente (Arroyo-Pardo et al. 2010).

1.11.5 Medida de la diversidad

La variabilidad mitocondrial puede analizarse mediante dos métodos: los indices de
diversidad y la distribucién de las diferencias por parejas.

Los indices de diversidad proporcionan una medida de la cantidad de variacion
gendtica de una poblacion, siendo especialmente utiles para realizar comparaciones
aproximadas entre poblaciones. Los mas utilizados en el estudio de la variabilidad del

ADNmt de las poblaciones actuales son:

1. Numero de posiciones variables (v),
2. Numero de haplotipos diferentes (k),
3. Diversidad genética (o haplotipica) de Nei (H),

4. Diversidad nucleotidica ()
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Otra forma habitual de representar la diversidad del ADN mitocondrial es la
distribucién de las diferencias por parejas, también conocida como “mismatch distribution”
también como mean pairwise differences. Este tipo de representacion es adecuado para
aquellos datos en los que pueden computarse diferencias discretas entre los diferentes alelos,
haplotipos en el caso del ADNmt. Las diferencias pueden ser sustituciones de bases, RFLPs
(Restriction Fragment Length Polimorphism) o nimero de repeticiones de microsatélites.

En el caso de los haplotipos mitocondriales, las secuencias de una muestra

determinada se comparan dos a dos y se calcula el numero de diferencias. Por lo tanto, si

n-(n-1)

existen n secuencias en la muestra sera necesaria la realizacion de de estas

comparaciones. Finalmente se construye un histograma con la frecuencia observada para
cada niimero de diferencias.

Ademas de describir la diversidad de una muestra, estas distribuciones permiten
realizar inferencias acerca de la historia demografica de las poblaciones. Se ha demostrado
que los episodios de crecimiento demografico, de declive o los cuellos de botella sufridos por
una poblacién dejan huellas caracteristicas en la distribucion de las diferencias genéticas por
parejas. En general aquellas poblaciones con una distribucion gaussiana de las diferencias
por parejas del ADNmt han experimentado un periodo de crecimiento demografico rapido a
partir de una o unas pocas variantes. Por el contrario una distribucion asimétrica de las
diferencias por parejas es indicadora de una poblacion cuyo tamaifio ha sido constante durante

largo tiempo (Rogers y Harpending 1992).

1.11.6 El Antepasado Mitocondrial

El primer dato genético que apoyo la teoria del origen africano reciente del hombre y
cuestiond seriamente la Hipotesis Multirregional del origen del hombre moderno fue el ADN
mitocondrial (ADNmt).

El primer trabajo sobre la variacion del genoma mitocondrial en las poblaciones
humanas fue llevado a cabo por Westley Brown (1980) y estd basado en el analisis de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFPLs). Brown estim6é que la
diversidad del ADNmt presente en las poblaciones humanas actuales comenz6 a acumularse

hace 180.000 afios, ya que las variantes detectadas diferian de la secuencia ancestral en un
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0.18 % de las posiciones descritas y que la tasa de sustitucion nucleotidica era de 1 por ciento
por cada millon de afios.

La filogenia de la variacion global del ADNmt fue establecida a partir de estudios
posteriores, también basados en RFLPs de baja resolucion. El arbol obtenido presentaba una
forma en estrella "starlike tree" de un nico haplotipo central comun a todos los individuos
de donde surgen los otros haplotipos, de los cuales algunos son especificos de una poblacion.

El haplogrupo (grupo de secuencias que comparten un mismo patrén de mutaciones)
central o universal corresponde al antepasado comun mas reciente de todos los ADNmt del
mundo, esto sugiere que todas las poblaciones humanas comparten una historia evolutiva
comin desde hace mucho tiempo, y podria haber dado apoyo a la idea que el hombre
anatomicamente moderno aparecid en las diferentes partes del mundo a partir de una
poblacién de antepasados comunes arcaicos.

El ADNmt conoci6é un episodio brillante con un trabajo publicado en 1987 por el
equipo de Alian Wilson, dicho articulo tuvo un gran impacto en el mundo cientifico y
repercutio a nivel popular a raiz del debate sobre el origen del hombre moderno y de la Eva
mitocondrial africana.

Rebeca Cann, Mark Stoneking y Alian Wilson analizaron RFPLs de alta resolucion
de una muestra considerable de individuos africanos, asiaticos, australianos, caucasoides y de
Nueva Guinea para obtener una filogenia del ADNmt mas precisa. Los resultados obtenidos
fueron representados en un arbol de maxima parsimonia. El arbol propuesto por Cann
presentaba dos ramas: la mds profunda presentaba exclusivamente ADNmt africano y la
otra ADNmt de las otras cinco poblaciones del resto del mundo. Los autores concluyeron que
toda la diversidad del ADNmt provenia de una sola mujer que vivio en Africa hace 200.000
afios, con un margen de error que estaba entre 140.000 y 290.000 afios.

Este resultado fue interpretado con la evidencia del origen reciente africano del
hombre moderno. Cann y sus colaboradores nombraron a nuestro antepasado mitocondrial
humano como "La Eva mitocondrial". Fue un nombre muy sensacionalista por la prensa
escrita y televisiva que hizo una amplia difusion de ésta metafora. Pero el nombre de Eva
cre6 mucha confusion y fue malinterpretado, ya que evocaba la falsa imagen del Homo
sapiens sapiens proveniente de una madre unica, la madre de todos, y que no habia habido
ninguna otra mujer antes.

La hipdtesis propuesta por Cann, Stoneking y Wilson en 1987, se basaba en el

principio de la coalescencia. La coalescencia asume la existencia de un origen comun a todos
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los organismos. A partir de esta base, se deduce que toda la variaciéon de un segmento de
ADN, mitocondrial o nuclear, en las generaciones actuales proviene de un antepasado tinico.
El antepasado mitocondrial no era el unico individuo vivo sino que formaba parte de
una poblacion donde el resto de linajes mitocondriales se perdieron en el tiempo. Este
antepasado no corresponde a la primera mujer aparecida de nuestra especie, pero si al punto
de partida de todos los linajes mitocondriales actuales.
Este trabajo fue objeto de multiples criticas:

1. Se estim6 que el niimero de sitios testados por el andlisis de RFLPs no era
suficiente para aportar una informacion genealdgica robusta.

2. El método utilizado para designar la raiz del arbol que consistia en coger el
punto medio de la rama maés larga, no era fiable.

3. Se utilizaron individuos afro-americanos en representacion de nativos
africanos.

4. El arbol presentado en este estudio no era el mas parsimonioso y entre los
mas parsimoniosos algunos no exhibian una clara separacion entre las
poblaciones africanas y el resto de individuos.

5. El error estandar de la estimacion de la divergencia entre los africanos y los
no-africanos era tan grande que el tiempo de divergencia podia ser de hasta

800.000 afios.

Mas tarde, el estudio de Vigilant y colaboradores (1991), confirmaron el origen
africano del ADNmt. Ademas, se utilizaron secuencias de la region de control de chimpancé
para calibrar la tasa de evolucion del ADNmt, apoyando a Cann et al. (1987).

Estudios posteriores, de otros autores, se basaron en la secuenciacion de la region
control de algunos genes del ADNmt con tal de reducir el error de la estima del tiempo de
divergencia entre africanos y no-africanos. Ademas se analizaron secuencias del ADNmt de
tres especimenes fosiles de Neandertal, éste estudio apoy6 el modelo "Out of Afiica", ya que
los datos indicaban una clara divergencia entre ADNmt Neandertal y de humano moderno y

estimo el tiempo de divergencia entre los dos linajes entre 300 y 850 millones de afios.
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1.11.7 La Interpretacion de los Datos Mitocondriales

Existen dos fuentes de error que surgen en el momento de hacer inferencias sobre la
genealogia a partir de secuencias. La primera hace referencia al nimero de posiciones
variables y la segunda al ntimero de loci variables.

En un genoma no recombinante, cuanto mas largo sea el segmento secuenciado, mas
precisa es la estima de la distancia evolutiva entre las dos secuencias y, por tanto, mas
robusta es la genealogia. Los resultados observados cuando se analiza un solo gen (o locus)
pueden ser atribuidos, o bien a la propia naturaleza del locus (mutacidn, seleccion, migracion,
deriva, medida poblacional, etc.), o bien reflejan los fenomenos demograficos de la poblacion
estudiada.

La otra dificultad que hay que tener en cuenta es la tasa de mutacidn de las posiciones
variables estudiadas. En el caso del ADNmt, la tasa de mutacion elevada de la region control
conjuntamente con la variacidon de la tasa de mutacion por cada posicion variable, comporta
la posibilidad de obtener numerosas topologias de arboles igualmente plausibles. Por esta
razén, muchas topologias de arboles pueden ser equivalentes y no existe ningiin fundamento
para decidir cual es la mejor.

El modelo de "Out of Africa" fue defendido principalmente por la raiz africana del
arbol de ADNmt). Pero esté claro que existen miles de arboles posibles, muchos de los cuales
no presentan raiz africana, segun otros autores. Para intentar resolver este dilema se
desarrollaron nuevas herramientas para analizar los datos basados en el genoma mitocondrial.

Una de ellas es el network filogenético que intenta resumir todos los arboles posibles
en un grafico. Watson y colaboradores (1997) aplicaron el método network al ADNmt en
varias poblaciones africanas. Los resultados obtenidos concuerdan y apoyan a la estructura
general del arbol de ADNmt presentado por Vigilant y colaboradores (1991), y también
aportaron informacion complementaria: todos los ADNmt eurasidticos pertenecian a un solo
grupo el origen del cual se encuentra en Africa.

A partir de este argumento se propuso, siguiendo el modelo "Out of Africa", que la
poblacién que sali6 de Africa para formar la poblacion eurasidtica fue
suficientemente pequefia como para eliminar todos los tipos de ADNmt excepto uno durante
un periodo de tiempo. Otros autores sugieren que los antepasados de dos tipos de ADNmt
sobrevivieron al acontecimiento fundador del "Out of Africa". A principios de los afios 90, la

aplicacion del andlisis de restriccion de alta resolucion permitid cubrir del 15 al 20% de la
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secuencia de ADNmt y revelaron posiciones polimoérficas estables y antiguas de la region no
codificante que definen grupos monofiléticos o haplogrupos. Asi pues, la caracterizacion de
los haplogrupos aporta la informacion suficiente para definir las relaciones interpoblacionales
y inferir la historia evolutiva de las poblaciones.

Por otra parte, la mayoria de los analisis de la variabilidad del ADNmt se han llevado
a cabo mediante secuenciacion aplicado al segmento hipervariable I (HVS-I) de la region
control. La técnica de secuenciacion es adecuada para detectar cualquier tipo de mutacioén en
el ADNmt y es mas rapida y sencilla. Aunque la regién control tiene una alta tasa de
mutaciéon y por tanto es una muy buena herramienta para aplicar sobre secuencias
relativamente cercanas y haplogrupos pero podria ser poco resolutiva para construir y
resolver filogenias. En consecuencia, los estudios que combinan un andlisis conjunto de la
region de control (HVS-I) y la regidn codificante (RFPLs de alta resolucion) son decisivos
para concluir con precision haplogrupos y establecer filogenias robustas.

La comparacion de los polimorfismos de secuencias de la region de control con los
polimorfismos de los fragmentos de restriccion analizados de la region codificante, persiguen
dos objetivos:

1. Comprobar que hay una buena concordancia entre los dos tipos de polimorfismos.
2. Distinguir entre mutaciones de la regién de control antiguas y estables en la
genealogia mitocondrial, y por tanto, asociadas a un haplogrupo concreto, de las

mutaciones que puedan ser recurrentes.

Tales estudios tuvieron éxito y suministraron esquemas filogenéticos precisos de las
poblaciones del oeste de Eurasia y de Africa sub-sahariana. Aunque el genoma mitocondrial
fue uno de los primeros genomas en ser secuenciado en su totalidad, es a partir del afio 2000
cuando Ingman y colaboradores analizaron secuencias completas de ADNmt, gracias al
progreso de las técnicas y a la existencia de recursos necesarios. El andlisis de 53 secuencias
completas de ADNmt procedentes de individuos de diferentes regiones del mundo (Africa,
Asia, Europa), que confirmd la raiz africana de la filogenia del ADNmt y las redes
filogenéticas obtenidas anteriormente.

Mas adelante, Finnild et al. (2001), basandose en los estudios anteriores,
proporcionaron numerosos marcadores para distinguir los diferentes haplogrupos europeos y
los diferentes linajes dentro de un mismo haplogrupo. Este trabajo, también, confirmé los

resultados obtenidos por los estudios del andlisis combinado de las regiones codificante y
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control, ya que todas sus secuencias pudieron ser clasificadas dentro de haplogrupos

previamente definidos.

1.11.8 Relaciones filogenéticas mitocondriales

La clasificacion de los haplogrupos mitocondriales seglin las posiciones diagndstico
de la region control no es 100% exacta. En varios trabajos realizados aparecieron
ambigiiedades en la asignacion de haplogrupos a los previamente determinados de acuerdo a
las mutaciones que presentaba (Macaulay et al. 1999). Ello probablemente viene causado por
la retromutacion y por la homoplasia en ciertas posiciones. Un andlisis de maxima
parsimonia de las diferentes filogenias realizadas con las secuencias actuales dio como
resultado una gran cantidad de arboles con diferentes topologias, igualmente parsimoniosos,
siendo la genealogia irresoluble.

El avance en los estudios de secuenciacion de la regidon hipervariable I (HVSI)
reveldo que la tasa de mutacion es diferencial a lo largo del segmento, con posiciones
extremamente variables unas y relativamente constantes otras. Un determinado cambio
nucleotidico puede ser frecuente en una poblacion por dos causas: porque se trate de un
cambio ancestral que ha sido heredado por los descendientes de ese linaje; o porque se haya
producido de manera independiente en una linea no relacionada. Cualquier analisis
filogenético que otorgue el mismo peso a todas las posiciones como el de maxima
parsimonia o de diferencias en parejas de nucleotidos, tendera a agrupar aquellas secuencias
que compartan posiciones, creando grupos polifiléticos. Cualquier interpretacion evolutiva
derivada de estas agrupaciones sera, pues, cuestionable. De manera analoga, si una misma
posicion ha mutado varias veces en la evolucion puede resultar dificil, si no imposible,
determinar el estatus ancestral del haplotipo. La filogenia, en estos casos, deberia separar
variantes estrechamente relacionadas.

Fue necesario, entonces, el desarrollo de nuevas herramientas especificas para el
analisis poblacional de este peculiar material genético. La aproximacion de mayor €xito fue
la Bandelt et al. 1995. Este método de reconstruccion filogenética denominado “Método de
las redes medias” o “Median Networks” permite resumir los arboles mas parsimoniosos de un
grupo de datos en forma de una unica red, e informa, ademas, acerca de la frecuencia de cada

haplotipo observado. En este tipo de reconstruccién se identifican las sustituciones
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homoplésicas y se presentan en forma de puntos reticulares, lo que facilita su interpretacion
evolutiva.

Cuando el namero de haplotipos diferentes es muy elevado, las reticulaciones pueden
aumentar hasta hacer el arbol ininteligible. En este caso se suelen eliminar los haplotipos
menos frecuentes, partiendo de la asuncion que son los que se han generado mas
recientemente (Richards et al, 1998). Otra estrategia vélida consiste en identificar las
posiciones causantes de las reticulaciones y otorgarles un peso bajo, considerando que se
trata de sitios hipermutables. Un método alternativo para la construccion de networks con
pocas reticulaciones es el Median Joining (Bandelt et. al, 1999), que consiste en la

introduccién de los nodos ancestrales mas probables en la red de secuencias observadas.

1.12 E1 ADN del cromosoma Y

El cromosoma Y es un cromosoma acrocéntrico de pequefio tamafio que tiene
aproximadamente 60 Mb (Skaletsky et al. 2003). Consta de 2 tipos de regiones, una region
no recombinante y otra regién pseudoautosémica. La regiéon no recombinante, también
denominada Non-Recombining Region (NRY), Nonrecombining Portion of the Y (NRPY),
ocupa el 95% del cromosoma Y (8 Mb en el brazo corto del cromosoma Y y 14,5 Mb en el
brazo largo). En un principio, y al no tener homologo, en esta region no podria haber
recombinacién durante la meiosis. En dicha regién hay un mosaico de secuencias
heterocromaticas y 3 clases de secuencias eucromaticas:

1. Transposon del cromosoma X (X-transposed)
2. Segmentos degenerados del cromosoma X (X-degenerate)

3. Amplicones (ampliconic) (Skaletsky et al, 2003).

[J Transposéndel X  [] Segmento [ Amplicones [] Heterocromatina [ Region
X-degenerado pseudoautosémica

| Regién no recombinante |

PAR1 2,6Mb Centrémero L, PAR2 0,32 Mb
Yo | I D va
| I - |
Eucromatina~ 30 Mb Heterocromatina~ 30 Mb

Fig.40 Estructura del cromosoma Y, (Arroyo et al, 2010)
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La zona eucromatica con 23 Mb codifica para 27 proteinas diferentes con una media
de 1,2 genes por Mb (Skaletsky et al. 2003; Jobling et al. 2004), lo cual resulta pobre
comparado con los 717 genes en 160 Mb del cromosoma X (4,5 genes/Mb) (Jobling et al.
2004). La zona heterocromatica suele ser variable en longitud, aunque tipicamente contiene
30 Mb (Jobling et al. 2004). Esta region se localiza fundamentalmente en el brazo largo del
cromosoma Y, aunque también presenta un bloque en el centromero de aproximadamente 1
Mb (Venter et al. 2001; Skaletsky et al. 2003) y un pequefio bloque de 400 Kb, que
interrumpe la region eucromatica.

Segun algunos investigadores, como Skaletsky, el nombre correcto para esta region
seria Male-Specific Region (MSY) ya que es una region especifica de los varones y presenta
recombinacion. Asi, segun Skaletsky et al. (2003), la coincidencia nucleotidica
intracromosdmica del 99,9 al 100% en el 30% de la zona eucromatica daria prueba de
fenémenos de recombinacion no reciproca o conversion génica. Ademads, los procesos de
conversion génica dentro del propio cromosoma Y contrarrestarian la degeneracion causada
por la ausencia de recombinacion con otros cromosomas, pasando a ser un mecanismo de
proteccion del propio cromosoma (Rozen et al. 2003).

Flanqueando la region no recombinante se localizan 2 regiones pseudoautosomicas:
PAR I y PAR II, que pueden recombinar con el cromosoma X. PAR I (region
pseudoautosomica I) con 2,6 Mb, que se encuentra en el extremo del brazo corto de los
cromosomas X e Y, y es una region de obligada recombinacioén durante la meiosis masculina
(Jobling et al. 2004). PAR II (region pseudoautosdémica II) con 0,32 Mb, que se encuentra en
el extremo del brazo largo de los cromosomas X e Y, seria una adquisicion evolutivamente
mas reciente, especifica de humanos, y con poca importancia en la segregacion cromosdmica
(Jobling et al. 2004).

En contraste con su escasa dotacion de genes, el cromosoma Y es rico en diferentes
tipos de repeticiones como SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements), retrovirus
endogenos y duplicaciones. Ello provoca una mayor susceptibilidad a reordenamientos por
recombinacién entre homodlogos no alélicos con resultado de inusuales altos niveles de
polimorfismos estructurales entre humanos (Jobling et al. 2004). El cromosoma Y se
caracteriza por presentar una gran proporcion de duplicaciones de segmentos (Skaletsky et al.
2003); variaciones en la longitud de los segmentos de eucromatina y heterocromatina
(Bobrow et al. 1971); inversiones (Verma et al. 1982) y translocaciones neutrales con

cromosomas autosomicos, delecciones (Jobling et al. 2007), etc.
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La eleccion de los polimorfismos del cromosoma Y presentes en NRY en el andlisis
de la estructura genética de las poblaciones humanas se basa fundamentalmente en tres de
estas propiedades: esta presente exclusivamente en varones, localizado en un cromosoma que
no tiene homodlogo y no presenta recombinacion (Jobling et al. 1996). Estas propiedades
tienen como consecuencia que el cromosoma Y se hereda de padres a hijos varones sin
cambios excepto por las mutaciones que gradualmente se van acumulando, y que permiten
estudiar la historia genética de las poblaciones o los individuos.

Desde el descubrimiento del primer polimorfismo de ADN en cromosoma Y en 1985
el nimero y tipo de marcadores se ha incrementado exponencialmente. Los tipos de
polimorfismos que con mas frecuencia se han utilizado son: sustituciones de una base,
duplicaciones o delecciones, inserciones, organizaciones complejas y VNTRS (Variable
Number of Tandem Repeats). Dentro de este grupo de polimorfismos los mas analizados en

la actualidad son los microsatélites y polimorfismos basados en el cambio de una base.

1.12.1 Microsatélites del cromosoma Y

El descubrimiento y empleo de microsatélites de utilidad forense ha ido
paralelamente al uso de esos mismos polimorfismos en el estudio de la filogenia de las
poblaciones humanas. Asi, en 1997 la comunidad forense europea propuso un conjunto de 8
loci estandarizados que permitiera comparar estudios entre si realizados en distintos
laboratorios y que se denomina coloquialmente como “haplotipo minimo”. Por haplotipo se
entiende una combinacién de alelos de diferentes loci. EI mencionado haplotipo minimo
consta de los sistemas DYS19, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393
y DYS385 (de Knijff et al. 1997; Roewer et al. 2001).

Actualmente, la mayor parte los estudios en genética de poblaciones humana,
genética forense, bases de datos y kits comerciales incluyen los sistemas correspondientes al
haplotipo minimo. Posteriormente al haplotipo minimo se han afiadido sistemas como
DYS438 y DY S439, que han originado lo que se conoce como “haplotipo extendido™.

En general, resulta de gran utilidad conocer las tasas de mutacion de los
polimorfismos STRs, ya que este dato permite inferir filogenias y conocer si una poblacion
lleva mucho tiempo divergiendo filogenéticamente. Las tasas de mutacion se han estimado
examinando descendientes de genealogias que estan separados por muchas generaciones, o

bien utilizando lineas celulares, o el andlisis directo de mutaciones en padres e hijos de
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paternidad confirmada (probabilidad 99.9%); o bien recurriendo a técnicas menos habituales
como el andlisis en esperma. Ademds también pueden estimarse a partir del numero de
mutaciones en las ramas de un network de haplotipos de una poblacion o dentro de
haplogrupos definidos por SNPs.

De todos estos trabajos, ha podido deducirse la regla general de que la tasa de
mutacion tiende a mantener un cierto equilibrio en la longitud del polimorfismo. Dicho de
otra manera, los bloques de unidades de repeticion mas largos tienden a contraerse mientras
que los bloques de unidades de repeticion mas cortos tienden a expandirse. Segin ha podido
observarse, a partir de cierto nimero de repeticiones la tasa de contraccion mutacional
incrementa. No obstante, el fendmeno de mutacién no varia con el locus y el tipo de

repeticidn, por lo que las tasas de mutacion alélica son especificas.

1.12.2 Marcadores bialélicos del cromosoma Y

Hasta 1997 solo existian 11 marcadores bialélicos descritos en el cromosoma Y, en
su totalidad facilmente determinables mediante PCR. Debe aclarase que el polimorfismo es
decir, sus dos alelos, podia radicar tanto en el cambio de una base por otra como en la
deleccidn o la insercion de una secuencia.

En 1997 se publicaron 19 nuevos polimorfismos bialélicos identificados mediante la
aplicacion de la técnica de DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography,
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Condiciones Desnaturalizantes) (Underhill et
al. 1997). Este hallazgo posibilitd el aumento exponencial de nuevos SNPs, inserciones y
delecciones (Y-chromosome Consortium, 2002).

La particularidad principal de los SNPs es que sus tasas de mutacion son mucho mas
bajas que las de los STRs (10-8 frente a 10-3 mutaciones por generacidn). Pese a que existen
evidencias de recurrencia, como sucede en SRY-1532, éstas son poco frecuentes.

En el campo de identificacion los SNPs del cromosoma Y son de gran interés debido
al caracter de marcador de linajes del cromosoma Y, y su baja tasa de mutacion. Asi la
informacion conjunta de microsatélites permite no sélo llevar a cabo identificaciones, sino

segun el haplogrupo, poder asignarle un origen geografico.
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1.12.3 Importancia poblacional de los polimorfismos del cromosoma Y

Actualmente, no hay duda sobre la importancia poblacional y filogenética de los
polimorfismos Y-STRs e Y-SNPs. Los Y-STRs presentan una alta variabilidad, tanto
individual como poblacional, y sus caracteristicas les hacen especialmente utiles en el
andlisis de la diversidad genética de las poblaciones humanas dentro de una profundidad
temporal de a lo sumo unos cientos de afios. A este respecto, en la actualidad se dispone de
un gran volumen de datos referentes a muestras procedentes de muchos paises que estan
permitiendo profundizar en el conocimiento de las variaciones genéticas de grupos actuales.

En los tltimos afios, se ha propuesto un arbol filogenético de los haplogrupos binarios
a partir de los 245 Y-SNPs disponibles, descritos en la literatura (YCC 2002). A partir de ese
arbol se ha propuesto un andlisis jerdrquico que selecciona 30 de los 245 Y-SNPs descritos
por el “Y Chromosome Consortium” (YCC, 2002), a fin de determinar los haplogrupos mas
comunes en poblaciones europeas (Brion et al. 2005). Con fecha aun mas reciente, se ha
propuesto un nuevo arbol jerarquico de Y-SNPs que afiade ademas una nueva nomenclatura
en algunos casos (Karafet et al. 2008).

Por todo lo que antecede, existe un acuerdo general sobre la utilidad de los
polimorfismos de cromosoma Y como herramienta para la reconstruccion de la historia

genética de las poblaciones humanas.

1.13 E1 ADN autosomico

Los marcadores genéticos autosdmicos son los localizados en los 22 pares de
cromosomas no sexuales también llamados autosomas. Entre la gran diversidad de
marcadores, consideraremos brevemente los llamados microsatélites, los mas empleados,
junto con los SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms). Entre las ventajas que han
provocado el uso masivo de estos marcadores, sobre todo en Antropologia Forense, pueden
destacarse las siguientes (Arroyo-Pardo et al. 2010):

1. Elevado polimorfismo, causado por altas tasas de mutacion. Respecto a otros
marcadores presentan muchas variantes o alelos.
2. Sencillez de amplificacion y de deteccion . Ordinariamente se amplifican de 15 a 17

marcadores en una sola reaccion de PCR.
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3. Gran capacidad de discriminacion y, por tanto, de gran utilidad en la identificacion
personal cuando se combinan en nimero suficiente.
4. Fécil construccion de bases de datos de referencia.

5. En proporcidn al resultado, bajo coste econémico.

Los sistemas o marcadores genéticos empleados en la mayoria de los laboratorios
han sido consensuados internacionalmente por diversos organismos con competencias en
materia de Antropologia Forense, como la AAFS (dmerican Academy of Forensic Sciences)
o la ISFG (Internacional Society of Forensic Genetics). E1 CODIS (Combined ADN Index
System), desarrollado por el FBI a finales de los 90, incluye 13 sistemas de STRs
tetraméricos, utilizados por la mayoria de laboratorios forenses, sin dbice de que se afiadan
otros marcadores mas. Todos estos sistemas se suelen amplificar mediante kits comerciales
(Promega, Applied Biosystems) en una sola reaccion de PCR o multiplex.

Los perfiles genéticos obtenidos mediante el andlisis simultdneo de un niimero
significativo (10-17) de regiones STRs en los cromosomas autosomicos permiten un elevado
poder de discriminacion individual, alcanzandose indices de identificacion en los que la
frecuencia de aparicion por azar del perfil en la poblacion es tan baja (por encima de 1 en un
billén) que es tedricamente imposible (en una poblacion real de 6.000 millones) la existencia
de un segundo individuo no relacionado genéticamente con el mismo perfil de ADN.

Otra caracteristica de su gran poder de discriminacion de los microsatélites es la alta
posibilidad de localizar regiones con nulo desequilibrio de ligamiento, lo que significa un

patrén de herencia independiente y altos indices de identificacion.

1.13.1 Los STR’s (Short tandem repeats)

Los microsatélites o STR's (Short Tandem Repeats) se caracterizan por la repeticion
en tandem de 2 a 6 pares de bases.
Los STR's se descubrieron a mediados de los afios ochenta y se utilizan en estudios
de genética de poblaciones humanas debido a una serie de caracteristicas:
1. Son marcadores que no estan sujetos a la seleccion natural.
2. Son abundantes en el genoma, presentan una elevada heterozigosidad y por la

tanto son altamente informativos.
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3. Presentan una tasa de mutacién alta que depende sobretodo de la longitud de
la unidad y del numero de repeticiones, de forma que cuantas mas

repeticiones presenta el fragmento mas alta es la tasa de mutacion.

Estas propiedades hacen que los microsatélites sean especialmente ttiles para la
identificacion individual en las ciencias forenses asi como la deteccion de sucesos
demograficos recientes.

Los microsatélites se clasifican segun el nimero de nucledtidos de la unidad bésica de
repeticion, recibiendo el nombre de dinucleotidos, trinucledtidos, tetranucledtidos, etc. Esta
es la clasificacion mas utilizada pero existen otras basadas en la complejidad de la repeticion
(repeticiones imperfectas, perfectas, complejas).

El patron generador de la diversidad o de aparicion de nuevas mutaciones en los
microsatélites mas aceptado por la comunidad cientifica deriva de procesos strand slippage,
propuesto por Di Rienzo et al. (1994). Estos procesos ocurren cuando se produce un mal
apareamiento de la cadena de ADN template con la nueva cadena sintetizada durante el
proceso de replicacion del ADN.

Los marcadores genéticos de tipo microsatélite se han utilizado en muchas disciplinas
de la genética. Por ejemplo, son importantes en medicina legal con el propodsito de la
identificacion individual y para elaborar tests de paternidad (Blouin et al. 1996). Los
microsatélites también se han utilizado en genética humana tanto para estudios de ligamiento
en los cuales se quiere determinar la posicion exacta de genes relacionados con enfermedades
de componente genético (Dib et al. 1996) como para estudios de asociacién con
enfermedades complejas.

Desde de un punto de vista de la genética de poblaciones, los STR's se han utilizado
para la reconstruccién de la historia de las poblaciones humanas y de las relaciones
filogeneticas entre éstas, (Deka et al. 1995, Jorde et al. 1997, Gené et al 1998, 2000, Aida et
al. 2003, Esteban 2005, Corella et al. 2008)

La elevada tasa mutacional de los STR’s puede ser un obstaculo en los estudios de
genética de poblaciones y a la hora de elaborar filogenias ya que no es posible asegurar la
identidad por descendencia de todos los cromosomas que presentan un mismo alelo. Por esta
razon, se trata de caracteres que no estan libres de homoplasia. (al contrario de las inserciones

Alu)
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1.13.2 STR’s utilizados

* HUMTHO1

Denominado también TCI11 (acceso: D00269. GenBank:
(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str THO1.htm): Se trata de un polimorfismo STR
simple con alelos no-consenso del tipo tetranucledtido (Edwars y cols., 1991; Wiegand y
cols., 1993). Esta localizado en el intrén 1 del gen de la enzima tirosin-hidroxilasa humana,
dentro del cromosoma 11 (banda 11p15-p15.5). El nicleo de repeticion es (AATG), y en la
mayoria de las poblaciones caucasoides posee 7 alelos comunes (5, 6, 7, 8, 9, 9.3, 10) aunque
se han descrito otros alelos (3, 8.3, 10.3, 11, 12 y 13.3). Algunos presentan una
microvariacion en longitud (8.3, 9.3, 10.3 y 13.3)

e HUMTPOX

Denominado también hTPO (acceso: M68651. GenBank:
http://www2.ncbi.nlm.gov/cgi_bin/genbank): Se trata de un polimorfismo STR simple del
tipo tetranucledtido (Edwars y cols., 1991; Anker y cols., 1992) que esta localizado en el
intron 10 del gen de la tiro-peroxidasa dentro del cromosoma 2 (banda 2p23-2pter). La
unidad de repeticion es (AATG), y se han descrito nueve alelos que incluyen de 6 a 14

repeticiones.

* HUMCSF1PO

Denominado también CSF (acceso: X14720. GenBank:
http://www2.ncbi.nlm.gov/cgi_bin/genbank): Se trata de otro polimorfismo STR simple con
alelos no-consenso del tipo tetranucledtido (Hammond y Caskey, 1992; Puers y cols., 1993).
Estd localizado en el proto-oncogen c-fms para el gen del receptor CSF-1, dentro del
cromosoma 5 (banda 5q33.3-34). La unidad de repeticion es (AGAT), y se han descrito 11
alelos (6,7, 8,9, 10, 10.3, 11, 12, 13, 14 y 15) (Puers y cols., 1993).

* HUMVWA3I1A

También denominado VvWF 'y VWA3IA (acceso: M25858. GenBank:
http://www2.ncbi.nlm.gov/cgi_bin/genbank): Se trata de un polimorfismo STR compuesto
con alelos no-consenso del tipo tetranucledtido (Kimpton y cols., 1992; Méller y cols., 1994).

Esta localizado en gen del factor von Willebrand, dentro del cromosoma 12 (banda 12p12-
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pter). La unidad de repeticiéon es (TCTA) con inserciones (TCTG) y (TCCA) y presenta 18
alelos algunos de ellos de igual longitud pero diferente secuencia y un alelo con
microvariacion en longitud (11, 12, dos alelos 13, dos alelos 14, dos alelos 15, 15.2, dos

alelos 16, 17, dos alelos 18, 19, 20, 21 y 22).

* D3S1358

Se trata de un STR compuesto con alelos noconsenso del tipo tetranucledtido (Li y cols.,
1993), (acceso: GDB: 196594; The Genome Database: http://gdbwww.gdb.org/): Esta
localizado en el cromosoma 3 (brazo 3p). La estructura de la unidad de repeticion es
(TCTG), (TCTA), y presenta 13 alelos con microvariaciones de longitud (9, 11, 12, 13,14,
15,15.2,16,16.2,17, 18, 19 y 20).

* D8S1179
Esta localizado en el cromosoma 8. La unidad de repeticion es (TATC), y presenta 12
alelos con 8 a 19 repeticiones. (acceso: G08710. GenBank:

http://www2.ncbi.nlm.gov/cgi bin/genbank): Se trata de un polimorfismo STR simple del
tipo tetranucleotido (Sheffield y cols., 1995; Barber y Parkin, 1995).

* HLA DQ-alfa

Gen polimérfico de la region del antigeno del leucocito humano (HLA) del cromosoma

* DI18S51

Se trata de un polimorfismo STR simple del tipo tetranucledtido con alelos no-consenso
(Barber 'y  Parkin, 1995),  (acceso:  X91254 'y  LI18333.  GenBank:
http://www2.ncbi.nlm.gov/cgi_bin/genbank): Se encuentra localizado en el cromosoma 18
(banda 18g21.3). La unidad de repeticion es (AGAA), y presenta 21 alelos, algunos de ellos
con microvariacion de longitud (8, 9, 10, 11, 12, 13, 13.2, 14, 14.2, 15, 15.2, 16, 17, 17.2, 18,
19, 19.2, 20, 21, 22, 23,24, 25,26 y 27)

s YNZ22

También llamado D17S5, es un VNTR muy polimorfico localizado en el cromosoma 17

91



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

e DI19S253
Polimorfismo simple del tipo teranucledtido (Weber et al. 1993) Esta localizado en el
cromosoma 19 (banda 19p13.12) la unidad repetida es GATA y presenta 9 alelos con 7 a 15

repetciones.

1.14 Marcadores genéticos y filogenia humana

La Antropologia Bioldgica, la Paleontologia y la Arqueologia son las disciplinas
cientificas que mas directamente aportan informacion sobre nuestro origen. Si bien el estudio
de los fosiles ha sido la herramienta bdsica en el estudio del pasado humano, la
reconstruccion de este pasado complejo y perlongado en el tiempo, se lleva a cabo desde
hace ya algunos afios con ayuda de otras ciencias.

La Antropologia Molecular ha resultado ser una fuente amplia y ttil de informacion
cientifica, particularmente en la investigacion del ADN. Las secuencias de ADN,
mitocondrial y autosomico contienen polimorfismos que permiten reconstruir, en parte, la
historia de las poblaciones de nuestra especie. Los marcadores genéticos mas utilizados hoy
dia en la reconstruccidon de la filogenia reciente humana son los polimorfismos de ADN
mitocondrial (ADNmt) y los de la region no recombinante del Cromosoma Y (NRY). Los
datos disponibles de este ultimo marcador no autosomico son relativamente escasos. Sin
embargo esta situacion ha cambiado tras la publicacién reciente de los resultados del
consorcio Pan-Asidtico SNP que ha analizado aproximadamente 54,794 SNPs en 1928
individuos de 73 poblaciones asiaticas (Li et al. 2009) y que observa una gran correlacion
entre la genética, la lengua y la geografia en los grupos humanos asiaticos, asi mismo la
publicacién sugiere que las poblaciones del Sudeste asiatico contribuyeron genéticamente en
muchas de las poblaciones que encontramos actualmente en el Este de Asia.

Por otro lado, la variacion ADNmt de 74 individuos de lengua Khoisan (Kung y
Khwe) procedentes de Schmidtsdrift, cerca de Bloemfontein, en Sudafrica apunta a un origen
africano de la Humanidad actual que coincide con otras evidencias, paleontoldgicas,

arqueoldgicas lingiiisticas y genéticas.
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1.14.1 Filogenia del ADN mitocondrial

El estudio de los haplotipos mediante las secuencias de la Region de Control (RC) y
de enzimas de restriccion (RFPLs: Restriction Fragment Length Polimorphism) de alta
resolucion en el resto del ADNmt revelan que mas del 77 % del Kung y Khwe pertenecian a
un macro-haplogrupo 1lamado L (definido por un Hpal ubicado en la posicion nucleotidica
3592), que también estd presente en otras poblaciones subsaharianas. Estudios adicionales de
RFLPS subdividieron el macrohaplogrupo L en dos nuevos subhaplogrupos denominados L1

y L2.

Fig.41 Origen y distribucion geografica y temporal de los distintos haplogrupos de ADN mitocondrial

Estos haplogrupos, también presentes en los Kung y los Khwe, son presentes también
en la poblacién pigmea Biaka. Los datos revelaron que los pigmeos Biaka poseen uno de los
sublinajes de ADNmt determinado por RFLPs mas antiguo de toda la humanidad. Nuevas
comparaciones mostraron que los Kung junto con los Khwe y los mencionados pigmeos se
sitian en la raiz del arbol mitocondrial humano. Segun las secuencias de la region de control
del ADNmt los Kung se asocian a otros pueblos de habla Khoisan mientras que los Khwe
estan vinculados a los de habla Banti. Finalmente, la divergencia de secuencia total de 214
haplotipos hallados permitieron calcular una fecha de diferenciacion, para todo el ADNmt
africano, estimada en 125,500-165,500 afios antes del presente, una fecha que es concordante

con todas las estimaciones anteriores basadas en ADNmt y otros datos genéticos que han
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pretendido establecer una fecha para diferenciacion de los humanos actuales (Chen et al.
2000).

Si nos referimos al estudio de RFLPs mitocondriales, en América, los haplogrupos A,
B, C y D fueron los primeros haplogrupos asiaticos reconocidos entre las poblaciones nativas
de América (Torroni et al. 1992; Torroni et al. 1993). Posteriormente se mostré que los
haplogrupos C y D comparten un antecesor reciente con el haplogrupo M, mientras que A 'y
B colascen con el nodo comun N, de esta manera la variacion del ADN mitocondrial de las
poblaciones actuales pueden clasificarse en dos macro clusters. Los haplogrupos M y N

colascen con el macro haplogrupo africano L3.

B
9bp del
F
16189
CRS 16304
D ) 12406 Hincll A
+7025AU R

+663 Haelll
16362

10394 Ddel

77933 Mbol
Y <8391 Haelll

+13262 Alul

Fig. 42 Haplogrupos de ADN mitocondrial de poblaciones asidticas, una sintesis de Ballinger et al. 1992;
Torroni et al. 1994, Schurr et al. 1999 y Quintana-Murci et al. 1999. Cada haplogrupo estd separado por una
secuencia o un polimorfismo de una enzima de restriccion en las posiciones nucleotidicas mostradas en las
ramas. La variacién en la HVRII no esta incluida. S6lo en caso de transversiones el cambio del nucledtido se
incluye. La polaridad de los lugares RLFP se muestra comparada a CRS. Las etiquetas de los supergrupos

intermedios se muestran en cursiva.
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En 1990, Schurr et al. examinando secuencias de ADNmt de tres poblaciones
Amerindias: Ticuna, Maya y Pima identific6 los cuatro haplogrupos en cada poblacion.

El haplogrupo A fue definido por contener un Haelll en posicion nucleotidica 663.

Este cluster puede ser dividido en dos subclusters dependiendo de la presencia o ausencia de
Haelll en la posicion nucleotidica 16517. Algunas secuencias Na-Dene pero ninguna de las
Amerindias exhibieron una pérdida de un Rsal en posicion 16329, marcando este punto
como un marcador genético especifico para la poblacion Na-Dene.
El claster B fue caracterizado por un Haelll en posicion 16517 y por una deleccion de 9-pb.
Esta deleccion (CCCCCTCTA) ocurria en la region V en una corta region no codificante
ubicada entre los genes para la citocromo ¢ oxidasa subunidad II (COII) y tRNA"™ en
(8272-8280 0 8281-8289) (Wrischnik et al, 1987).

El claster C fue definido por una pérdida de un Hincll en la posicion 13259 y la
ganancia de un 4A/ul en la posicion 13262.

El claster D fue caracterizado por la pérdida de un A/ul en la posicién nucleotidica
5176.

Las evidencias arqueologicas sugieren que los fundadores de las poblaciones nativas
de América migraron desde Siberia a través del estrecho de Bering. Las relaciones entre el
ADNmt de las poblaciones asiaticas de Siberia y las Americanas dio informacién adicional
sobre el tiempo y la dinamica de esas migraciones. Uno de los primeros cientificos en
investigar el parentivo del ADN mitocondrial fue Torroni el cual estudio 400 aborigenes del
norte de Siberia y del este de Rusia (Torroni et al. 1993).

Los tnicos haplogrupos que contenian dichas poblaciones era los A, C y D. El
haplogrupo A representaba el 15,3% del total y todas las poblaciones Siberianas con el
haplogrupo A exhibian el caracteristico Haelll 663 pero sdlo el 3,2% tenian el Haelll 16517.
Con este resultado los autores sugirieron que el haplogrupo A Amerindio s6lo contenia la
posicion Haelll 663. Otro resultado remarcable de este estudio fue que todas las secuencias
Siberianas del haplogrupo A tenian las mutaciones caracteristicas 16290 Cy 16319 A.

Estudios del ADNmt en el este de Asia han aportado mucha informacion acerca la
evolucion del haplogrupo A (Ingman et al. 2000; Kivisild et al 2002; Kong et al. 2003;
Bandelt et al. 2003; Mishmar et al. 2003; Jin et al. 2006). Por ejemplo, todas las mutaciones
caracteristicas del haplogrupo A que distinguieron el Superhaplogrupo N del haplogrupo A,
aparecieron hace unos 50,000 afios: en el caso de la region hypervariable I +/-16111T,

16223T, 16290T, 16319A, 16362C.
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El haplogrupo C (+13262 Alul; HVS-I 16223-16298-16327) estd ampliamente
distribuido en las poblaciones del norte de Asia, la distribucién geografica se extiende desde
Asia central hasta la peninsula de Kamchatka y Japon. La frecuencia de dicho haplogrupo es
muy alta entre las poblaciones Evenk (84.3%) y Yukaghirs (59.3%) (Torroni et al. 1993b) y
muy baja en las poblaciones del sudeste asidtico (grupo R en Ballinger et al. 1992), C es uno
de los cuatro haplogrupos bésicos del ADNmt de las poblaciones nativas de América
(Torroni et al. 1993b). Este haplogrupo se caracteriza porque tiene una transicién en la
posicion 16325 (Forster et al. 1996). La cual, ocasionalmente ha sido descrita en poblaciones
asiaticas (Comas et al. 1998; Horai et al. 1996; Kolman et al. 1996).

El haplogrupo D (-5176 Alul; HVS-1 16223-16362) reveld tambien una fuerte
diferencia de distribucion de la frecuencia entre el sur y el norte en poblaciones del este de
Asia. Similarmente al haplogrupo C estd ampliamente distribuido en Asia central y en las
poblaciones de Siberia pero se encuentra en frecuencias bajas en poblaciones del sudeste
asiatico. En las poblaciones Amerindias, el haplogrupo D es mas frecuente en las poblaciones
sudamerindias.

El haplogrupo B (9-bp deletion between COII and tRNALys, HVS-I 16189) es comun
en poblaciones centrales y del sudeste asiatico alcanzando valores muy altos en poblaciones
de Oceania. (Ballinger et al. 1992; Hertzberg et al. 1989; Lum et al. 1998; Melton et al. 1995;
Redd et al. 1995; Stoneking et al. 1990; Sykes et al. 1995). El haplogrupo B también esta
presente en Nativos americanos (Torroni et al. 1993a; Torroni et al. 1992). El hecho de que
este ausente en poblaciones siberianas hizo que se especulara que la deleccion de 9-pb
pudiese haber llegado a América a través de migraciones posteriores a las de los otros
halplogrupos (Torroni et al. 1994; Torroni et al. 1993; Torroni et al. 1992) desde el Este de
Asia o a través de migraciones provenientes del Pacifico (Cann, 1994). Pero posteriormente
se demostro que el haplogrupo B de poblaciones Amerindias y Polinesias son diferentes
(Bonatto et al. 1996), ademas se ha encontrado dicho haplogrupo en poblaciones siberianas

como los Tuvinians y los Buryats (Derenko et al. 1999).
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1.14.2 Filogenia del cromosoma Y

En el cromosoma Y, por otra parte, un estudio de la variacion de 77 posiciones
bialélicas, localizadas en la parte no-recombinante del cromosoma Y, examinada en 608
varones de 22 poblaciones africanas, mostré una distribucién no uniforme en Africa. El
andlisis de la varianza molecular descubrié un nivel alto de diversidad interpoblacional,
parcialmente asociado con la geografia. En Africa subsahariana la expansién de
determinados haplotipos borrd parcialmente la diversidad preexistente. El andlisis de
correspondencias ha mostrado tres subconjuntos para estos marcadores del Cromosoma Y:
africanos del norte, del Este, y los sub-saharianos. Los Khoisan, los pigmeos asi como

algunas poblaciones del norte del Camertn, se diferencian del resto.

Fig. 43 Origen y distribucion geografica y temporal de los haplogrupos del ADN del cromosoma Y.

El andlisis filogenético-geografico indica que buena parte de los actuales Khoisan
constituyen la base génica del Africa del Este, y que Asia es el origen de una nueva
migracién que regresé a la Africa subsahariana; los cromosomas Y del Haplogrupo IX
distinguen esta migracion de regreso a Africa, cuyas trazas se detectan actualmente en todo el
norte del Camerun (Cruciani et al. 2002).

En resumen, los andlisis de ADNmt muestran que hay dos lineas casi exclusivamente
africanas: los haplogrupos L1 y L2. El haplogrupo L1 es el mas antiguo (130.000 afios) y
contiene la raiz de la filogenia mundial de ADNmt (Forster, 2004). Algunas lineas de este

clado son hoy exclusivas de ciertas regiones geograficas. Asi las lineas L1d y L1k aparecen
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en grupos bosquimanos de Africa del Sur, el clado Llc se localiza en Africa Central y del
Oeste y los clados Lle y L1f en ciertas poblaciones de Africa del Este (Watson et al. 1997).
Los haplogrupos mas ampliamente distribuidos y predominantes en Africa son L2 y L3.
Habrian surgido en Africa, entre hace 80.000 y 60.000 afios, y se expandieron por todo el
continente a las lineas L1 preexistentes. Fuera de Africa los linajes del ADNmt se engloban
en dos grandes super-clusters M y N, derivados del haplogrupo L3, que reunen el resto de
haplogrupos mundiales. Ello ha llevado a muchos autores a hipotetizar que la expansion
desde Africa estuvo formada esencialmente por portadores del haplogrupo L3 los cuales se
habrian diferenciado después en M y N, dentro o fuera del continente africano. Los
haplogrupos M y N se expandieron por toda Europa y Asia diversificindose y dando lugar a
variantes especificas de cada continente. M dio lugar a la mayoria de haplogrupos asiaticos:
C, D,E,G,ZyQ, yN alos europeos y algun asiatico: A, I, W, X, Y, P, B, F, H, U y JT.
Hace aproximadamente 25.000 afios una o varias migraciones llegaron a América, a través
del estrecho de Bering, llevando consigo los haplogrupos A, B, C y D al continente
americano.

El estudio de otro marcador haploide, el Cromosoma Y, ha proporcionado un
panorama muy similar. En la filogenia reconstruida a partir de marcadores binarios de la
porcion no recombinante de este cromosoma se distinguen dos lineas predominantemente
africanas (A y B). El resto de variantes, tanto en Africa como fuera de ella, comparten dos
sustituciones caracteristicas (M168 y P9) que se han relacionado con las lineas que
abandonaron Africa y poblaron Eurasia. Estas lineas se subdividen en tres: C, D, E y F,
siendo el ultimo grupo el mas ampliamente distribuido fuera de Africa (Y chromosome
consortium 2002).

Las fechas para la separacion entre las lineas estrictamente africanas y aquellas
distribuidas por el resto del mundo obtenidas a partir de las filogenias de estos dos
marcadores teniendo en cuenta los intervalos de confianza, son consistentes y permiten situar
dicha separacion hace entre 40.000 y 60.000 afios.

En Asia del Este hay rastro de Homo erectus que se remonta al menos a 1.6 millon de
afios (Chiocon y Bettis 2009). Sin embargo, por lo observado hoy dia, lo mas probables es
que las poblaciones modernas humanas en Asia de Este, y de otras partes del planeta,
desciendan de migraciones de gente moderna de Africa que, hace aproximadamente 50-70

mil afios, ocuparon Asia por rutas del sur o del norte.
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Posteriormente hubo otras migraciones desde Eurasia occidental como las de 12000 y
1000 a.C., respectivamente y por las Ruta de la Seda de hace unos mil afios (Comas et al.
1998; Wells et al. 2001). En sentido oeste-este desde Siberia del sur se ocupd en Europa del
Este hace aproximadamente 12-14 mil afios (Rootsi et al. 2007), asi como una expansion de
Sino-Tibetanos hacia la India del noreste (Cordeaux et al. 2004; Su et al. 2000). La
colonizacion del Nuevo Mundo via Estrecho de Bering se dio, al menos, hace 15 mil afios
(Fagundes et al. 2008); y el poblamiento austronesio comenzd hace unos 6 mil afios desde la
isla de Taiwan por Filipinas y Indonesia, alcanzando el litoral de Melanesia, la Micronesia,
Polinesia, y, en sentido geografico contrario, hasta Madagascar (Melton et al. 1998, Trejaut
et al. 2005; Hurles et al. 2005; Mona et al. 2009).

Existe consenso en aceptar que América es el continente mas recientemente poblado
por el hombre y que la via principal de entrada fue Beringia. Sin embargo, cuando, como y
por donde, son cuestiones vehemente disputadas. En las poblaciones amerindias actuales sélo
se caracterizan por tener casi exclusivamente cinco haplogrupos mitocondriales; A, B, C, Dy
X. Los cuatro primeros haplogrupos son de origen asidtico. Sin embargo, (Fagundes et al.
2008) analizando el modelo diferencial de distribucion de estos linajes asi como la frecuencia
de haplogrupo X, ha propuesto una tinica migracion Pre-Clovis independiente en América.

Fagundes et al. han intentado refutar el modelo de migracién multiple en América
analizando 86 genomas mitocondriales completos asi como la historia demografica que de
ellos se deduce. Segun estos autores, la diferenciacion inicial sucedioé con un cuello de botella
moderado en algunas poblaciones asiaticas que habitaban Beringia durante el Ultimo
Miéximo Glacial (UGM), hace entre ~23,000 y ~19,000 afios. Hacia el final del UGM,
dichas poblaciones, segiin el modelo de coalescencia utilizado, experimentaron un fuerte
crecimiento demografico que comenzo hace ~18,000 y termind hace ~15,000 afios. Estos
resultados apuntan segun los autores hacia la colonizacién Pre-Clovis del Nuevo Mundo, y

a una ocupacion rapida del continente a lo largo de la ruta costera del Pacifico.
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1.15 Tratamiento estadistico

En este apartado describiré los diferentes métodos estadisticos utilizados a partir de
los datos genéticos del ADN mitocondrial (ADNmt), andlisis de STR’s y del cromosoma Y.
Los parametros estadisticos de variabilidad genética intrapoblacional como la diversidad
haplotipica, la nucleotidica, la mediana de pairwise differences se han calculado utilizando

los programas Arlequin version 2000 (Schneider et al. 2000) i Mega 2.1 (Kumar et al. 2001),

1.15.1 Analisis de la varianza molecular (AMOVA)y 6 de Weir

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) permite estimar la diferenciacion
genética dentro de poblaciones, entre poblaciones pertenecientes a un mismo grupo o cluster
y testar hipdtesis de diferenciacion (Excoffier et al. 1992). La significacion de los
componentes de la varianza se obtiene a partir de tests de permutacion no parametricos. El
método es muy generalista en el sentido que se puede aplicar a datos de marcadores
moleculares de distinto tipo, se aplica directamente a frecuencias alélicas, el contenido
genético de los haplotipos, y las secuencias de ADN, es un método muy utilizado en la
literatura cientifica donde se han jerarquizado grupos o clusters bajo criterios lingiiisticos,
historicos o geograficos.

Por otro lado el estadistico 6 de Weir (Weir 1990) tiene una aplicacion parecida a la
AMOVA vy analiza la heterogeneidad genética dentro y entre las agrupaciones realizadas por

el investigador

0=T/IT,
con
2 A A r=1.
’ZI=SA_——_1 pad=-p,)-——-S8,
-1. r—1)(n-nc)|S?
T, Pad=-p,)+ 1+( X )—A
-1 n-1 r
donde

1 n A
S, = mzf’li(m - Pa)’
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para r poblaciones

=1

~.

En una muestra de n; genes de la poblacion i , y para un gen j en una poblacion i la
variable x;=1 si el gen és el alelo a y x;=0 si el gen no és el alelo a. En el caso del estudio de
haplogrupos del ADN mitocondrial, cada haplogrupo se traté como un alelo de manera que
pai és la frecuencia del haplogrupo A en las poblaciones i, pp; és la frecuencia del haplogrupo

B en las poblaciones i y asi sucesivamente.

La 6 global se calcula sumando la 6 estimada para cada uno de los distintos
haplogrupos:

4
27

=l — parael alelou”
27

u=1

global

1.15.2 Analisis de componentes principales (PCA)

El andlisis de componentes principales es un método estadistico aplicable a datos
genéticos que como otros métodos parecidos (biplot, analisis de coordenadas principales o el
analisis multidimensional), consiste en simplificar la complejidad de los datos multivariantes
reduciendo el nimero de dimensiones del espacio en el que se trabaja pero con la minima
pérdida de informacidn. Al disminuir la complejidad inherente a los datos, el método permite
identificar patrones de variacion en €stos que posteriormente podran ser interpretados bajo

criterios de la genética de poblaciones. El citado método se ha aplicado con las frecuencias
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relativas del ADN mitocondrial encontradas en la literatura o derivadas del propio estudio en
las poblaciones del Beni. Los componentes principales no estdn correlacionados y por lo
tanto pueden analizarse por separado. La cantidad de variabilidad explicada por cada
componente principal disminuye a medida que se avanza con los diferentes componentes,
siendo el que acumula la méaxima variacion el primero componente, seguidamente el segundo
componente y asi sucesivamente. Normalmente se trabaja con el primero y segundo
componente. Los valores de componentes principales pueden representarse en mapas
sintéticos donde los principales patrones estan resumidos, dando una idea relativa de que

haplogrupos provocan las principales diferencias entre poblaciones.

1.15.3 Networks filogenéticos

La construccion de netwoks filogenéticos se hace a partir de la variacion en la
secuencia de control del ADNmt y de los datos de los polimorfismos de restriccion de
longitud de fragmentos (RFLPs) mediante el “reduced-median algorithm” (Bandelt et al.
1995). El programa que desarrolla dicho algoritmo es el Network version 4.1.1.2, dicho
programa representa la variabilidad genética de un haplogrupo presente en una o en diversas
poblaciones en una red o diagrama filogenético formado por circulos o nudos conectados por
lineas. Las lineas estan asociadas con las posiciones nucleotidicas donde se ha producido un
cambio. La longitud de las lineas es proporcional al nimero de cambios producidos (Forster
et al. 1996, Hernstadt et al. 2002) Los circulos estdn asociados con un haplotipo concreto y
por lo tanto a un individuo o individuos. A partir de los netwoks filogenéticos se pueden
inferir la edad de un haplogrupo representado (Saillard et al. 2000). El método de datacion se
basa en considerar el nimero de mutaciones acumuladas desde la secuencia ancestral como

una funcién lineal de la tasa de mutacion y del tiempo transcurrido.
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1.15.4 Algoritmo UPGMA

A partir de las matrices de distancias genéticas se han obtenido los dendogramas
utilizando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group method using arithmetic averages)
que es una técnica de agrupacion aglomerativa (Sneath and Sokal, 1973). Consiste en agrupar
dos poblaciones (OTUs que son unidades taxondmicas operativas) cuyas distancias genéticas
son las menores. La nueva distancia entre este par y el resto no agrupado serd, la media
aritmética de las dos que han sido agrupadas antes de la formacion del cluster, respecto del
resto. Este proceso se repite el numero de veces necesario hasta que todas las poblaciones se
agrupen.

La bondad de ajuste entre la matriz de distancias genéticas y la representacion grafica se

mide por los estadisticos:
1. f(Farris, 1972), /=D, - D

fes el sumatorio de las diferencias entre las distancias de entrada y de salida, en valor
absoluto, siendo D, la distancia de entrada de los OTUs iy j, y D’, la distancia de salida de

los mismos.

2. F (Prager and Wilson, 1976) que expresa en porcentaje las diferencias de los valores

de entrada y salida en funcion del total de los valores de entrada.

F =LIOO

S0
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1.15.5 Indices de diversidad

Todos los indices se computaron con el programa Arlequin Ver. 2.000 (Schneider et

al. 2000) con la opcion Standard diversity indices dentro del apartado Diversity indices.
1.15.5.1 Numero y porcentaje de sitios polimorficos

El niimero de sitios variables o polimoérficos (v) se define como el numero de loci
utiles que presentan mas de un alelo por locus (Schneider et al. 2000). En el caso de
secuencias refleja el nimero de posiciones que varian entre el conjunto de secuencias
alineadas. Este indice es claramente dependiente del tamafio de la secuencia estudiada, lo que
puede corregirse dividiendo el niimero de posiciones variables entre el nimero de

nucledtidos de la secuencia (porcentaje de sitios polimorficos).

1.15.5.2 Diversidad haplotipica

Cada variante mitocondrial definida respecto a la secuencia consenso (Anderson et al.
1981) constituye un haplotipo mitocondrial (k). El porcentaje de haplotipos diferentes (% k)
se estimd en relacion con ntimero de individuos de cada poblacion.

La diversidad genética de Nei (Nei, 1987) se define como la probabilidad de que dos
alelos de una muestra escogidos al azar sean diferentes. Cuando se trabaja con secuencias,
cada variante (haplotipo) equivale a un alelo, por lo que puede utilizarse este indice para
evaluar la diversidad haplotipica del conjunto. Este estimador y su varianza asociada se

calculan de la siguiente forma:

n S,
H=(n_1)(1—21p1 ) >

k

008

i=1

V(H) =

2(n-2)

k K 2
> —(Epf )
i=1 i=1

donde n es el numero de copias del gen, & es el nimero de alelos (haplotipos) y pies la

n(n-1)

frecuencia en la muestra del alelo (o haplotipo) i.
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1.15.5.3 Numero medio de diferencias por parejas y diversidad nucleotidica

El nimero medio de diferencias por parejas de secuencias se calcula:

k
= Z Z/Jl.p J.(IU_
donde piy pjson las frecuencias en la muestra de los haplotipos 1y j respectivamente y djj un
estimador del nimero de mutaciones acontecidas desde la divergencia de dichos haplotipos.
La varianza total asociada a este indice, asumiendo neutralidad y ausencia de

recombinacion, es:

V()= 3n(n+1)7 4 2(;12 o 3)"{2
/ 11(n* ~7n+6)

La diversidad nucleotidica es analoga a la diversidad genética de Nei pero al nivel de
nucledtido. Este indice describe la probabilidad de que dos nucleotidos homdlogos escogidos
al azar de entre un conjunto de secuencias sean diferentes. La diversidad nucleotidica puede
calcularse como el nimero medio de diferencias entre parejas de secuencias (m) dividido por
la longitud en pares de bases de la secuencia estudiada (Tajima 1993; Nei 1987). Las
férmulas correspondientes para este estimador y su varianza asociada, asumiendo neutralidad

y ausencia de recombinacidn, son por lo tanto:

k
ZZ p[.p!.d[.;_

=] j<i

n L

Vi

4 An® +n+3) ,
I'( / n ): ’r l {TH + (” ’? )}T’l-
3(n—-1)L 9n(n-—1)

donde piy pj son las frecuencias en la muestra de los haplotipos iy j, di un estimador del
nimero de mutaciones acontecidas desde la divergencia de dichos haplotipos y L la longitud

de la secuencia analizada.

105



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

1.15.6 Distribucion de las diferencias por parejas, Mismatch distribution

La representacion de la distribucion de las diferencias por parejas en un histograma
ademads de resumir la diversidad genética de una poblacion puede reflejar su historia
demografica. Segiin Rogers y Harpending (1992) los episodios de crecimiento o declive de
una poblacion dejan huellas discernibles en la distribucion de las diferencias de nucledtidos

entre pares de individuos.

La distribucion de las diferencias por parejas de los diferentes fragmentos de ADNmt
en los diferentes subconjuntos de poblacion se calculd con el programa Arlequin 2000

(Schneider et al. 2000)

1.15.7 Analisis filogenético interpoblacional

1.15.7.1 Distancias genéticas

A partir de la frecuencia de los haplotipos presentes en las poblaciones y en los
diferentes subconjuntos de poblacion generados se calculd la distancia genética con los
métodos de Reynolds entre pares de poblaciones (Reynolds et al. 1983), con el indice de Nei
(Nei 1972) o con la chord distance de Cavalli-Sforza y Edwards (1967). El método de
Reynolds asume que no existe mutacion y que la deriva genética es el unico factor
responsable del cambio en las frecuencias de los haplotipos. La distancia genética de Nei
(Nei 1972) no asume un tamafio efectivo de poblacion constante e igual para todas las
poblaciones. La chord distance de Cavalli-Sforza y Edwards es un método concordante con
la historia demografica de Sudamérica y no requiere de tamafios poblacionales constantes a
lo largo del tiempo

El célculo de la matriz de distancias entre los pares de poblaciones se realizé con el
programa GENDIST del paquete PHYLIP 3.5¢ (Felsenstein 1993). La matriz de frecuencias
de haplotipos fue calculada con el programa ARLEQUIN a partir de las secuencias en bruto,
con el programa CLUSTAL V (Higgins et al. 1992) que previamente las alineo

correctamente
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1.15.7.2 Reconstruccion filogenética a partir de distancias genéticas

A partir de la matriz de distancias generada con el programa GENDIST del paquete
PHYLIP se construyeron dos arboles sin raiz utilizando los métodos de reconstruccion
filogenética de Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987) y un arbol con raiz utilizando el
método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) (Sneath y
Sokal 1973).

El método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987) se basa en el agrupamiento
sucesivo (clustering) de las diferentes lineas para la construccion del arbol, asignando la
longitud de las ramas a medida que éstas se van uniendo. Este método de reconstruccion no
asume reloj molecular, por lo que los arboles generados con €l no presentan raiz. Para la
construccion de un arbol de este tipo a partir de la matriz de distancias entre las diferentes
poblaciones se empled el programa NEIGHBOR del paquete PHYLIP 3.5¢ (Felsenstein
1993).

En la reconstruccion de UPGMA (Sneath y Sokal 1973) se produce una agrupacion
iterativa de aquellas lineas que presentan una menor distancia entre si. Este método asume la
existencia de reloj molecular y produce un arbol aditivo conocido como arbol ultramétrico,
en el que la distancia entre cada taxén y la raiz es la misma. Este método asume una misma
tasa de evolucion para todos los taxones.

Una vez generados los arboles se visualizaron y editaron con el programa

TREEVIEW (Win32) 1.6.6 (Page 2001).
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1.15.8 Equilibrio Hardy-Weinberg

Se ha verificado el equilibrio Hardy-Weinberg, se considera que en una poblacion, las
frecuencias genotipicas estdn en equilibrio Hardy-Weinberg si se relacionan con las
frecuencias génicas segiin una simple relacion cuadratica de un binomio (loci dialélicos) o de
un polinomio (tres 0 més alelos). Por la prueba estadistica x> es posible valorar si las
diferencias entre las clases genotipicas observadas y esperadas, éstas ultimas calculadas a
partir de las frecuencias génicas observadas por una simple relacion cuadratica, son debidas,
con un cierto grado de verosimilitud, al efecto dela azar (Rohlf'y Sokal 1969: Sokal y Rohfl,
1979)

Lay?, sigue una distribucion continua, en la cual las variables toman sélo valores
positivos, se trata de un grupo de distribuciones en funcion de los grados de libertad, que en
este caso se calculan restando al numero de clases fenotipicas, relativas al marcador
considerado, el nimero de alelos para ese locus. Normalmente se establece un valor del 5%
como limite para considerar la significacion de las diferencias entre las frecuencias
genotipicas observadas de las esperadas, de manera que por encima de este valor se estima
una actuacién importante del azar, mientras que, por debajo del 5%, las diferencias seran
significativas por la posible actuacion de otros factores tales como la deriva genética,

migracion o seleccidon natural.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

Las poblaciones del Piedemonte andino boliviano son potencialmente muy
interesantes en el contexto de la biologia y la evolucién humana dada su ubicacién geografica
a medio camino de la zona andina y la amazdnica y por el contexto de su historia.

El Piedemonte es una ruta natural de paso entre las dos areas que presenta una
historia demografica compleja con llegadas migratorias primitivas, influencias incaicas y
reducciones franciscanas y jesuiticas que influyeron en la dinamica poblacional de los grupos
que alli habitaban y que, en la actualidad, si bien mantienen sus peculiaridades culturales y
lingiiisticas, poseen un reducido efectivo poblacional.

El andlisis genético de las poblaciones humanas ha demostrado ser uno de los
enfoques mas utiles para investigar la estructura, el origen y la dindmica de las poblaciones.

Aunque los estudios genéticos no substituyen la necesidad de efectuar investigaciones
historico-arqueologicas y biodemograficas, los datos genéticos de las poblaciones actuales
dan informacion sobre aquellas caracteristicas que estarian en la poblacién original y que
siguen estando representadas en la poblacion actual. Asi pues, el andlisis genético de las
poblaciones del Piedemonte boliviano se puede utilizar para inferir sobre el origen,
composicion y influencia genética de los primeros grupos humanos que llegaron a la zona.

Por otro lado, los movimientos migratorios mas recientes de otras poblaciones hacen
de la region del Piedemonte una zona excelente para estudiar la diversidad y
microdiferenciacion de las poblaciones humanas en el continente americano.

La presente tesis doctoral tiene como objetivo central describir genéticamente las
poblaciones Aymarda, Quechua, Chimane y Mosetén asentadas en el Oriente Boliviano, el
estudio genético se basa en el andlisis de los haplogrupos del ADN mitocondrial, el estudio
de la secuencia nucleotidica de la region hipervariable I del ADN mitocondrial, los STRs del
cromosoma Y asi como el andlisis de polimorfismos VNTRs. El estudio también pretende
comparar dichas poblaciones con otras del contexto sudamericano tanto las asentadas en la
zona andina como la amazonica. La region es un territorio multiétnico con poblaciones

pertenecientes a los cuatro troncos lingiiisticos de Sudamérica.
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Los objetivos generales de la tesis se detallan a continuacion:

Presentar una perspectiva de la estructura biodemografica del Piedemonte,
teniendo en cuenta el censo indigena elaborado por el Centro de Estudios
Demograficos del gobierno de Bolivia.

Caracterizar genéticamente las poblaciones Aymara, Quechua, Chimane y
Mosetén utilizando los cuatro haplogrupos caracteristicos del ADN
mitocondrial, la secuencia nucleotidica de la region hipervariable I del ADN
mitocondrial, el analisis de polimorfismos VNTRs del ADN nuclear y los
STRs del cromosoma Y.

Conocer el grado de heterogeneidad genética entre las poblaciones de origen
altiplanico (Aymara y Quechua) de las de Piedemonte (Chimane y Mosetén)
Determinar la posible influencia de las poblaciones altiplanicas en la genética
de las poblaciones del Piedemonte.

Completar una vision integradora de los distintos modelos del poblamiento de
la region.

Determinar si las diferencias genéticas entre las poblaciones del Piedemonte
son debidas a barreras geograficas, factores historicos o lingtiisticos.

Ubicar en el contexto sudamericano las poblaciones estudiadas

comparandolas con otras poblaciones andinas y amazonicas.

Estos objetivos se han conseguido con mayor o menor éxito y se han presentado a la

comunidad cientifica mediante la participacion en dos congresos cientificos, uno nacional y

otro internacional, y la publicacion de nueve articulos en revistas internacionales, uno de los

cuales esta en preparacion.

La participacion en los congresos se concreta en:

L.

La presentacion de un pdster y una ponencia en el XI Congreso de la
Sociedad Espafiola de Antropologia Bioldgica realizado Santiago de
Compostela ESPANYA (1998) codigo: 160062 Autores: Corella, A.; Bert,
F.; Pérez-Pérez, A.; Turbon, D. Con el titulo: Diversidad genética de las
poblaciones indigenas del Oriente boliviano inferida del andlisis de

haplogrupos mitocondriales.
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2. La presentacion de un poster y una ponencia en el 22nd Congress of the
International Society for Forensic Genetics, 21-25 August 2007 -
Copenhagen — Denmark. Con el titulo P-161 Genetic structure of the
population of Beni Department (North Bolivia). A.M. Lopez-Parra,
Universidad Complutense de Madrid, Spain, M. Tirado, Universidad
Complutense de Madrid, Spain, C. Baeza, Universidad Complutense de
Madrid, Spain, F. Bert, Universidad de Barcelona, Spain, A. Corella,
Universidad de Barcelona, Spain, PhD. A. Pérez-Pérez, Universidad de
Barcelona, Spain, C. Gamba, Universidad Complutense de Madrid, Spain,
PhD. E. Fernandez, Universidad Complutense de Madrid, Spain.

Las publicaciones estan centradas en el analisis de distintos marcadores genéticos y

su comparacion con otras poblaciones.

2.2 Objetivos especificos

Publicacion 1: Gene, M., M. Fuentes, E. Huguet, E. Pique, F. Bert, A. Corella, A.
Pérez-Pérez, J. Corbella & P. Moreno. 1998. Quechua Amerindian population characterized
by HLA-DQAI1, YNZ22, 3’APO B, HUMTHOl and HUMVWA31A polymorphisms. J.
Forensic Sci. 43(2):403-405

1. Caracterizar una muestra de poblacion Quechua de la regiéon de Oruro para los
marcadores genéticos STRs, HLA-DQa, YNZ22, 3’APOB, HUMTHOI vy
HUMVWAS3IA.

2. Determinar la posible divergencia del equilibrio Hardy-Weinberg para cada
marcador.

3. Calcular el desequilibrio de ligamiento para los distintos marcadores.

4. Calcular los valores de poder de discriminacion y oportunidad de exclusion.

113



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA'CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

Publicacion 2: Gene, M., P. Moreno, N. Borrego, E. Pique, A. Xifro, M. Fuentes, F.
Bert, A. Corella, A. Pérez-Pérez, D. Turbdn, J. Corbella & E. Huguet. 2000. Population study
of Aymara Amerindians for the PCR-DNA polymorphisms HUMTHO1, HUMVWAS3IA,
D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and HLA-DQAI. Int. J. Legal Med. 113:
126-128. Sci. 43(2): 403-405

1. Caracterizar una muestra de poblacion Aymara de la region de Pacajes y Murillo para
los marcadores genéticos STRs, HLA-DQa, YNZ22, HUMTHO1 HUMVWA3I1A,
D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253.

2. Determinar la posible divergencia del equilibrio Hardy-Weinberg para cada
marcador.

3. Calcular el desequilibrio de ligamiento para los distintos marcadores.

4. Calcular los valores de poder de discriminacion y oportunidad de exclusion.

Publicacion 3: Bert F, Corella A, Gené M, Pérez-Pérez A and Turbén D, (2001)

Major Mitochondrial DNA Haplotype Heterogeneity in Highland and Lowland Amerindian
Populations from Bolivia. Hum. Biol. 73:1-16

1. Proponer una metodologia de andlisis jerarquico que permita la determinacion de
haplogrupos del ADNmt en poblaciones amerindias.

2. Caracterizar las poblaciones Chimane, Mosetén, Aymara, Quechua, Yuracarg,
Movima, Ignaciana y Trinitaria para los haplogrupos principales de ADN
mitocondrial.

3. Describir las condiciones de andlisis (primers, condiciones de PCR y de digestion)
para cada una de las posiciones seleccionadas para la determinacién de haplogrupos
mitocondriales.

4. Determinar la diversidad genética de los grupos estudiados utilizando los indicadores
h de Nei (1987), theta Weir (1990) y el andlisis de la varianza molecular o AMOVA
(Excoffier et al. 1992).

5. Comparar los resultados de diversidad genética entre las distintas poblaciones

utilizando diferentes distancias genéticas para generar arboles filogenéticos UPGMA.
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Publicacion 4: Bert F, Corella A, Gené M, Pérez-Pérez A y D Turbon, (2004)

Mitochondrial DNA diversity in the Llanos de Moxos: Moxo, Movima and Yuracaré

Amerindian populations from Bolivia lowlands Ann. Hum. Biol. 31 (1): 9-28

1. Describir la variacion del ADNmt en la poblaciones estudiadas.
2. Contribuir a la caracterizacion de la estructura genética de cada poblacion,
concretamente:
a. Verificar si existen diferencias en la composicion del DNAmt de las tres
poblaciones estudiadas.
b. Evaluar y comparar los niveles de diversidad observados intra e
interpoblacionales utilizando otras poblaciones del contexto sudamericano.
3. Determinar la diversidad genética de los grupos estudiados utilizando los indicadores
h de Nei (1987) y el analisis de la varianza molecular o AMOVA (Excoffier et al.
1992)

4. Utilizar el andlisis filogenético para relacionar entre si las diferentes poblaciones.

Publicacion 5: Corella A., Bert F., Pérez-Pérez A., Gené M. y Turbén D., (2007)

Mitochondrial DNA diversity of the Amerindian Populations living in the Andean Piedmont
of Bolivia: Chimane, Mosetén, Aymara and Quechua. Ann. Hum. Biol. 34(1): 34-55

1. Describir la variacion del ADNmt en la poblaciones estudiadas.

2. Contribuir a la caracterizacion de la estructura genética de cada poblacion,
concretamente:

a. Verificar si existen diferencias en la composicion del DNAmt de las tres
poblaciones estudiadas.

b. Evaluar y comparar los niveles de diversidad observados intra e
interpoblacionales utilizando otras poblaciones del contexto sudamericano.

3. Determinar la diversidad genética de los grupos estudiados utilizando los indicadores
h de Nei (1987) y el andlisis de la varianza molecular o AMOVA (Excoffier et al.
1992).

4. Situar y relacionar mediante el analisis filogenético las diferentes poblaciones en el

contexto de las poblaciones sudamericanas.
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Publicacion 6: Corella A., Bert F., Pérez-Pérez A., Gené M. y Turb6n D.
HUMTHO1, HUMVWA31A, HUMCSFIPO and HUMTPOX polymorphisms in

Amerindian populations living in the Beni Department of Bolivia, (2008), Ann. Hum.
Biol. 35 (5): 556- 564

1. Caracterizar una muestra de poblacion Quechua, Aymara y Beniana de la region de
Moxos para los marcadores genéticos STRs, HUMTHO1, HUMVWA3IA,
HUMCSF1PO y HUMTPOX.

2. Determinar la posible divergencia del equilibrio Hardy-Weinberg para cada marcador
y para poblacion.

3. Calcular el desequilibrio de ligamiento para los distintos marcadores en las diferentes
poblaciones.

4. Calcular los valores de poder de discriminacion y oportunidad de exclusion.

5. Determinar la similitud genética entre las distintas poblaciones sudamericanas
incluidas las del presente trabajo mediante la técnica de Andlisis de componentes

principales.

Publicacion 7: Lopez-Parra AM, Tirado M, Baeza C, Bert, F, Corella A, Pérez-Pérez

A, Gamba C, Fernandez E, Arroyo-Pardo E. Genetic structure of the population of Beni
department (North Bolivia), (2008), For. Sci. Int. 1: 348-349

1. Analizar marcadores Y-STR en una muestra de poblaciones del departamento del
Beni (Bolivia).

2. Determinar el grado de diferenciacion genética de las poblaciones estudiadas
comparandolas con otras del continente sudamericano mediante Multidimesional
Scalling (MDS) a partir de la matriz de distancias Rst.

3. Valorar el grado de mestizaje de las poblaciones benianas.

4. Comparar los resultados de diversidad genética entre las distintas poblaciones
utilizando diferentes distancias genéticas para generar arboles filogenéticos Neighbor

joining.
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Publicacion 8: Tirado M., Lopez-Parra A.M., Baeza C., Bert F., Corella A., Pérez-

Pérez A., Turbéon D. y Arroyo-Pardo E. Y-chromosome haplotypes defined by 17 STRs

included in AmpFISTR Y filer PCR Amplification Kit in a multi ethnical population from EI
Beni Department (North Bolivia) (2009) Leg. Med. 11(2): 101-103

1.

Analizar 17 marcadores Y-STR en una poblacién multiétnica del departamento del
Beni (Bolivia).

Determinar el grado de diferenciacién genética de las poblaciones estudiadas
comparandolas con otras del continente sudamericano mediante Multidimesional

Scalling (MDS) a partir de la matriz de distancias Rst.

Publicacion 9: Bert F, Corella A, Pérez-Pérez A, Gené M, and Turbén D. Piedmont

and Llanos de Moxos living in the Beni Department (Bolivia) characterized by HUMTHO1,
HUMVWA3I1A, HUMCSF1PO and HUMTPOX polymorphisms. (en preparacion)

Caracterizar una muestra de poblacion Aymard; Chimane; Ignaciano; Mosetén;
Movima; Quechua; Trinitario; Yuracaré del departamento del Beni para los
marcadores genéticos STRs, HUMTHO1, HUMVWA31A, HUMCSFIPO vy
HUMTPOX.

Determinar la posible divergencia del equilibrio Hardy-Weinberg para cada marcador
y para poblacion.

Calcular el desequilibrio de ligamiento para los distintos marcadores en las diferentes
poblaciones.

Calcular los valores de poder de discriminacion y oportunidad de exclusion.
Determinar la similitud genética entre las distintas poblaciones sudamericanas
incluidas las del presente trabajo mediante la técnica de Andlisis de componentes

principales, tecnicas Kriging de interpolacion lineal y arboles filogenéticos UPGMA.
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3. PUBLICACIONES

3.1 Informe de los Directores de tesis

La tesis doctoral “Aspectos biodemogrdficos de grupos étnicos Macro-Pano de Bolivia
y caracterizacion genética de las poblaciones Aymard, Quechua Chimane y Mosetén” esta
elaborada y articulada sobre la base de los resultados originales obtenidos en ocho articulos
publicados y uno en preparacion para su publicacion por Francesc Bert Fibla. Los articulos
realizados han sido publicados en revistas internacionales diferentes, todas ellas basadas en el
sistema de revision peer review.

Los objetivos de las investigaciones realizadas en los nueve articulos son la descripcion
genética y el andlisis de la variacidon poblacional de cuatro poblaciones; Aymara, Quechua,
Chimane y Mosetén del Piedemonte andino de Bolivia, mediante el analisis del ADN
mitocondrial, del cromosoma Y y de marcadores STR autosémicos con la intencion de
aportar informacién acerca del poblamiento humano de la zona de contacto andino-
amazonica.

La gran cantidad de datos genéticos poblacionales obtenidos sobre los distintos
marcadores genéticos asi como los referentes a las poblaciones estudiadas han supuesto un
avance importante en el conocimiento de la variacion genética de las poblaciones actuales de
¢ésta una subregion de Sudamérica hasta el momento desconocida.

La relevancia de la investigacion realizada en los campos de la antropologia biologica y
de la genética de las poblaciones humanas queda demostrada por la calidad de las revistas

donde han sido publicados los resultados obtenidos.

Respecto a la publicacion 1: Gené, M., M. Fuentes, E. Huguet, E. Piqué, F. Bert, A.
Corella, A. Pérez-Pérez, J. Corbella & P. Moreno. 1998. Quechua Amerindian population
characterized by HLA-DQAI1, YNZ22, 3’APO B, HUMTHOl and HUMVWA31A
polymorphisms. J Forensic Sci 43 (2): 403-405. Francesc Bert, llevo a termino la recogida de
parte de las muestras y participd activamente en la redaccion de la introduccion del articulo.
La revista Journal of Forensic Sciences tiene un factor de impacto IF = 0,769, MEDICINE,
LEGAL, 6 de 9 (Tercer Cuartil).
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En la publicacion 2: Gené, M., P. Moreno, N. Borrego, E. Piqué, A. Xifro, M. Fuentes,
F. Bert, A. Corella, A. Pérez-Pérez, D. Turbon, J. Corbella & E. Huguet. 2000. Population
study of Aymara Amerindians for the PCR-DNA polymorphisms HUMTHOI,
HUMVWA3I1A, D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and HLA-DQAL. Int J
Legal Med 113: 126-128. Francesc Bert participd en la recogida de muestras y en el analisis
estadistico de los resultados. La revista International Journal of Legal Medicine tiene un IF =
1,497, MEDICINE, LEGAL, 1 de 9 (Primer Cuartil); PATHOLOGY, 25 de 67 (Segundo
Cuartil).

En referencia a la publicacion 3: Bert F, Corella A, Gené M, Pérez-Pérez A and Turbon
D. 2001. Major Mitochondrial DNA Haplotype Heterogeneity in Highland and Lowland
Amerindian Populations from Bolivia. Hum Biol, 73: 1-16. Francesc Bert, participd en la
recogida de muestras, en los procesos de extraccion del ADN mitocondrial y determinacion
de los haplogrupos mediante la técnica de la PCR. Francesc Bert, realizo el analisis
estadistico y participd activamente en la discusion de los resultados y elaboracion del
manuscrito. La revista Human Biology tiene un IF = 1,664, BIOLOGY, 13 de 42 (Tercer
Cuartil); GENETICS & HEREDITY, 71 de 113 (Segundo Cuartil).

En la publicacion 4: Bert F, Corella A, Gené M, Pérez-Pérez A y D Turbon. 2004.
Mitochondrial DNA diversity in the Llanos de Moxos: Moxo, Movima and Yuracaré
Amerindian populations from Bolivia lowlands. Ann Hum Biol 31 (1): 9-28. Francesc Bert
intervino activamente en la recogida de muestras, en la secuenciacion de las muestras asi
como en el manuscrito de la introduccién y las conclusiones. La revista Annals of Human
Biology tiene un IF = 0,991, BIOLOGY, 37 de 64 (Segundo Cuartil); PUBLIC,
ENVIRONMENTAL & OCCUPATIONAL HEALTH, 63 de 93 (Segundo Cuartil)

Respecto a la publicacion 5: Corella A, Bert F, Pérez-Pérez A., Gené M y Turbon D.
2007. Mitochondrial DNA diversity of the Amerindian Populations living in the Andean
Piedmont of Bolivia: Chimane, Mosetén, Aymara and Quechua. Ann Hum Biol 34 (1): 34-55.
Francesc Bert, participo en la recogida de muestras, en la extraccion del ADN mitocondrial y
realizo el analisis estadistico de los resultados. Francesc Bert, También participd activamente
en la elaboracion de las conclusiones del articulo y en la elaboracion del manuscrito en
general. La revista Annals of Human Biology tiene un IF = 1,060, BIOLOGY, 43 de 70
(Segundo Cuartil); PUBLIC, ENVIRONMENTAL & OCCUPATIONAL HEALTH, 77 de
100 (Primer Cuartil).
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En la publicacién 6: Corella A, Bert F, Pérez-Pérez A, Gené M y Turbon D. 2008.
HUMTHO1, HUMVWA31A, HUMCSFIPO and HUMTPOX polymorphisms in
Amerindian populations living in the Beni Department of Bolivia. Ann Hum Biol 35 (5): 556-
564. Francesc Bert intervino en la recogida de muestras, en el proceso de extraccion del
ADN asi como en el manuscrito del articulo. La revista Annals of Human Biology tiene un IF
= 1,060, BIOLOGY, 43 de 70 (Segundo Cuartil); PUBLIC, ENVIRONMENTAL &
OCCUPATIONAL HEALTH, 77 de 100 (Primer Cuartil).

En la publicacion 7: Lopez-Parra AM, Tirado M, Baeza C, Bert, F, Corella A, Pérez-
Pérez A, Gamba C, Fernandez E, Arroyo-Pardo E. 2008. Genetic structure of the population
of Beni department (North Bolivia). For Sci Int 1: 348-349. Francesc Bert colabor6 en la
recogida de muestras y en el apartado introductorio del articulo. La revista Forensic Science

International tiene un IF = 1,928, MEDICINE, LEGAL. 3 de 11 (Cuartil 2).

En referencia a la publicacion 8: Tirado M, Lopez-Parra AM, Baeza C, Bert F, Corella
A, Pérez-Pérez A, Turbén D y Arroyo-Pardo E. 2009. Y-chromosome haplotypes defined by
17 STRs included in AmpFISTR Y filer PCR Amplification Kit in a multi ethnical
population from El Beni Department (North Bolivia). Legal Med 11 (2): 101-103. Francesc
Bert particip6 en la obtencion de muestras y en la extraccion del ADN. La revista Legal
Medicine no esta referenciada en el SCI pero es una revista internacional de prestigio

considerable.

En la publicacion 9 (en preparacion): Bert F, Corella A, Pérez-Pérez A, Gené M, and
Turbén D. Aymara, Chimane, Ignaciano, Mosetén, Movima, Quechua, Trinitario and
Yuracaré, populations living in the Beni Department (Bolivia) characterized by HUMTHO1,
HUMVWA31A, HUMCSFIPO and HUMTPOX polymorphisms. Francesc Bert ha
participado en la recogida de muestras, en el redactado de los apartados de métodos y

conclusiones asi como en el analisis estadistico.

Barcelona, 4 de Febrero de 2011

Dr. Daniel Turbon Borrega Dr. Alejandro Martinez Pérez-Pérez
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TECHNICAL NOTE

Manel Gené,' M.D., Ph.D.; Miriam Fuentes,>* M.D., Ph.D.; Emili Huguet,' M.D., Ph.D.; Esther
Piqué,' B.S.; Francesc Bert, B.S.; Alfons Corella,® B.S.; Alejandro Pérez-Pérez,” Ph.D.; Jacint
Corbella,' M.D., Ph.D., and Pasqual Moreno,® Ph.D.

Quechua Amerindian Population Characterized by HLA-DQa,
YNZ22, 3’APO B, HUMTHO1, and HUMVWA31A polymorphisms

En el articulo se analizan las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
genéticos HLA-DQa, YNZ22, 3°’APO B, HUMTHO1 y HUMVWAS31A de una muestra de
113 individuos Quechuas originarios de Bolivia. El registro y los datos de estos marcadores
genéticos en poblaciones autdctonas de Sudamérica era escaso cuando se realiz6 et articulo.

La poblacion Quechua, definida por ser los antepasados de la cultura Inca y por
compartir una lengua propia, ampliamente distribuida en el area andina del continente
Americano es uno de los grupos humanos numéricamente mas importantes de Sudamérica,
su poblacion estimada oscila entre los 5 y los 7 millones de habitantes. Los Quechuas
estudiados en el articulo habitan en la Provincia de Dalence del Departamento de Oruro
(Bolivia).

Las muestras analizadas consistieron en dos bulbos pilosos para cada uno de los 113
individuos de ambos sexos que previamente y mediante una encuesta se asegurd que no
estaban emparentados. EI ADN se extrajo utilizando Cheelex™ 100 utilizando el método
descrito por Walsh et al. (1991)

La amplificacion mediante la técnica de la PCR de los alelos HLA-DQua se realiz
con el Kit AmpliType™ de Perkin-Elmer. Para los polimorfismos de los minisatélites
YNZ22 y 3’ApoB se han seguido los protocolos descritos por Boerwinkle et al. (1989),
Batanian et al. (1990) y Walsh et al. (1991). La deteccion de los diferentes alelos se realizo a
partir de una electroforesis con bromuro de etidio en un gel de agarosa 2% Seakem GTG-
FMC™ para los polimorfismos de YNZ22 y 3% NuSieve 3:1 FMC™ para 3’ ApoB.

HUMTHO1 y HUMVWA3I1A son microsatélites VNTRs. La amplificacion por PCR

se realizo utilizando los primers o cebadores descritos por Edwards et al. (1992) y Kimpton
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et al. (1992) respectivamente. En los primers se utilizaron marcadores fluorescentes, las
condiciones de la PCR fueron las mismas descritas por Wiegand et al. (1993) y Moller et al.
(1994) respectivamente. La separacion de los alelos se hizo en gel de
acrilamida/bisacrilamida utilizando el laser fluorescente automatico (ALF) DNA sequencer
(Pharmacia).

Todas las amplificaciones de ADN realizadas utilizaron muestras de control tanto
positivas como negativas.

La frecuencia para cada alelo varia segun el polimorfismo estudiado. Los tamafios
muestrales fueron HLA-DQa, HUMTHO1, HUMVWAZ31A, n=108 YNZ22 n=103 y 3’APO
B n=107. Debido a que para algunos individuos no se pudieron determinar los polimorfismos
se analizo la posible desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) con el test propuesto
por Guo y Thompson (1992). El desequilibrio de ligamiento fue calculado utilizando el
programa GENEPOP. También se calcularon el poder de discriminacion (PD) y la
probabilidad de exclusién (CE)

La totalidad de las distribuciones genotipicas de los cinco polimorfismos estudiados
se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y el test de analisis de correlacion interclases
demostrd que no hay correlacion entre pares de alelos de cualquier de los cinco loci. Los
resultados demuestran una clara distincion entre la poblacion Quechua y las poblaciones
caucasoides estudiadas previamente por algunos autores .

La poblacion Quechua también difiere de las poblaciones Inuit y amerindias
mejicanas para el marcador HUMTHO1 y de las poblaciones Pehuenche y Dogrib para 3’ Apo
B. Los valores de los discriminantes genéticos PD y CE observados para los cinco sistemas
son inferiores a los descritos para poblaciones europeas.

Los autores agradecen la colaboracion de los habitantes Quechua de la provincia de

Oruro.
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TECHNICAL NOTE

Manel Gené,' M.D., Ph.D.; Miriam Fuentes?> M.D., Ph.D.; Emili Huguet,! M.D., Ph.D.; Esther
Piqué,! B.S.; Francesc Bert,® B.S.; Alfons Corella,® B.S.; Alejandro Pérez-Pérez, Ph.D.; Jacint
Corbella,' M.D., Ph.D., and Pasqual Moreno,®> Ph.D.

Quechua Amerindian Population Characterized by HLA-DQa,
YNZ22, 3’APO B, HUMTHO1, and HUMVWAS31A polymorphisms

REFERENCE: Gené M, Fuentes M, Huguet E, Piqué E, Bert F,
Corella A, Pérez-Pérez A, Corbella J, Moreno, P. Quechua amer-
indian population characterized by HLA-DQa, YNZ22, 3’APO B,
HUMTHO1, and HUMVWA31A polymorphisms. J Forensic Sci
1998;43(2):403-405.

ABSTRACT: Allele and genotype frequencies of DNA polymor-
phisms were determined in a population sample of Quechua (n =
113) using the polymerase chain reaction (PCR). We report data
on the frequencies of HLA-DQa, YNZ22, 3’ApoB, HUMTHO1 and
HUMVWA3IA alleles and the distribution of the different geno-
types. No significant deviations between observed and expected
numbers were found, thus assuming the Hardy-Weinberg equilib-
rium.

KEYWORDS: forensic genetics, HLA-DQa, YNZ22 (D17S5),
3'ApoB, HUMTHO1, HUMVWA31A, Quechua population

The amplification of DNA sequences by means of polymerase
chain reaction (PCR) has provided a number of rapid approaches
to determine DNA polymorphisms. Although many populations
have been studied using DNA polymorphisms, to date there is a
complete lack of tetrameric STRs data of autochthonous South
American Indians. This paper presents data on the frequencies of
HLA-DQa, YNZ22, 3’ApoB, HUMTHO!, and HUMVWA31A
alleles and the distribution of the different genotypes in a sample
of Quechua population.

The Quechua is the language spoken today by the descendants
of the Incas, as well as by the tribes they conquered, in Peru,
Ecuador, Colombia, and Bolivia. The center of Quechua is in the
highlands of Peru, Bolivia, and Ecuador, but it has spread to the
highland areas of southern Colombia, northern Chile and Argen-
tina, the west coast of Peru, and the lowlands of Peru and Bolivia
on the east slope of the Andes Mountains. At present the Quechua
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population is represented by 5 to 7 millions inhabitants (1). The
Quechuas studied belong to the province of Dalence, Department
of Oruro (Bolivia).

Materials and Methods
Preparation of DNA

The biological samples analyzed consist of two hair-pulls with
bulb from 113 unrelated individuals (both sexes) from the Quechua
ethnic. DNA was extracted with Chelex™ 100 using the method
described by Waish et al. (2).

PCR Amplification and Typing

The HLA-DQa alleles were detected using the Perkin-Elmer
AmpliType™ kit was used. This procedure detects the allelic
sequence variation in the locus by hybridization of biotinylated
primers PCR product with immobilized allele-specific oligonucle-
otide probes (ASO), using a “reverse dot-blot” procedure.

YNZ22 and 3’ApoB are Minisatellitt VNTR polymorphisms.
PCR amplification of 3’ApoB and YNZ22 were accomplished by
the methods described by Boerwinkle et al. (3) and Batanian et al.
(4), and Walsh et al. (5), respectively, with some modifications
introduced by us and described previously for Catalonian (NE
Spain) sample studies (6,7). Detection of the different alleles, from
PCR-amplification products, were carried out by ethidium bromide
15 X 20 agarose gel electrophoresis (2% Seakem GTG-FMC™
agarose for YNZ22, and 3% NuSieve 3:1 FMC™ agarose for
3’ApoB), along with allelic ladders of a cocktail sample.

HUMTHO1 and HUMVWAZ3I1A are tetrameric short tandem
repeats (STRs), or Microsatellite VNTRs. PCR amplification was
achieved using the primers described by Edwards et al. (8) and
Kimpton et al. (9) respectively. Forward primers were labelled
with fluorescein amidite in 5" position. The reaction assay and the
amplification conditions were carried out as described by Wiegand
et al. (10) and Méller et al. (11) respectively. Separation of alleles
was done on 6% (w/v acrylamide/bisacrilamide) polyacrylamide
denaturing high-performance DNA sequencing gels (Ready Mix
Gel ALF grade, Pharmacia) using Automated Laser Fluorescent
(ALF) DNA sequencer (Pharmacia). Fluorescent labelled standard
markers and a cocktail sample containing all observed alleles was
used as an allelic ladder.
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TABLE 1—Genotype and allele frequencies distribution at the
HLADQa locus in a sample of 108 Quechua.

TABLE 3—Genotype and allele frequency distribution at the 3’ ApoB
locus in a sample of 107 Quechua.

Allele Frequency Allele Frequency
1.1 1.2 1.3 2 3 4 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

1.1 — — - —- 1 2 0.014 31 _ 2 1 — — — 1 1 — 0.023
1.2 — — — — 1 0.005 33 _ - 2 - — — 3 — 0.023
13 - — 1 1 0.009 35 12 15 5§ 1 3 5 2 0.266
2 — 1 — 0.005 37 4 5 — — 2 14 3 0.327
3 20 61 0.481 39 2 1 — — 3 1 0.089
4 20 0.486 41 —_ - = = — 0.009
4 e — P
Exact Test: P = 0.2135. 42 2 4 1 0.070
47 2 — 0.159
49 — _ 0033

Except HLA-DQu, for the rest of loci we used a standard nomen-
clature for DNA fragments based on the number of repeats. All
PCR amplifications were performed together with negative and
positive control samples.

Statistical Analysis

The frequency of each allele for each polymorphism was calcu-
lated using the gene count method. Sample sizes vary in the differ-
ent systems (HLA-DQa, HUMTHO1, HUMVWA31A, n = 108,
YNZ22, n = 103; 3 APO B, n = 107) due to missing data for
some individuals. Possible divergence from Hardy-Weinberg equi-
librium (HWE) was determined by calculating the exact test pro-
posed by Guo and Thompson (12). The genotype linkage
disequilibrium was calculated using the updated version of GENE-
POP (13). From a forensic point of view, the power discrimination
(PD) (14) and the “a priori” chance exclusion value (CE) (15) were
calculated.

Results and Discussion

For the five systems the genotype and allele frequencies in the
population analyzed are shown in Tables 1,2, 3,4 and 5. The HLA-
DQa analysis demonstrated 7 expected genotypes, representing
products of 6 alleles. Alleles 3 and 4 present the highest frequencies
with a 96.8% of total. YNZ22 polymorphism presents 8 genotypes
representing products of 6 alleles, of which allele 4 presents the
highest frequency (80%). At the locus 3’Apo B, 20 genotypes were
observed corresponding to 8 alleles. The sum of frequencies of
alleles 37, 39 and 49 represents the 75.4% of the total. The
HUMTHO1 system presents 6 genotypes, product of 3 alleles, with
the highest frequencies in allele 7 (61%). For HUMVWAZ31A has

TABLE 2—Genotype and allele frequency distribution at the YNZ22
locus in a sample of 103 Quechua.

Allele Frequency

8 9

—

0.009
0.073
0.820
0.034
0.015
0.029

7
7 3 6 — —

(0 T I O A

0.015
0.005

LTTTT le=l3

Exact test: P = 0.6550.
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Exact test: P = 0.1507.

TABLE 4—Genotype and allele frequency distribution at the
HUMTHOI locus in a sample of 108 Quechua.

Allele Frequency
6 7 8 9 9.3

6 4 28 S — 4 0.185

7 37 2 1 23 0.593

8 -— — — 0.009

9 — 2 0.014

9.3 7 0.199

Exact test: P = 0.2264.

TABLE 5—Genotype and allele frequency distribution at the
HUMVWA3I1A locus in a sample of 108 Quechua.

Allele Frequency
14 15 16 17 18 19 20
14 — 2 1 — — —_ — 0.014
15 — 5 16 5 2 — — 0.153
16 10 20 6 3 2 0.319
17 17 10 4 — 0.343
18 3 2 — 0.120
19 — —_ 0.042
20 - 0.009

Exact test: P = 0.1165.

been observed 12 genotypes corresponding to 5 alleles. The alleles
16, 17 and 18 represents the 90.9% of the total allelic frequency.

For all the polymorphisms analyzed the distribution of the geno-
types are in Hardy-Weinberg equilibrium. An inter-class correla-
tion test analysis demonstrated that there is no detectable evidence
for correlation between the alleles at any of the pair-wise compari-
sons of the five loci. The allele frequencies obtained in the Quechua
population for all the polymorphisms clearly differ from Caucasoid
populations studied by us (6,7,16,17). Amerindian samples have
been analyzed only for HUMTHOI1 and 3’Apo B systems. For
HUMTHO1, Quechua differ significantly from Eskimos and Mexi-
can-Americans (18). They also differ for 3’Apo B from Pehuenche
and Dogrib Indians (19). The PD and CE values observed for
the five systems are shown in the Table 6. The observed allelic
frequencies and the theoretical “a priori” forensic values (PD, CE)
are lower than previously described for European populations
(6,7,16), thus these systems seem less informative for Legal Medi-
cine purposes in the Quechua population.
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TABLE 6—Statistical parameters of medico-legal interest for the STR
systems HLA-DQa, YNZ22, 3'APO B, HUMTHOI, and HUMVWA3IA.

System H PD CE
HLA-DQa 62.96 0.671 0.229
YNZ22 31.07 0.526 0.184
3APO B 70.09 0.894 0.585
HUMTHO1 55.55 0.764 0.325
HUMVWA31A 67.59 0.890 0.511

H: Heterozygosity value.
PD: Power of discrimination.
CE: Chance of exclusion.
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Population study of Aymara Amerindians
for the PCR-DNA polymorphisms HUMTHO1, HUMVWA31A, D3S1358,
D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and HLA-DQa

El proposito del siguiente trabajo es aportar datos genéticos de la poblacion Aymara
del altiplano boliviano y compararlos con los de la poblacion Quechua realizados en el
articulo previo.

Las frecuencias génicas y genotipicas para ocho polimorfismos (HUMTHOI,
HUMVWA3I1A, D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 y HLA-DQa) nucleares
se han analizado en una muestra de individuos Aymara de Bolivia mediante la técnica de la
PCR. No se han observado desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg en todos los sistemas
estudiados. Se han hallado diferencias significativas en las frecuencias alélicas del sistema
HUMVWA3I1A con la poblacion Quechua previamente estudiada por Gené et al. (1998) que
vive en areas solapadas de Bolivia lo cual sugiere un cierto grado de diferenciacidon entre
ambas poblaciones. La poblacion Aymara constituye junto a las poblaciones Quechua y Uru-
Chipaya una de las tres principales poblaciones andinas de Bolivia. Los Aymara ocupan el
vasto altiplano de Bolivia con centro geografico ubicado en el lago Titicaca. Los individuos
estudiados en el presente trabajo viven en altitudes comprendidas entre los 3.500 y los 4.000
m. en las provincias bolivianas de Pacajes y Murillo (Departamento de La Paz).

Las frecuencias para los ocho sistemas de ADN se muestran en la tabla 1 (ver
articulo), La distribucion de los genotipos para todos los loci se hallan en equilibrio Hardy-
Weinberg. La comparacion con la poblacion Quechua se ha efectuado sélo con los sistemas
HLA-DQa, YNZ22, HUMTHO1I y HUMVWAS3IA sin hallarse diferencias estadisticamente
significativas para HUMTHO1 (P = 0,7755), YNZ22 (P = 0,1508), HLA-DQa (P = 0,7699)
pero si con el sistema HUMVWA3I1A (P = 5,017E-04), para confirmar los resultados para

este locus todas las muestras se tiparon dos veces.
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Si bien el estudio determina una cierta afinidad genética utilizando los citados
marcadores, entre Quechuas y Aymaras. La diferencia hallada para uno de los sistemas,
necesitara de posteriores estudios y el estudio de otros polimorfismos genéticos.

Parametros estadisticos de utilidad medico forense como el poder de discriminacién
(PD) y la probabilidad de exclusién (CE) se han determinado a partir de las frecuencias

génicas en la poblacion Aymara.
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Abstract Allele and genotype frequencies for eight DNA
polymorphisms (HUMTHO1, HUMVWA3I1A, D3S1358,
D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and HLA-DQo)
were determined in a population sample of Aymara In-
dians from Bolivia using PCR. No deviations of the
observed allelic frequencies from Hardy-Weinberg equi-
librium were found for all the systems studied. Signifi-
cant differences in the allele frequencies were found be-
tween the Aymara and Quechua populations only for
HUMVWAZ31A, which suggests a certain degree of ge-
netic differentiation between the two populations.

Key words HUMTHO1 - HUMVWA31A - D3S1358 -
D8S1179 - D18S51 - D19S253 - YNZ22 - HLA-DQo. -
Aymara

Introduction

DNA polymorphisms have been widely studied in many
human populations [1, 2]. However, there is a scarcity
of data for autochthonous South American Indians. The
aim of this study was to report the allele frequency distri-
butions for HUMTHO1, HUMVWA31A, D3S1358,
D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and HLA-DQo. in
the Aymara population.
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The Aymara people constitute a large South American
Indian group living in the vast windy Titicaca plateau of the
Central Andes of modern Peru and Bolivia. The Aymara
studied live at an altitude of 3835 m in the provinces of
Pacajes and Murillo in the department of La Paz (Bolivia).

Material and methods

The biological samples analysed consisted of two hairs with root
bulbs taken from unrelated individuals of both sexes from the Ay-
mara population. DNA was extracted with Chelex 100 using the
method described by Walsh et al.[3]. The HLA-DQo. typing was
done with the AmpliType kit. Genotyping methods used for the
other PCR-DNA polymorphisms were as described in previous
studies on Catalonian populations [1, 4, 5]. For the D19S253 sys-
tem, the alleles were scored following the terminology used by
De Stefano et al. [6].

Possible divergence from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
was determined by using the exact test proposed by Guo and
Thompson [7].

From a forensic point of view, the power of discrimination
(PD)[8], heterozygosity value (h)[9] and the “a priori” chance ex-
clusion value (CE)[10] were calculated. The Aymara data were
compared with those from a Quechua population using a R x C
contingency table y2-test for homogeneity [11].

Results and discussion

Allele frequencies for the eight DNA systems studied in
the Aymara population sample are shown in Table 1. The
distribution of the genotypes for all loci were in Hardy-
Weinberg equilibrium. The results were compared with
those of Quechua Indians, previously studied by our
group [12], as another important population living in the
same geographic area.

The comparisons between the Aymara and Quechua
have been carried out only with the four commonly pub-
lished polymorphisms (HUMTHO1, HUMVWA31A, YNZ22
and HLA-DQo). No statistically significant differences
were observed for HUMTHO1 (P = 0.7755), YNZ22 (P =
0.1508), and HLA-DQo (P = 0.7699) but significant dif-
ferences were observed for the HUMVWA31A system
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Table 1 Allele frequency distribution for HUMTHO01, HUMVWA31A, D3S1358, D8S1179, D18S51, D19S253, YNZ22 and

HLA-DQ@”, in Aymara population and statistical parameters for the eight systems

Allele HUMTHO1I HUMVWA3IA D3S1358 D8S1179 D18S51 D19S253 YNZ22 HLA-DQo
n=115 n=110 n=117 n=115 n=104 n=114 n=117 n=157

1.1 0.026
1.2 0.009
1.3
2 0.009
3 0.030 0.474
4 0.812 0.491
5 0.047
6 0.217 0.021
7 0.600 0.079 0.004
8 0.004 0.009
9 0.013 0.009 0.009
93+ 10 0.170

10 0.052 0.010 0.105 0.017

11 0.048 0.005 0.140 0.013

12 0.126 0.154 0.482 0.009

13 0.335 0.197 0.158 0.004

14 0.014 0.026 0.230 0.197 0.031 0.013

15 0.041 0.603 0.170 0.111 0.004

16 0.395 0.261 0.026 0.091

17 0.450 0.103 0.004 0.125

18 0.059 0.004 0.053

19 0.036 0.004 0.034

20 0.005 0.014

21 0.010

HWE exact test P =0.5136 P =0.4596 P=09603 P=0.1801 P=0.7088 P=0.6289 P=0.0701 P =0.6390

Table 2 Statistical parameters of medico-legal interest (4 het-
erozygosity value, PD power of discrimination, CE chance of ex-
clusion)

System h PD CE

HUMTHO1 0.566 0.722 0.310
HUMVWA31A 0.637 0.798 0.370
D3S1358 0.560 0.744 0.308
D8S1179 0.787 0.923 0.587
D18S51 0.862 0.963 0.715
D19S253 0.707 0.880 0.493
YNZ22 0.337 0.553 0.204
HLA-DQo 0.538 0.673 0.231
Total 0.999 0.989

(P =5.017E-04). To confirm the results for this locus all
samples were typed twice. At the moment, there is no ex-
planation for this difference. However, the similarities ob-
served suggest some genetic affinities between the two
groups. Thus, from a genetic point of view, except for the
HUMVWAZ3I1A system, the allele distributions for the rest
of the systems analysed are comparable with those ob-
served in the Quechua population. Nevertheless, the analy-
sis of more polymorphisms will be necessary to determine
if genetic differences exist between the two groups.

For forensic purposes, statistical parameters of medico-
legal interest were calculated from the gene frequencies
obtained in our population (Table 2).
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Después de los dos primeros articulos donde se analizaron sistemas del ADN nuclear
en poblaciones andinas, se quiso comparar €stas con poblaciones de la regién del
Piedemonte, una zona de Serranias de las ultimas estribaciones andinas de Bolivia con la
intencion de determinar si la afinidad genética de éstas poblaciones era mayor con las
poblaciones andinas o bien con las amazodnicas. Para realizar la comparacion se utilizé esta
vez el ADN mitocondrial,

El estudio aporta las frecuencias de los haplogrupos del ADN mitocondrial de una
muestra de 233 individuos de ocho poblaciones nativas de Sudamérica que viven en el
Departamento del Beni (Bolivia) una region multiétnica caracterizada por su marginalidad
geografica y por una historia demografica compleja (Denevan 1966; Block 1980). En el
estudio se incluyen seis poblaciones de las que, hasta el momento no habia caracterizacion

genéticamente pertenecientes a los tres principales grupos lingiiisticos de Sudamérica: el

137



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

Andino, el Ecuatorial-Tucanoano y el Ge-Pano-Caribe todos ellos ubicados en el area de
Moxos del Departamento del Beni.

En el presente resumen solo se realiza el analisis y comparacion de las
poblaciones andinas con las del Piedemonte.

Las muestras consisten en bulbos pilosos de cabello y muestras de sangre en papel de
filtro recogidas “in situ” a partir de individuos no emparentados de los grupos étnicos:
Aymara, Quechua, Chimane y Mosetén. El grado de parentesco se realizo en el mismo lugar
de recogida a partir de una encuesta demografica previa a la obtencion de la muestra. La
recoleccion fue siempre voluntaria. En el caso de los bulbos pilosos, éstos fueron guardados
en tubos eppemdorf estériles.

Las muestras de sangre se pusieron en papel de filtro de 5 mm (Rubilabor 589° blue
ribbon) se secaron al aire y guardaron en tubos eppemdorf estériles. La extraccion de ADN se
realizé usando Chelex™ 100 tal y como describe Walsh et al. (1991). Todas las muestras
fueron tipadas usando enzimas de restriccion caracteristicos para cada haplogrupo. Los
primers o cebadores utilizados son los descritos por Wrischnik et al. (1987). El material fue
amplificado mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
determinado por electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Las
observaciones se hicieron con luz ultravioleta a 260 nm.

Para determinar la variabilidad genética se realizaron diversos analisis estadisticos: el

indice de diversidad de Nei (1987), el estadistico 6 Weir (1990) y el andlisis de la varianza
molecular (AMOVA) Excoffier et al. (1992).

La comparacion entre poblaciones se realizo mediante agrupaciones o clusters
basados en criterios: geograficos, genéticos, lingiiisticos e historicos. La afinidad genética
entre poblaciones se realizd a partir de las frecuencias obtenidas de los diferentes
haplogrupos, la distancia genética usada para construir la matriz de distancias entre
poblaciones dos a dos fue la de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) ya que €sta se ajusta mas a
la historia demografica de las poblaciones Sudamericanas. A partir de las distancias genéticas
se construyeron arboles UPGMA utilizando el programa PHYLIP, Felsenstein (1993).

Como resultados podemos decir que:
* No se hallaron haplotipos combinados (mas de un haplogrupo por individuo)
* Soélo un 2,6% de un total de 233 muestras no pertenecieron a alguna de los

principales haplogrupos de las poblaciones nativas de América. Estas deben ser el
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resultado del mestizaje con poblaciones de origen caucasico. Los 6 individuos de
¢stas caracteristicas fueron eliminados del andlisis genético posterior.

* Los haplogrupos mas comunes en las cuatro poblaciones estudiadas fueron los
haplogrupos A y B.

* La frecuencia del haplogrupo B en la poblacion Aymard es muy alto hecho
previamente observado en otros estudios Merriwether et al. (1995)

* La poblacion Quechua presenta una frecuencia elevada del haplogrupo B pero los
haplogrupos A y C también estan presentes, este hecho no se habia constatado en
otros estudios similares realizados con otras poblaciones Quechua Merriwether et al.
(1995)

* Los valores mas bajos de diversidad genética, utilizando el indice de Nei fueron los
hallados en la poblacién Aymara (2 = 0,119) mientras que los Mosetén alcanzaron
valores mucho mas altos (2 =0,514)

* El andlisis AMOVA indicé una mayor afinidad entre las poblaciones de habla
Andina (Aymard y Quechua) y entre las poblaciones de habla Pano (Chimane y
Mosetén)

« La 6 de Weir indico que los criterios que separan mejor las agrupaciones de
poblaciones o clusters eran los criterios obtenidos a partir de la distancia de los
arboles UPGMA vy los criterios historico-lingiiisticos

* Los criterios geograficos parece que tengan un peso menor a la hora de agrupar las
poblaciones.

* Los valores de diversidad genética hallados en el departamento del Beni fueron
similares a los hallados en el conjunto de todo el continente Sudamericano.

* La poblaciéon Aymara parece el grupo mas aislado si se compara con las otras
poblaciones.

* Las similitudes entre Aymard y Quechua deben ser el resultado de un flujo genético
que ha tendido lugar durante milenios en la regién andina, de todas formas en el
presente estudio existe una cierta influencia de la poblaciones Pano Chimane y
Mosetén en la poblacion Quechua lo cual indicaria un contacto entre la poblacion
Quechua pre-amazonica con las de habla Pano.

* El andlisis AMOVA, que es util para el analisis genético cuando interactian factores

geograficos, lingiiisticos e histdricos nos sitia en un contexto donde los factores
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geograficos tienen poca importancia comparados con factores culturales como la
lengua y la historia reciente de estas poblaciones.

Los autores agradecen la colaboracion al Dr. J Castro del Hospital de San Ignacio de
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Major Mitochondrial DNA Haplotype Heterogeneity in
Highland and Lowland Amerindian Populations from Bolivia

FRANCESC BERT,! ALFONS COllkELLA,l MANEL GENE,” ALEJANDRO PEREZ-
PEREZ, AND DANIEL TURBON

Abstract This study provides the frequencies of four mitochondrial
DNA (mtDNA) haplogroups of 233 native South Amerindians in eight
populations living in the Beni Department of Bolivia, including six
populations not previously studied. Linguistically, these populations be-
long to the three principal South Amerindian language stocks, Andean,
Equatorial-Tucanoan, and Ge-Pano-Carib. Frequency analyses under

geographic, historic, linguistic, and genetic configurations using the 6
statistic of Weir (Weir 1990) and analysis of molecular variance
(AMOVA) show similar results. Results are also similar when phenetic
cluster is used. Aymara belongs almost exclusively to haplogroup B,
Quechua- and Moseten-speaking tribes belong to haplogroups A and B,
but the first tribe presents high frequencies of haplogroup B. Yuracare,
Trinitario, and Ignaciano exhibit high frequencies of A, B, and C hap-
logroups, and the Movima present a large proportion of haplogroup C.
There is some correspondence between mtDNA haplogroup frequencies
and language affiliation and historical connections, but less so with geo-
graphic aspects. The present study provides a context for understanding
the relationship between different Amerindian populations living in a
multiethnic area of Bolivia.

From the earliest studies on mitochondrial DNA (mtDNA) diversity among
native Americans, research has been ongoing in an effort to determine the
origin of the indigenous peoples of the Americas (see Bonatto and Salzano
[1997] for a review of the literature). Little agreement has been reached,
though, concerning the relationship between the distribution of the four
founding lineage haplotypes in native Americans and the number of waves
of migration to the New World (Merriwether and Ferrell 1996). Few detailed
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studies have been made of the genetic haplogroup variability in reduced geo-
graphical areas of South America. Some studies have been done in small
regions of Brazil (Ward et al. 1996), Panama (Kolman and Bermingham 1997,
Batista et al. 1995), and Costa Rica (Santos et al. 1994), but not in Bolivia.

The highlands of Bolivia constitute a natural path for migration from
northern areas into the coastal South and into the lowlands in Amazonia. No
genetic studies of indigenous peoples living in the Bolivian lowlands have
been carried out, however. The “Llanos de Mojos” is a region of the Bolivian
lowlands located in the Beni Department. This area is particularly interesting
from many points of view: the great multiethnicity of the human populations
that live there, their geographic marginality, and their unique demographic
history (Denevan 1966; Block 1980). Before the arrival of the first mission-
aries, the estimated native population size was 200,000, but after one hundred
years this number declined dramatically.

What is known of the history of the “Llanos de Mojos” region was
written by the Jesuits and Franciscans. These missionaries founded large vil-
lages or settlements, called “reductions,” for the religious and cultural edu-
cation of the Indians. Several tribes have mixed there since 1682. In 1746 the
Jesuits where expelled from the Llanos de Mojos, and the reductions were
transformed into the present villages of San Ignacio and Trinidad, where
Ignaciano and Trinitario populations live. From Jesuit ethnographic records,
Saignes (1985) showed that the Inca had occupied the oriental Andean range
and the upper and middle valleys of the Beni river, were the Chimane and
Moseten Indians live at present. However, no further information is available
about the importance of the interaction between the Inca and the local pop-
ulations in the Llanos de Mojos.

The present study provides data on the frequencies of the four major
mtDNA haplogroups in eight Amerindian populations, six of them not pre-
viously studied. Their genetic affinities are studied, taking into account the
different hypotheses on the colonization of the South American continent.
This study will be useful not only for understanding the complex history of
the peopling of Bolivia, but also for extending our knowledge on the distri-
bution of mtDNA variation among native South Americans.

Materials and Methods

Samples. All the populations studied live in Llanos de Mojos. The sample
includes eight populations: Aymara, Quechua, Chimane, Moseten, Yuracare,
Ignaciano, Trinitario, and Movima (estimated sizes of these populations are
shown in Table 1). Other populations living in the Beni Department include
Itonama, Canichana, Baure, More, Cavinefo, Esse-Ejja, Chacobo, Pacahuara,
and Cayuvaba, who speak different languages, enhancing the greatly varied
ethnicity of this region. The Aymara and Quechua may be considered colo-
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Figure 1.  Geographical location of the populations studied in Bolivia.

nizers in the area, since they originally occupied the Andean highlands. Chi-
mane, Moseten, and Yuracare live in the Andean foothills, whereas the Ig-
naciano, Trinitario, and Movima occupy the seasonally overflowing savanna.
However, this distribution is merely tentative, since, in fact, their geographic
areas of dispersion overlap (Figure 1). A total of 233 individuals with known
ethnic affiliation were studied. Ethnicity was assigned to individuals based
on self-identification as recorded from interview data. Only unrelated indi-
viduals were studied. Family relationships were determined in situ by a dem-
ographic survey done at the same time that genetic samples were obtained.
Most of the sample sources were bulb hairs, but some blood stains were also
obtained. Pulled hairs were stored in sterile tubes until analysis, and blood
stains were obtained on 5-mm filter paper (Rubilabor 589° blue ribbon) and
air-dried for several minutes before storage in sterile tubes.
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Polymorphism Typing. DNA extraction was performed using Chelex™
100, as described by Walsh et al. (1991). All samples were typed using spe-
cific mtDNA restriction sites for diagnosis of haplogroups A, B, C, and D.
These haplogroups are defined by restriction size or length polymorphism:
(A) Haelll site gain at nucleotide position (np) 663, (B) 9-base-pair deletion
in the COII-tRNA intergenic region (region V), (C) Alul site gain at nucle-
otide position (np) 13262 and Hincll loss at np 13259, and (D) Alul site loss
at np 5176.

The primers used were previously described in Wrischnik et al. (1987).
For each haplogroup these primers are: (A) H708 (5'-TGAACTCACT
GGAACG-3') and L630 (5'-ATGTTTAGACGGGCTC-3"); (B) H8366 (5'-
TTTCACTGTAAAGAGGTGTTGG) and L 8150 (5'-CCGGGGGTATACT
ACGG-3'); (C) H13305 (5'-GTGCAGGAATGCTAGG-3') and L13204
(5'-ACTCTGTTCGCAGCAG-3"); (D) H5237 (5'-CAAAAAGCCGGTTA
GC-3) and L5147 (5'-AAACTCCAGCCACG-3")

Polymerase chain reaction amplifications were done in a total volume
of 25 pL, containing 2.5 pL of 10X reaction buffer, 0.2 mM of each dNTP,
1 uL W-1 (BRL), 1.5 mM Cl,Mg, 1 puL of each primer (approximately 0.2
mM stock), 0.25 units of Tag polymerase (BRL), and 5 pL of template DNA
extracted from bulb hairs or 1 pL. of DNA extracted from blood stains. Initial
denaturation was at 94°C for 4 min, followed by 30 cycles of 94°C denatur-
ation for 1 min, 55°C annealing for 1 min, 72°C extension for 1 min, and a
final extension cycle of 72°C for 5 min. From the reaction tubes, 8 uL of the
amplified products were resolved by electrophoresis on 2% agarose gel
containing ethidium bromide. The remaining 17 puL. were digested with
haplogroup-specific restriction enzymes for 1 h 30 min at 37°C. The restric-
tion products were electrophoresed in a 4% agarose gel, stained with ethidium
bromide, and observed under 260 nm UV light to determine if the amplified
fragment had been restricted by the enzyme.

Statistical Analyses. Several statistical analyses were carried out to char-
acterize the genetic variability of the studied groups. The mtDNA diversity
index (h) by Nei (1987) was calculated as follows: 7 = (n/n — 1)(1 —

x7), where n is the number of gene copies in the sample, k is the number
of haplotypes and x; is the sample frequency of the i” haplotype. This statistic
was obtained for all the populations studied. In order to determine the im-
portance of different factors that conform the relationship between these

A~

groups, O statistic (Weir 1990) and analysis of molecular variance (AMOVA;
Excoffier et al. 1992) were obtained. The O statistic is equivalent to Wright’s

Fgy, adjusted for sampling biases (Weir 1990). Estimated values of O were
calculated as follows:

6 = T,T,, with (1)
1

2 ~ ~ r—14,
T1=SA__—1 Pa(l — pa) — ; Sa s
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in a sample of n; genes from the i ™ population, and for gene j in a population
i the variable x;; can be defined as x;; = 1 (if gene is allele a; 0 if gene is not
allele a). Each haplogroup was treated as an allele, so that p,; is the frequency
of haplogroup A in populations i, pp; is the frequency of haplogroup B in
populations #, and so on.

An overall estimate of © was determined by summing the O estimated
for each of the four haplogroups:

4
A T, N
O overall = ”zl for the u" allele. )

T,

u=1

These statistics were initially calculated for the eight populations considered,
as well as for the whole Amerindian continent (Table 2). Clusters of popu-
lations were made using geographic, genetic distance, linguistic, and historic
criteria, and these statistics were computed for each one of the five sets of
clusters obtained (Table 3).

1. Geographic criteria (Andean versus Amazonian populations). Two
groups were formed according to their original territory. Bolivian
populations are clearly divided into two geographical areas divided
by the Andean Mountains. Even though all populations studied live
in the Amazonian region, the Aymara and Quechua may be consid-
ered colonizers in the area, since they originally occupied the Andean
highlands and the principal stock of these populations remains there.

2. Genetic distance criteria. Four groups were derived from the un-
weighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) tree,
according to the four principal branches of this tree.
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Table 2. MtDNA Diversity (&; Nei 1987) of All Populations Studied

Population Names

Population (Abbreviated) h * std
Aymara (Aym) 0.119 + 0.076
Chimane (Chi) 0.549 = 0.041
Ignaciano (Ign) 0.667 £ 0.050
Moseten (Mos) 0.515 = 0.052
Movima (Mov) 0.571 = 0.106
Quechua (Que) 0.417 = 0.096
Trinitario (Tri) 0.661 = 0.043
Yuracare (Yur) 0.698 = 0.042
Total 0.631 = 0.021
Total North America 0.668

(Lorenz et al. 1996)

3. Linguistic criteria. According to the Amerindian language classifi-
cation (Ruhlen 1991), there are four major groups of Amerindian
languages in South America, three of which are spoken in the Beni
Department by the studied populations. We have used those three
major groups to classify our populations. At one level, those major
stocks are divided into many related languages that have been used
for a more specific analysis.

4. Historic criteria. Five groups were formed based on two historical
events. The first one takes into account the expansion of the Incan
Empire from the Andean region to the Chimane and Moseten habi-
tats. The Quechua are considered descendants of the Incas. The sec-
ond event refers to the more recent Jesuit reductions in Llanos de
Mojos, where the Ignaciano and Trinitario populations were joined
during the 18th century.

The comparison of the O values for each clustering of populations with
the initial value obtained for the whole sample makes it possible to determine
if the heterogeneity among the clusters increases, as is expected when the
clustering of samples is based on valid assumptions (Lorenz and Smith 1996).
The AMOVA also analyzes the heterogeneity among clusters using the per-
centage of variance resulting from diversity within populations, among groups
of populations, or among populations within a group. A permutation resam-
pling procedure was used to confirm the statistical significance of the analyses
(Excoffier 1992).

The genetic affinities among populations were computed using DNA
distances derived from the haplogroup frequencies obtained. The genetic dis-
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Table 3. Hierarchical Analysis under Different Criteria. AMOVA and O Values

AMOVA Values (%)

o
Groups a b c (Weir)
One group with all populations 19.9 80.1°% 0.199
One group without Aymara and Movina® 8.4 91.6* 0.206
Whole American continent” 20.7 79.4
Clustering critera
1. Geographic 15.6 10.9 73.5 0.191
(p = 0.009) * *
II. UPGMA distance 20.8 2.6 76.5 0.222
(p = 0.006) * *
III. Major Amerindian Languages 19.3 4.6 76.1 0.212
(p = 0.006) * *
IV. Clearly related languages 23.9 —2.7 78.8 0.217
(p = 0.004) * *
V. Historic 21.1 1.3 77.6 0.220
(p = 0.005) * *
Notes: Variance components: a-among groups; b-among populations within group; c-within
populations.
*p < 0.0001.

a. Values obtained considering only 6 populations, excluding the Aymara and Movima populations.

b. Data obtained from Bonato and Salzano 1997; Horai et al. 1993; Lorenz and Smith 1996; Mer-
riwether et al. 1995b; Schurr et al. 1990; Torroni et al. 1993 and 1994.

Clusters are made as follows (population names are abbreviated as in Table 2):

I. Andean (Aym, Que); Amazonian (Chi, Ign, Mos, Mov, Tri, Yur)

II. Clusters: (Aym); (Chi, Mos, Que); (Ign, Tri, Yur); (Mov)

III. Andean (Aym, Que) Ge-Pano-Carib (Chi, Mos); Equatorial-Tucanoan (Ign, Tri, Mov, Yur)

IV. Aymaran (Aym); Quechuan (Que); Mosetenan (Chi, Mos); Yuracare (Yur); Movima (Mov); Mojo

(Ign-Tri)
V. (Aym); (Chi, Mos, Que); (Ign, Tri); (Mov); (Yur)

tances by Nei (1972), Reynolds et al. (1983), and Cavalli-Sforza and Edwards
(1967) were calculated. Although they all gave essentially the same results,
the chord distance by Cavalli-Sforza and Edwards (1967) was chosen to build
the matrix distance between populations. It is in better accordance with the
human demographic history in South America than the others, it allows for
differences in population sizes among groups, and it does not require constant
population sizes through time (Cavalli-Sforza and Edwards 1967). UPGMA
trees were constructed using the PHYLIP genetic package (Felsenstein 1993).

Results

A total of 233 samples were typed for all four major mtDNA haplo-
groups. The frequencies of each haplogroup by population are shown in Table
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Figure 2.  Distribution of mtDNA haplogroups A, B, C, and D by population. The groups are sorted
in order to display a general cline but not by geographical location.

1. No compound haplotypes (positive restriction for more than one haplo-
group) were found. Only six individuals (2.6%) did not belong to one of the
four principal Native American haplogroups (A, B, C, or D) and were there-
fore classified as “others.” They may be the result of admixture with Cau-
casian populations (Torroni et al. 1993), or belong to some rare Native Amer-
ican haplogroup (Bailliet et al. 1994). These samples were removed from
their respective groups, and the frequencies of the four principal haplogroups
were re-scaled to unity in these groups for further analyses. Figure 2 shows
the cumulative haplogroup frequencies by populations. Haplogroup B is the
most common in the studied area (51.9%), and haplogroup D is the least
common (3%). Haplogroups A (21.8%) and C (20.6%) show similar values.

A clear highland-lowland gradient in the frequencies of B and C hap-
logroups for the different populations can be observed (Figure 2). Haplogroup
B shows high frequencies in the Andean region but decreases in the lowlands,
whereas for haplogroup C the highest frequencies are observed in the low-
lands, with a decrease in the highlands. In the Aymara, haplogroup B is by
far the most frequent, as has also been described in other Aymara samples
(Merriwether et al. 1995a). In the Movima sample the prevailing haplogroup
is C, whereas in the rest of populations at least two haplogroups share similar
importance. In the Chimane and Moseten, haplogroups A and B are the most
frequent, whereas in the Ignaciano and Trinitario, B and C are preponderant.
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The Yuracare have moderate frequencies of haplogroups A, B, and C. Finally,
the Quechua show a higher frequency of haplogroup B, but haplogroups A
and C are also present, a finding that contrasts with those of other studies of
Quechua populations (Merriwether et al. 1995a), which show higher fre-
quencies of haplogroups A and D.

MtDNA Diversity. The diversity indices (4) by Nei (1987) measuring
mtDNA diversity for all the groups considered are shown in Table 2. The
Aymara show the lowest index of diversity (& = 0.119), and the rest of the
populations show values of & between 0.698 (Yuracare) and 0.514 (Moseten).
The diversity index of the whole population from the Beni area is 4 = 0.630
(n = 233), a value similar to that obtained for the joint sample of all Am-
erindians populations (& = 0.697). This value was calculated by us for 1877
individuals from 52 ethnic groups using published data (Bonatto and Salzano
1997; Horai et al. 1993; Lorenz and Smith 1996; Merriwether et al. 1995b;
Schurr et al. 1990; Torroni et al. 1993 and 1994).

AMOVA Analysis. The analysis of molecular variance may be used at
different hierarchical levels: considering whole populations in only one
group; considering groups of populations under different arbitrary assump-
tions; and, finally, comparing each pair of populations to determine if there
is significant interpopulation variance and if they are genetically distinguish-
able.

At the first level, the AMOVA (Table 3) shows a significant interpop-
ulation variability between the eight Beni populations, with 80.1% of the total
variance due to within-population differences and only 19.9% due to among-
population differences. All the between-group and within-group variability
values obtained are similar to those obtained for the whole Amerindian con-
tinent. If the Aymara and Movima are excluded from the analysis, the within-
group variability increases from 80.1% to 91.6%, and the among-populations
variance decreases from 19.9% to 8.4%, indicating that these two groups are
responsible for most of the variability observed.

The variance observed in the distribution of four principal haplogroup
frequencies can be partitioned into three components: (1) variance within
populations, (2) variance among groups of populations, and (3) variance
among populations within a group (Excoffier et al. 1992). Most of the vari-
ance observed in the frequency distribution of the four principal haplogroups
is due to variance at the intrapopulation level.

At the interpopulation level, higher values of variance among groups of
populations, combined with lower values of variance among populations
within a group, indicates the reliability of the clustering criteria. Under this
assumption, the best values are obtained when six clusters of closely related
linguistic groups (Ruhlen 1991) are considered. If only three linguistic clus-
ters are considered (three subgroups of major Amerind languages), the het-
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Table 4. AMOVA Values between Each Pair of Populations

Aymara Chimane Ignaciano Moseten Movima Quechua Trinitario Yuracaré

Aymara <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0088 <0.0001 <0.0001
Chimane  29.22 0.0088 0.8162 <<0.0001 0.0439 0.0009 0.1437
Ignaciano  42.22 12.81 0.0137  0.0342  0.0019 0.9619 0.2082
Moseten 3545 —3.66 0.3296 <0.0001 0.0909 0.0127 0.1212
Movima 35.26 36.65 0.2134 0.7666 <0.0001 0.0117 <0.0001
Quechua 8.41 6.99 0.1234 0.1127  0.5006 0.0059 0.0039
Trinitario  33.72 12.01 0.0229 0.3358  0.1484  0.1198 0.1037

Yuracaré  41.83 0.0836 0.0753 0.1954  0.2338  0.1378 0.0615

Note: The bottom left of the matirx gives the interpopulation AMOVA values between each pair of
populations. The top right of the matrix gives the p value of significance tested using a resam-
pling permutation procedure (1000 permuations) (Excoffier et al. 1992).

erogeneity levels decrease a little. The historical criteria and the UPGMA
distance also fall under valid assumptions. Groups generated with geographic
criteria do not have significant differences between them (p = 0.084), thus
invalidating these criteria.

Finally, AMOVA was applied to each pair of populations. Most of the
comparisons show significant differences, with some exceptions (Table 4).
The populations that form a clear linguistic cluster do not differ significantly
from each other. The significance of the interpopulation variance between
Trinitario and Ignaciano (p = 0.962), and between Chimane and Moseten
(p = 0.816) reveals that, at this level, both pairs of populations are geneti-
cally indistinguishable. The Yuracare, placed in an intermediate position, only
show significant differences when they are compared to the Movima,
Quechua, and Aymara. Neither were there significant differences between the
Quechua and Moseten populations (p = 0.091). The Movima and Aymara
show significant differences in haplogroup frequencies when compared with
all the other groups.

6 Analysis. The overall O value obtained for a single group, including all
populations studied, was 6 = 0.199, similar to that obtained for the whole
continent (é = 0.206). Intergroup heterogeneity varies depending on how
the populations are clustered prior to estimating O.If two geographic clusters,

dividing Andean from Amazonian populations, are considered, the 6 ob-
tained was 0.191 (smaller than the initial value). The analysis based on six

linguistic groups gives a value of 6 = 0.217, which decreased to © = 0.212
when the three major linguistic subfamilies (Andean, Ge-Pano-Carib, and
Equatorial-Tucanoan) were considered (Ruhlen 1991). The historical cluster-

ing criteria yield a 6 value of 0.220, indicating the historic relationship be-
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Table 5. Distance Matrix between Groups Using Cavalli-Sforza and Edwards (1967)
Method

Aymara  Chimane  Ignaciano  Moseten ~ Movima  Quechua  Trinitario

Chimane 0.3230
Ignaciano 0.3838 0.1598

Moseten 0.3500 0.0338 0.3296

Movima 0.6596 0.5431 0.2134 0.7666

Quechua 0.1431 0.0524 0.1234 0.1127 0.5006

Trinitario 0.3055 0.1739 0.0229 0.3358 0.1484 0.1198

Yuracaré 0.4331 0.0836 0.0753 0.1954 0.2338 0.1378 0.0615

tween Quechua- and Moseten-speaking tribes (Saignes 1985). The value ob-

tained for the genetic clustering is O = 0.222 for four clusters, which
indicates a fair agreement with the linguistic and historic criteria.

Genetic Distance. The distance matrix derived from the haplogroup fre-
quencies, using the Cavalli-Sforza and Edwards (1967) genetic distance for
the populations, is shown in Table 5. The UPGMA tree obtained from these
distances is shown in Figure 3. The most distinct groups in the plot are the
Movima and Aymara, both having one preponderant haplogroup (C and B,
respectively). The cluster formed by Chimane, Moseten, and Quechua share
haplogroups A and B, and the cluster formed by Ignaciano and Trinitario share
haplogroups B and C.

Discussion

The populations considered here show great genetic and linguistic het-
erogeneity despite currently living in neighboring areas of the same latitude.
Actually, the multiethnicity of the Beni area is reflected by the diversity values
(h, Nei 1987) for this area, which are similar to those observed for the whole
of the Amerindian populations. The Trinitario-Ignaciano and Chimane-
Moseten groups cluster in the UPGMA genetic tree, suggesting that they come
from the same genetic source, which is consistent with their related languages.
However, the recent history of these populations indicates a not-so-recent
ancestry. The Trinitario and Ignaciano belong to the Macro-Arawak equato-
rial language stock; their past can be traced back only as far as when they
were confined and protected in reductions by the Jesuits in the 17th century.
Little is known about the origin of the Chimane and Moseten populations,
which speak the Pano language from the Ge-Pano stock, except that they
were partially influenced by the Inca culture. The Aymara and Quechua are
Andean populations, as evidenced by their geography and their languages,
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but the relationships between them remain unclear. The Movima lived in the
northern savanna, near Santa Ana de Yacuma, until they moved southward,
in pre-Columbian time, and now overlap with the Arawak people, who arrived
recently in the Llanos de Mojos.

The AMOVA presented here confirm the aforementioned high genetic
variability. As for intergroup genetic relationships, when Aymara and Mov-
ima are removed from the analyses, the percentage of between-group variance
decreases drastically, and the rest of the samples—Quechua, Moseten, Chi-
mane, Yuracare, Ignaciano, and Trinitario—cluster together. The haplogroup
frequencies in Figure 2 show that the Aymara and Movima are probably the
most isolated groups in this study. On the other hand, the similarities observed
among the rest of the groups might be the result of intense genetic flow. The

AMOVA and O analyses are useful for genetic analysis when geographic,
linguistic, and historic factors interact (Excoffier et al. 1992). From our data,
it appears that geography was not a principal factor in genetic differentiation,
despite the mountains being an important barrier. In fact, the genetic simi-
larities observed here between the two Andean populations, Aymara and
Quechua, may well be due to significant genetic flow between them. Other
studies, though, show greater similarities between Aymara and Quechua than
those observed here, perhaps because of the genetic influence of the Chimane
and Moseten upon the Quechua sample studied here.

Linguistic and historic components have been important in the recent
demographic dynamics of the Beni area. They satisfactorily explain the ge-
netic affinities between the populations studied. However, the three major
South Amerindian linguistic stocks represented in the area (Ruhlen 1991) are
less correlated with the genetic variability observed than when the six lin-
guistic groups (Aymaran, Quechuan, Mosetenean, Movima, Yuracare, and
Mojo) are considered (Tablel). The high level of linguistic and genetic vari-
ability observed in the reduced area of the Beni Department suggests that the
peopling of the Bolivian lowlands was a complex process. The differentiation
between highland and lowland populations detected in this study might reflect
separate evolutionary histories. However, important levels of genetic flow
between indigenous populations from the three different ecohabitats (Andean,
pre-Andean hills, and savanna lowlands) cannot be discarded, as indicated by
the similarities found among the Trinitario, Ignaciano, Yuracare, Chimane,
Moseten, and Quechua, despite their different habitats and languages. The
differences in the mitochondrial haplogroups found in the Beni area are in
agreement with the linguistic and ethnic diversity of the populations studied.
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Las poblaciones Movima, Yuracaré, Ignaciana y Trinitaria son poblaciones
Amerindias que viven en las tierras bajas de Bolivia también llamadas Llanos de Moxos.

La afinidad cultural y genética de dichas poblaciones es bastante desconocida y toda
la informacion hasta el momento es parcial y atiende basicamente a aspectos mas bien
culturales y lingiiisticos. La regién habia estado densamente poblada en tiempos
precolombinos como demuestran la multitud de vestigios arqueoldgicos hallados en la zona.

El objetivo del estudio es caracterizar genéticamente las poblaciones anteriormente
citadas analizando la variabilidad de la regién de control HVR-I del ADNmt. El origen
Amerindio de las poblaciones estudiadas sugiere un alto grado de similitud genética entre las
poblaciones estudiadas y otras mas alejadas, sin embargo procesos complejos de interaccion
y aislamiento en las poblaciones del Beni pueden ayudar a entender la dindmica poblacional
y la historia evolutiva de otras micro-regiones parecidas del continente.

El ADN se extrajo a partir de muestras de bulbos capilares extraidas “in sifu”. Se
estudiaron un total de 54 muestras de individuos no emparentados. Las muestras fueron
guardadas en tubos eppemdorfs estériles hasta el laboratorio, donde se procedio a su analisis.
Todas las muestras fueron recogidas utilizando los estandares éticos del comité responsable
en experimentacion humana y con la Declaracion de Helsinki de 1975 y revisada en 1983.
Todos los individuos dieron su consentimiento para la obtencion de muestras.

La extraccion de ADN se realizé utilizando Chelex™ 100 tal y como describe Walsh
et al. (1991). Se analizé un fragmento de 401 pares de bases de la regidon de control del

segmento I (HVSI) del ADN mitocondrial desde la posicion 16,000 a la 16,400.
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ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

Se secuenciaron independientemente dos fragmentos de ADN mitocondrial, uno de
401 pares de bases y otro mds corto de 328 pares de bases utilizado para la comparacion
filogenética con otras poblaciones sudamericanas. El andlisis incluyd “mismatch
distribution”, “mean pairwise difference”, “median neworks” y comparaciones filogeneticas
“neighbour joining”. La diversidad genética de las secuencias de ADN se calculd por varios
métodos y se representd utilizando arboles UPGMA.

La region hipervariable del ADNmt de 54 muestras mostro un total de 34 linajes
distintos definidos por 41 posiciones nucleotidicas variables, el 70,6 % de los linajes fueron
secuencias Unicas. Se encontraron los 4 haplogrupos caracteristicos de las poblaciones
Amerindias, 18,5% A, 24,1 B, 50,0% Cy 5,6% D.

Se hallaron unos niveles altos de variabilidad molecular y utilizando los median
networks se dedujo que el Beni pudo actuar como un nutcleo geografico de expansion
poblacional, tal y como los datos historicos apuntan.

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) mostré que la mayor parte de la
varianza es debida a la variabilidad intrapoblacional y que los valores mas altos de varianza
se hallaban cuando se realizaban clusters basados con criterios de afinidad lingiiistica.

Los arboles filogenéticos presentaban linajes exclusivos vinculados a las poblaciones

del Beni.
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Summary. Background: Movima, Yuracare, Ignaciano and Trinitario are Amerindian
populations living in the Bolivian lowlands of the Amazonian basin. The cultural and
genetic affinity of the peoples living in this area is poorly known, despite many archaeolo-
gical studies demonstrating its importance in pre-Columbian times. Densely populated
Amerindian groups occupied the region, both in the Llanos and along the river streams
of the Amazonian basin, practising intense agricultural activities and exchange of goods.
The historical and linguistic records indicate that the land was occupied through successive
migrations that gave rise to complex socio-economic communities. Genetic information
suggests that the colonization of the American continent was fairly simple from a emigra-
tional point of view, but other evolutionary processes, such as genetic drift or natural
selection, could have also shaped the genetic background of present day populations in
the Beni region.

Aim: The objective of this study is to characterize the genetic diversity of these populations
by analysing the sequence variability of the HVR-I control region in the mitochondrial
DNA (mtDNA). The Amerindian origin of these populations suggests that close genetic
similarities should be evident between the Beni samples studied here and other Amerindian
groups. However, complex processes of population interactions and/or isolation in the Beni
region might result in non-expected genetic affinities.

Subjects and methods: DNA was extracted from pulled-out hairs obtained in sifu from non-
closely related individuals living in the Beni Department in Bolivia. DNA was extracted
using a standard Chelex™ 100 method and a 401 bp DNA fragment of the HVR-I region
was amplified using specific primers (L-15978 and H-16412). DNA amplicons were purified
by centrifugation using Microspin™ $-300 HR columns and both SNA strands were
sequenced after asymmetric PCR using direct Dye-Terminator 2 sequencing kit (Perkin-
Elmer). Two independent 401 and 328 bp DNA fragments were sequenced separately for
each sample. The sequence analyses includes mismatch distributions and mean pairwise
differences, median network analysis, and neighbour joining, maximum likelihood phyloge-
netic comparisons. Genetic diversity of DNA sequences was also measured in various ways
for the sample studied and UPGMA trees were drawn, including a large number of South
Amerindian sequences.

Results: The genetic diversity of 401 nucleotide long mtDNA sequences in the hypervariable
control region, from positions 1600016400, was characterized in a sample of 54 Amer-
indians living in the Llanos de Moxos. A total of 34 distinct lineages were observed, defined
by 41 variable nucleotide positions, and 70.6% of all lineages were single sequences. All four
major Amerindian haplogroups were detected (A 18.5%, n = 10; B 24.1%, n = 13, C 50.0%
n =27;and D 5.6%, n = 3). The median network analysis observed suggests that processes
of population expansion took place in the Beni region. However, no clear haplotype differ-
entiation by population could be detected. High levels of molecular variability and a bimo-
dal pair-wise mismatch distribution were seen within the sample. The analyses of molecular
variance (AMOVA) showed that most of the variance observed was due to intrapopulation
variability, and that the highest among-groups variance was obtained when a linguistic
classification criteria was used. The phylogenetic comparison revealed unique lineages in
the Beni areas, not reported for other Amerindian populations.
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Conclusions: The genetic diversity observed in the Beni area is higher than that observed
in other American populations living in much larger areas and with a long, known evolu-
tionary history, despite the reduced area of Moxos. This could result from processes of
reproductive isolation between groups, followed by population expansions and migration,
where genetic drift might have be a major evolutionary force in population differentiation.

1. Introduction

The term ‘Moxo’ first appeared in an early Spanish document of the sixteenth
century, probably translated from an Inca word, referring to the inhabitants of
the tropical lands to the East of the Peru province. The thought of a reach territory
full of splendour and richness quickly spread among the Spanish conquerors spiked
by the magnificent reports of native informants. The territory of ‘Gran Moxos’ was
then added into the ‘Golden search’ (Block 1980). From a geographical point of view,
this area extended throughout the vast tropical plains that today comprise the
Bolivian Beni Department (figure 1). Its 180000 km? occupy the central area of
the Beni river basin, between the Guaporé and Madre de Dios rivers. Altitude in
the Llanos de Moxos ranges from 170 to 275 m near the Brazilian frontier. This flat
outline produces a savanna landscape with a great number of rivers and effluents
with ever-changing courses. Climate is characterized by the alternation of dry and
rainy seasons. During the rainy period, the rivers deluge the land and alter the
landscape, its ecological dynamics, and the distribution of resources, thus greatly
affecting human occupation and adaptation.

There is no written documentation on the human occupation of Llanos de Moxos
before the arrival of Spaniards in 1580, and even then their initial incursions to Moxos
were sporadic. As Spaniards progressively penetrated the forest and savannas, the

Figure 1.  Geographic location of the Llanos de Moxos area in the Amazonian basin.
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knowledge of the inhabitants of this area increased. However, it was not until the
arrival of Jesuit missionaries in the late seventeenth century that the historical record
began to draw a vague picture. Their testimony, although certainly partial, is one of
the most relevant in the Amazonian area. Jesuit sources reported that several tribes
peopled the Moxos. The Moxo and Baure (both Arawakan speakers) were considered
the more adapted and numbered groups. In 1696, father Eguiluz counted 19 760
Arawakan-speaking people living in Jesuit Reductions, along with 70000 other
Indians. He described more than 15 ethnic groups in a small area, all speaking distinct
languages (Gantier 1991).

There is great controversy regarding the number of inhabitants upon the first
European contact. Moderate estimations suggest a native population size of
200 000 inhabitants, 50000 of whom would be Moxo Indians. Denevan (1966) esti-
mated a population size of 350000 people after the first century of contact, with a
population density of 2 inhabitants per km? which may represent the lowest popula-
tion density in America (Steward 1949). Denevan (1966) pointed out that the size
and distribution of the Amazonian populations were variable and dispersed owing to
specific habitat traits. Harsh ecological conditions greatly conditioned the econom-
ical and cultural subsistence strategies of the prehispanic Amazonian populations.
The most advanced societies of the Amazonian basin concentrated in the Brazilian
coast, in the varzea of the great Amazonian rivers and in the Beni savannas of
Bolivia, while less intensive farmers lived in upper rivers or minor streams, and
semi-nomadic hunter—gatherers lived in the forests. The diversity of languages
found in the riverheads of many South American rivers suggests that human occu-
pation and migration tended to move towards the highlands when more structured
tribes occupied the lowlands.

Despite the archaeological studies of Denevan (1966) and, more recently,
Erikson (1999), the Beni area remains poorly known. The early tribes living in the
Llanos de Moxos showed great experience in soil use, fishing techniques and river
transportation, similar to that described for the Titicaca Lake, where the Uru,
Quechua and Aymara cultures spread (Erikson 1999). In both cases, the landscape
was shaped and transformed by intense agricultural activity. Saignes (1985) sug-
gested a cultural continuum from the Puquina group, that lived around Titicaca
Lake, to some Tacana and Moxo groups, around the Beni and Mamoré rivers,
based on the exchange of goods, such as metals, coca, wood, wax, honey and
exotic birds. The historical records clearly show that the first South American settlers
eventually occupied all ecological niches, from the Andean mountains to the tropical
forests, but little is known of the process and timing of settlement. The relevance
of the high-altitude Andean plateau as a north—south corridor seems clear, but the
routes across the tropical forest (Lynch 1983) are controversial. Moraga et al. (2001)
point out the link between the prehistoric groups of the Azapa valley in the north of
Chile with Andean and Amazonian populations, suggesting an Amazonian origin
for the Andean groups. Rothhammer et al. (2001), in a genetic comparison between
Andean and Amazonian populations, suggested two migrations in South America,
one from the central and south Andean areas to the east of Brazil and the Argentine
pampas, and another eastwards to Venezuela and Guyana, arriving to the Brazilian
Amazon and the eastern slopes of the Andes through waterways of the Amazonian
river tributaries some 3500 years ago. Rothhammer et al. (2001) also believe that
present-day Andean natives are descendants of those Amazonian groups. However,
Dixon (2001) suggested that the coastal Pacific was the main path in the colonization
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of the continent, with inland movements and settlements. Coastal migrations may be
faster, whereas eastward migrations from the coast to the interior of the continent
may be much slower.

Linguistic studies seem to indicate that Moxos was populated through a series of
migrations. Arawak speakers might have arrived in Moxos in several waves. Noble
(1965) proposed a proto-arawakan migration by 3000—1500 BC from the headwaters
of Ucayali and Madre de Dios (in modern Peru), followed by a second wave of
Maipuran—Arawakan speaking groups. Lathrap (1970) also considered various
waves of Arawakan speakers, but placed their origin in the central Amazon, going
upstream north and south towards the Andes, displacing other groups that occupy-
ing the lands in their migration routes. These linguistic analyses are in general
accordance with the scenario reported by the initial European accounts of Moxos,
describing a complex linguistic configuration in which only two of the major groups
spoke Arawak languages (Block 1980). However, this linguistic model is far from
a satisfactory explanation for the peopling of this area.

Historical records, linguistic analyses and genetic studies are all informative
sources on the processes of modern human dispersal. America has always been con-
sidered a relatively simple example of human dispersal because of its unique entry
pathway through Beringia and its recent dispersal events. However, all the analyses
tend to depict a highly complex morphological, linguistic and genetic picture.
Although the overall process of occupation of America is fairly well known, the
local diversification and population interactions are not completely understood.
The present paper provides new data on the genetic variability of the lowland
Beni populations that may contribute to understand the process of human dispersal
in the lowlands of the Amazonian region.

1.1. Populations

When Jesuits arrived to Moxos by the end of the seventeenth century they sorted
the native populations of the savanna into distinct hierarchies based on the resources
controlled by each group at the moment of contact and their degree of cooperation
with the missionary schema (Block 1980). Moxo indians were considered one of the
most advanced tribes, with a well-developed agriculture, control of the major river
systems, a complex social structure, and large populations. The Movima occupied a
second rank in this hierarchy, they inhabited minor rivers and open savannas, and
practised a less sophisticated agriculture. The Yuracare were an even less structured
group, with no agricultural practices and a hunter—gatherer way of life.

1.1.1. Moxo (Ignaciano and Trinitario). ‘Moxo’ was the collective designation for
a specific group of populations living in the forests and prairies of the upper Mamoré
river, between Guaporé and Beni rivers, and speaking languages and dialects belong-
ing to the widespread Arawak stock, as it is recorded in the Mission Annals of South
America, from Jesuit sources. Their social structure and political organization, with
chiefs and division of labour, is in accordance with the hypothesis of a dense popu-
lation structure that constructed artificial hills and elevated ways, and used complex
techniques in agriculture to survive in a hard geological and climatic environment.
The earlier attempts to missionize the Moxos were unsuccessful. In 1686, Father
Cipriano Barace founded the first Mission, Loreto, followed by Trinidad in 1687.
Father Antonio de Orellana founded San Ignacio in 1689 and other Jesuits founded
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Table 1.  Census of the San Ignacio de Moxos Mission made in 1754 by an anonymous author
showing the name of each ethnic group (partiality) and their language (Block 1980).

Ethnic group Language name Language filiation
Punuana Moxo Moxo

Casabeono Moxo Moxo
Ovoropono Moxo Moxo

Ursiono Moxo Moxo
Tauribocono Moxo Moxo
Camamana Moxo Moxo
Parabocono Parabocono Moxo dialect
Caritsiriono Parabocono Moxo dialect
Arrebocono Arrebocono Moxo dialect
Monuveono Arrebocono Moxo dialect
Cayupina Docuicuna Moxo dialect
Moabocono Docuicuna Moxo dialect
Furiabocono Furiabocono another language
Chusebocono Chusebocono different of all them
Comovokono ? ?

Churimana Movima Movima

San Xavier in 1690, San José¢ in 1691 and San Borja in 1693. These six Missions soon
grouped close to 20000 Indians. In 1736, the number of Missions rose to about 20,
and the number of ‘converts’ increased to almost 50 000. In 1797, 30 years after the
expulsion of the Jesuits, this figure decreased to 20345 ‘souls’ in 11 Missions. The
Jesuits referred to each ethnic group within a Mission as ‘parcialidad’ (partiality).
Some strategies were used to join these ‘partialities’ (Barnadas 1985), but the main
one was the use of a unique language, spoken by the most numerous group or the
first group contacted. The census of Indians joining the missions reflected the ethnic
composition of each Mission (table 1). The San Ignacio and Trinidad Missions
are now occupied by the villages of San Ignacio and Trinidad, around which the
settlements of Ignaciano and Trinitario Indians are located. The estimated size of
these populations is around 4000 Ignaciano and 5000 Trinitario. Both groups still
speak their own, though closely related, languages. If other Moxo Indians living in
the area are considered, the whole population size of Moxo Indians is around 30 000
(Block 1980).

1.1.2. Movima. The history of this group is poorly known. Its presence in the
Llanos de Moxos is reported in Spanish documents, but few data are available. They
were ‘reduced’ by Jesuit missionaries between the end of the seventeenth and the
beginning of the eighteenth centuries, but remained unmixed to a certain extent and
their languages were spoken in their respective ‘reductions’: Movima in Santa Ana
de Yacuma in 1698; Cayubaba in Exaltacion in 1705 and Itonama in Magdalena in
1717. Between 1674 and 1700, the estimated number of Movima inhabitants was
20000, distributed in 80 villages (Block 1980), and around 6000 Movima Indians live
today in several communities surrounding the city of Santa Ana, in the province of
Yacuma in the Beni Department. They tend to concentrated near the Beni river,
where occasional hills afford relief from the annual deluge. Probably not more than
1000 still speak the Movima language, an unclassified language belonging to the
Equatorial-Tucanoan subgroup of the Amerindian stock (Ruhlen 1991).
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1.1.3. Yuracare. The Yuracare are mentioned in the early Jesuit accounts of
Moxos in 1674, but despite some sporadic attempts, they were never ‘reduced’.
The Jesuits were not especially interested in bringing this group into the ‘reduction’
system, probably because of their small population size, differences in their cultural
system and way of life. After the Jesuit expulsion, Franciscan priests founded some
Yuracare missions at the end of the eighteenth century, but with poor success
because the Yuracare did not adapt to the sedentary model of the ‘mission’. The
original Yuracare geographical distribution is not clear. Nowadays they live between
the headwaters of the rivers Secure and Ichilo, near the Andean foothills, but this
area may be the result of defensive migrations. They display greater adaptive
responses to forested environments than the Moxo and Movima, and their way of
life remains nomadic. They speak an unclassified and isolated language belonging to
the Ecuatorial-Tucanoan stock (Ruhlen 1991), and their population size has been
estimated in about 3000 people.

2. Methods

Samples for genetic analyses consisted of pulled-out hairs with preserved roots.
They were collected in several settlements in the Beni Department and stored in
sterile tubes until analysed in the laboratory. Strong selection criteria were applied
before collecting a sample. Family relationships and ethnicity were determined in situ
by a demographic survey simultancous to the sampling. Ethnicity was assigned
to individuals based on self-identification during an interview about their name,
birthplace, language and family affiliation. Only unrelated and unmixed individuals
were studied.

DNA was extracted using Chelex™ 100, as described by Walsh ez al. (1991).
A 401 bp DNA fragment from the Control Region of the Hypervariable Region I
of the mitochondrial DNA (mtDNA, HVR-I) molecule was analysed, from np
16000 to np 16400. The double-stranded DNA fragments were amplified by PCR
using primers L-15978 (5-CTACGCCAATCACTTTATTG-3') and H-16412
(5-GTGCGGGATATTGATTTCAC-3'), following a PCR protocol consisting of
34 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 54°C for 1 min and exten-
sion at 72°C for 1 min. After purification of PCR products with Microspin™™ S-300
HR columns (Pharmacia, Biotech), both DNA strands were sequenced separately in
an asymmetric PCR, using primers L-15978 (5-CTACGCCAATCACTTTATTG-3)
and H-16402 (5-TGATTTCACGGAGGATGGT-3'), following the standard pro-
tocol recommended for automatic direct sequencing by the kit manufacturer (Dye-
Terminator 2, Perkin-Elmer). The sequencing PCR protocol consisted of 34 cycles of
denaturation at 95°C for 10, annealing at 55°C for 30s and extension at 60°C for
30s. PCR purification was performed by salt/ethanol precipitation and the final
product was run in an automatic ABI PRISM 3700 sequencer at the ‘Serveis
Cientifico-Técnics’ of the University of Barcelona.

Two sets of sequence analyses were performed for each population: one using the
whole 401 bp mtDNA fragment obtained, and the other with a shorter fragment of
328 bp, coincident with that mostly described in the literature, for comparison with
other South Amerindian populations. In the 401 bp set (bp 16000 to bp 16400),
sequences were aligned and compared with the Cambridge Reference Sequence
(Anderson et al. 1981) using the CLUSTAL V software (Higgins et al. 1992).
The sequences had been previously assigned to the major Amerindian haplogroups
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by restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Bert et al. 2001). Mismatch
distributions and the mean pairwise sequence differences were calculated using the
ARLEQUIN 2000 package (Schneider et al. 2000) for each population. The phylo-
genetic relationships among sequences were determined by a Median Network analy-
sis using NETWORK 3.0.1.2 alpha version (Bandelt ez al. 1999). The phylogeny of
these lineages was also inferred from Neighbour Joining and Maximum Likelihood
phylogenetic analyses using PHYLIP 3.6 software (Felsenstein 1993). Analyses of
Molecular Variance (AMOVA) were performed using the ARLEQUIN 2000 pack-
age (Schneider et al. 2000) at various hierarchical levels, and under a linguistic cri-
terion of classification, to search for significant interpopulation variance between the
sets of populations obtained under these criteria. In the second set of analyses, the
shorter 328 bp fragment (bp 16056 to bp 16 383) was compared with other mtDNA
sequences of Native Americans (Handt et al. 1998, HVR-Base Version 1.0 alpha
release). Several molecular diversity indexes were calculated using the ARLEQUIN
2000 package (Schneider et al. 2000). Gene diversity was estimated using Nei’s (1987)
index and long-term genetic diversity was estimated as

K
0.577 + In(n — 1)

where K is the number of polymorphic sites, and » is the sample size. This seems to
be a reliable estimator of the evolutionary history of a population, because E(v) is
independent of haplotype frequencies, and measures a long-term average value rather
than a single-generation value (Excoffier and Langaney 1989). To test the neutral
mutation hypothesis, which considers the populations to be panmictic and in genetic
equilibrium, Tajima’s D statistic was calculated (Tajima 1989) for each population
separately. UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) trees
were built for all populations and haplogroups using the MEGA version 2.1 (Kumar
et al. 2001).

E(v) =

3. Results
3.1.  Control region sequence variation

Table 2 shows the 54 sequences obtained, showing their ethnic affiliation and
sorted by haplogroup. They sequences belong to 34 distinct lineages, defined by 41
variable nucleotide positions. It was found that 70.6% of these lineages were repre-
sented by single sequences. Ten individuals (18.5%) belonged to haplogroup A
(showing the transitions 16111 C—T, 16223 T—C, 16290 C—T, 16319A -G
and 16362 T — C, except individual Yur-311. Thirteen sequences (24.1%) belonged
to haplogroup B (all of them showing the 16 189 T — C transition and most bearing
the 16217 T — C transition). Twenty-seven samples (50.0%) belonged to haplogroup
C (exhibiting transitions 16223 C—T, 16298 T—C, 16325 T— C and 16327 C —
T). The 16325 T — C transition has also been described in Argentinecan Mapuche
(Ginther et al. 1993) and in some Amazonian samples (Santos et al. 1996). Three
sequences (5.6%) were included in the D haplogroup. Sample Tri-361, showing
transition 16290 C — T, could not be grouped with any known haplogroup.

3.2.  Median networks

Figure 2 shows the phylogenetic relationships between the mtDNA lincages
obtained with a median-network portrait. The lineages, labelled in table 2,
appear clearly clustered by haplogroups. The median network shows three main
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Figure 2. Median-joining network plot showing the genetic relationships between the lineages
reported in this study.

diversification centres. Lineage Cg, which includes five Movima, one Trinitario and
one Ignaciano, is the centre of a star-shaped group, from which new lineages derive
by single mutations. This type of lineage configuration is indicative of population
expansion (Forster et al. 1996). No clear haplotype differentiation by population was
detected, since identical haplotypes are shared by more than one population, as also
reported for Ngobe (Kolman et al. 1995), Kuna (Batista et al. 1995), Haida (Torroni
et al. 1993), Nuu-Chah-Nulth (Ward et al. 1991) and Mapuche (Ginther et al. 1993).

The analysis of the polymorphic sites in the network evidences a high degree of
molecular variability within the sample. Polymorphism at np 16217 appears three
times in the network and five times at np 16189, and both may have occurred
independently several times in separate lineages, including haplogroups devoid of
the Asian 9 bp deletion (Horai and Hayasaka 1990). All A, C and D lineages carry
a C—T transition at np 16223, and haplogroup C shows genetic homoplasies
generated by independent mutations at 16 192 and 16 287. The absence of mutations
at sites 16298 and 16327, and the T — C transitions at 16189 and 16 362 characte-
rize lineage D, which includes two Movima samples and one Ignaciano. Sample
Yur-311, previously typed as belonging to haplogroup A by RFLP (Bert et al.
2001), is at the beginning of the diversification branch of its haplogroup, and
shows transitions at bp 16223 C—T and 16189 T — C. The other lineages of the
same haplogroup show the transitions C— T at 16111 and 16290, T— C at 16319
and 16362, and loss of the 16189 T — C. In the network, haplogroup A spreads
from a centre formed by two Ignaciano, two Yuracare and one Trinitario lineages.
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mtDNA diversity in the Llanos de Moxos 19

The B haplotypes show loss of the transition at bp 16223 and a transition gain at bp
16217. The Bg lineage is formed by one Ignaciano, one Yuracare and one Movima
lineages. This branch is also radial-shaped but lacks a main central lineage. The great
length of its branches suggests a longer time of expansion than for haplogroup C.
Haplotype diversity values were not used to calculate coalescence times because of
the controversy regarding the evolutionary model for the mtDNA control region
(Schneider and Excoffier 1999), the uncertainties about the average mutation rate
(Parson et al. 1997) and the discrepancies in the timing of population movements in
lowlands and highlands of South America.

3.3.  Pairwise differences distribution

= Pairwise mismatch distributions were calculated for the whole sample from
S Llanos de Moxos, as well as for each population considered (Ignaciano,
‘i' Trinitario, Movima and Yuracare). The mismatch distribution (figure 3) of the
= whole sample shows a clear bimodal pattern, with a main peak at nine differences
E A)0,16 1
:'—g 0,14 -orsmreerrmr e % ————————————————————————————————————————————————
g o O B % ————————————————————————————————————————————————
= g O 7N e
SRS 5 % 7 / % / % %
HI TR T R D1 —
23 T B O
ARARRAE AN
1 I’E BN RN R RN .
RS AN
: NEBRANRRENY
SIRERREEREE R R N
3 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
S Pairwise Difference
QE B) 03 -
2 0,25 1
E
T L 027
< 20,15-

= 0,1 1

0,05 -
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15

Pairwise Difference

— — — Yuracare Ignaciano Movima = = = Trinitario

Figure 3.  Pairwise mismatch distributions (a) for all the populations studied, (b) for each popula-
tion, and (c) for haplogroups A, B and C with all the populations.
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Figure 3. Continued.

and a smaller one between two and four differences. The average number of pairwise
differences is 6.10 +2.95. The Yuracare also show a bimodal distribution, with a
major peak at nine differences and a lower one at two differences, the average
number of pairwise differences being 6.68 +3.34. The mismatch distribution of
both Arawak-speaking populations, Ignaciano and Trinitario, are very similar,
showing a clear peak at nine differences and a smaller one around two to four
differences, which corresponds to their common ethnic affiliation. The Trinitario
pairwise distribution shows an additional peak at one difference, with an average
number of pairwise differences of 7.10 4 3.58, and the Ignaciano population has an
average value of 6.78 +3.38. If both groups are considered together, the mean pair-
wise difference is 6.78 £ 3.30 and the mismatch distribution shows the same profile.
The Movima population has a clear unimodal distribution, with a peak at three
differences and a mean number of pairwise differences of 2.94 £ 1.65, clearly lower
than that of the other populations studied. The mismatch distribution of the Moxo
Arawakan-speaking populations (Trinitario and Ignaciano) is identical to that of the
whole Llanos de Moxos sample, which may point to the influence of the Moxo
Indians in this geographic context. The mismatch distribution analysis was also
carried out for each haplogroup, except for haplogroup D given its small sample
size. The distribution of the pairwise differences is bimodal for haplogroups A and B.
Haplogroup A shows peaks at one and five differences, with an average number of
pairwise differences of 2.31 4+ 1.3, and haplogroup B shows peaks at two and four
differences, with a mean pairwise difference of 3.02 £ 1.68. The distribution of hap-
logroup C is unimodal, with a peak at two differences and a mean pairwise difference
value of 2.43 +1.36.

3.4.  Analysis of molecular variance

The AMOVA test measures the percent of the total variance observed in the
distribution of the populations that can be attributed to (1) the within-population
variance, (2) the among-groups population variance and (3) the among-population
within-group variance (Excoffier et al. 1992). The test was performed at several
hierarchical levels in the studied sample: (1) the whole sample as a single population,
(2) using linguistic criteria for classifying groups, and (3) comparing pairs of
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populations to determine whether interpopulation variance was significant and
whether the groups were genetically distinguishable. Most of the variance observed
was due to intrapopulation variability within the sample (table 3). At the first level,
considering all the groups together, the AMOVA shows very significant intrapopu-
lation variability with 97.4% of the total variance being caused by within-population
differences. Similar results were obtained in a previous AMOVA RFLPs study (Bert
et al. 2001), in which the Movima were found to be responsible for most of the
variance observed. At the inter-population level, the high values of among-groups
molecular variance, combined with low values of among-populations within-group
variance, points to the reliability of the clustering criteria and the genetic proximity
of these populations. The highest among-groups variance values were obtained when
linguistic criteria were used, by comparing the Equatorial-speaking populations
(Ignaciano, Trinitario and Yuracare) versus the Tucanoan-speaking group
(Movima), which indicates the relevance of language diversification in the config-
uration of the Llanos de Moxos population. Similar results are obtained if further
linguistic distinctions are made by comparing the Equatorial Arawakan-speaking
populations (Ignaciano and Trinitario), the isolated Equatorial-speaking Yuracare,
and the Tucanoan-speaking Movima.

3.5.  Sequence diversity analysis
Sequence diversity values for all the samples are shown in table 4, considering

2 only the short 328 bp fragment (np from 16 056 to 16 383) for comparison with other
It Amerindian populations (Ginther et al. 1993, Santos et al. 1994, Kolman et al. 1995,
= Batista et al. 1995, Ward et al. 1996). The diversity values (%) obtained are very
g similar in all the populations considered except for the Movima, which shows the
g lowest value of nucleotide diversity (m=0.009). This is one of the lowest figures
2
Table 3.  AMOVA values for the Llanos de Moxos population.
AMOVA values (%)
a b c

One group with all populations 2.6 97.4

Equatorial group/Tucanoan group 7.1 -0.7 93.7

Ignaciano—Trinitario/Yuracare/Movima 6.9 -3.2 96.2

Variance components: a = among groups; b = among populations within groups; ¢ = within populations.

Table 4.  Sequence diversity parameters for the populations reported in this study.
% single
Population N n k lineages h+SD 7w+ SD E(v) Tajima’s D(p)
Yuracare 15 11 22 72.7 0.95244+0.0403  0.0204+£0.0114 6.84 —0.049 (0.495)
Movima 12 8 12 75.0 0.89394+0.0777  0.0090 £0.0056  4.03  —1.093 (0.151)
Moxo* 27 20 31 85.0 0.9772+0.0171  0.0196+£0.0106  8.08  —0.736 (0.248)
Ignaciano 15 11 23 81.8 0.9619+0.0399  0.0195+£0.0109 7.15  —-0.394 (0.370)
Trinitario 12 11 22 90.9 0.9848 +0.0403  0.0207+£0.0118  7.39  -0.292 (0.409)
Total 54 32 39 71.9 0.9588+£0.0156  0.0180£0.0097 8.57 —1.035 (0.157)

N, number of individuals; n, number of different lineages; k, number of polymorphic sites; s, gene
diversity; 7, nucleotide diversity; E(v), long-term nucleotide diversity.
*Values obtained for the whole Moxo Indian populations studied (Ignaciano and Trinitario joined).
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found in the New World, similar to the values found in the Huetar (0.011), the
Xavante (0.009) and the Kuna (0.01). The highest values of nucleotide diversity
observed were 0.0207 for the Trinitario and 0.0204 for the Yuracare. These are
among the highest values obtained in the Amerindian populations, similar to that
reported for the Mapuche (7=0.018). The highest long-term nucleotide diversity
observed was found in the Moxo population, E(r)=28.08, and the lowest in the
Movima group, E(v)=4.03.

3.6.  Phylogenetic analyses

To compare the Llanos de Moxos sequences with a representative South
Amerindian sample, an UPGMA tree was generated with the 328 bp DNA fragment.
Three hundred and fifty-two sequences, including the samples studied here, were
analysed. These include the Pima, n=41 (Kittles ez al. 1999), Mapuche, n=39
(Ginther et al. 1993), the Zoro, n=29, Gaviao, n=28, and Xavante, n=25 (Ward
et al. 1996), the Ngobe, n =46 (Kolman et al. 1995), the Kuna, n =63 (Batista et al.
1995) and the Huetar, n =27 (Santos et al. 1994). The resulting UPGMA tree (figure 4)

0.00{|

A\ Ignaciano
A Trinitario
O Movima
O Yuracare

Figure 4. UPGMA tree showing the locations of the sequences reported in this study within a sample
of South Amerindian sequences available in the literature.
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shows that the Beni populations include, in the one hand, sequences that are also
present in other groups of the continent and, on the other hand, unique sequences
exclusive of the Beni area, either in the Ignaciano, Trinitario, Movima or Yuracare
populations.

4. Discussion

The genetic analysis of the autochthonous populations inhabiting the lowlands of
the Beni Department in Bolivia shows that they constitute one of the most diverse
human groups in the whole American continent. Their levels of mtDNA diversity are
even higher than those found in the most variable Amerindian groups, especially
considering that they occupy a much smaller region. This may be indicative that
these populations underwent a long process of genetic diversification, sharing a deep-
in-time ancestry, most probably based on processes of reproductive isolation, genetic
drift, population expansions and recent migratory movements. The presence of all
four major Amerindian haplotypes in the studied area is consistent with their
Amerindian background. The mtDNA sequences obtained show that the popula-
tions from Beni include ancestral lineages that probably result from isolation and
long-term tribalization processes, rather than from admixture with ancient migrants
from distant regions. The genetic isolation of local groups may have induced an early
reduction in gene flow, allowing the differentiation through genetic drift and natural
selection. However the environmental constraints imposed by geographic and demo-
graphic pressures may also have favoured, at least to a certain extent, genetic admix-
ture among local populations.

The presence of distinct lineages, not described in other Amerindian groups so far,
in nearly all haplogroups of the studied sample suggests either that the population
from Beni did not pass through a bottleneck or that recent processes of migration
and genetic admixture took place in the area. Both processes may account for the
high levels of genetic diversity observed. For instance, the Moxo populations may
result from the aggregation of a great number of Arawakan-speaking populations
‘reduced’ by the Jesuits in the sixteenth century, whereas other tribes, such as the
Movima, originated from reductions formed by groups with a single ethnic origin.
Likewise, the Movima population, which belongs to the Macro-Tucanoan-speaking
stock (Ruhlen 1991), was partially integrated into the Arawakan populations after
migration from its original distribution area, carrying its own distinctive genetic
characteristics and evolutionary history.

Such patterns of complex demographic interactions among local and migrant
groups produced a highly heterogencous genetic background in the Beni region.
However, the AMOVA values observed suggest that the intra-tribal genetic homo-
geneity is higher than the intra-regional genetic homogeneity. This is consistent with
the hypothesis of an early tribalization process that significantly reduced the gene
flow between populations. Therefore, the reproductive isolation of small demes and
genetic drift can be claimed as the major diversifying forces of the South Amerindian
populations and for the lowlands in the Amazonian region, as suggested by
Merriwether et al. (1995). The concordance of high genetic, linguistic and cultural
variability in the Beni area also supports this view. Nevertheless, the role of recent
migratory movements, genetic admixture, and gene flow among local populations
cannot be ruled out, although population size bottlenecks or expansions may not have
been of major significance in the studied area. Torroni et al. (1993) have suggested
that a high incidence of private mtDNA polymorphisms and a limited distribution of

RIGHTS

173

; 1f‘d



Ann Hum Biol Downloaded from informahealthcare.com by Joaquin Ibanez Esteb on 12/07/10

REVISE PROOFS 11/12/03 Annals of Human Biology I:/T&F UK/Tahb/Tahb31-1/TAHB-100570.3d

For personal use only.

24 F. Bert et al.

shared mtDNA mutations may support a hypothesis of early tribalization model for
Native Americans, which seems to be the case also for the Beni region. In conclusion,
The Moxo populations might have resulted from a continued process of coloniza-
tion, without significant population bottleneck processes, and with limited admixture
between linguistic stocks, at least until the generalization of the Jesuitic ‘reductions’.
The genetic influence of Andean, high-altitude adapted populations in the Beni area,
though still unknown, might not have been of great relevance.
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Zusammenfassung. Hintergrund: Movima, Yuracare, Ignaciano und Trinitario sind indianische
Bevélkerungen, die im Unterland Boliviens im Amazonasbecken leben. Uber die kulturellen und genet-
ischen Ahnlichkeiten der in diesem Gebiet lebenden Populationen ist trotz vieler archdologischer
Untersuchungen, die ihre Bedeutung in priakolumbischer Zeit demonstrieren, sehr wenig bekannt.
Bevolkerungsreiche indianische Gruppen okkupierten die Region sowohl in den Llanos und entlang der
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Fliisse des Amazonasbeckens und betrieben Landwirtschaft und Giiteraustausch. Die historischen und
linguistischen Aufzeichnungen deuten darauf hin, da das Land durch aufeinander folgende Migration
besiedelt wurde, was einen Anstieg zu komplexen sozio-6konomischen Gemeinschaften zur Folge hatte.
Die genetischen Informationen deuten darauf hin, daB die Besiedelung des amerikanischen Erdteils aus der
Sicht der Emigranten relativ einfach war, aber andere Evolutionsprozesse, wie zum Beispiel genetische
Drift oder natiirliche Selektion, konnten auch den genetischn Hintergrund der gegenwirtigen
Bevolkerungen der Beniregion geformt haben.

Ziel: Das Ziel dieser Studie ist es, die genetische Vielfalt dieser Bevolkerungen durch eine Analyse der
Sequenzvariabilitit der HVR-I kontrollierten Region der mitochodrialen DNA (mtDNA) zu beschreiben.
Der indianische Ursprung dieser Bevolkerungen deutet darauf hin, daB3 enge genetische Ahnlichkeiten
zwischen den hier untersuchten Beni-Gruppen und anderen indianischen Gruppen offensichtlich sind.
Jedoch kénnten auch die komplexen Prozesse der Populationsinteraktionen und/oder Isolation in der
Beniregion in unerwarteten genetischen Ahnlichkeiten resultieren.

Material und Methoden: Die DNA wurde extrahiert aus gezogenen Haare, die in situ von nicht verwandten
Individuen der Beni-Region in Bolivien stammten. Die DNA wurde mit Hilfe der Standard ChelexTM 100
Methode extrahiert und ein 401 bp DNA Bruchstiick der HVR-I Region unter Benutzung spezifischer
Primer (L-15978 und H-16412) amplifiziert. Die DNA-Amplifikate wurden durch Zentrifugation mit Hilfe
der MicrospinTM S-300 HR columns gereinigt und beide SNA Strdange nach asymmetrischer PCR unter
Benutzung des Dye-Terminator 2 Sequencing Kids (Perkin-ELMER) sequenziert. Fiir jede Probe wurden
zwei unabhéngige 401 und 328 bp DNA Bruchstiicke separat sequenziert. Die Sequenzeanalysen schlossen
mismatch-Verteilungen und mittlere paarweise Differenzen, Median-Netzwerk-Analysen und Neighbour-
Joining sowie Maximum-Likelihood Phylogenievergleiche ein. Die genetische Vielfalt der DNA Sequenzen
wurde ebenfalls mit verschiedenartigen Mo6glichkeiten fiir die untersuchten Proben gemessen und es wur-
den UPGMA-Bidume gezeichnet, einschlieBlich einer groe Anzahl von Sequenzen siidamerikanischer
Indianer.

Ergebnisse: Die genetische Vielfalt der 401 Nukleotid langen mtDNA Sequenzen in der hypervariablen
Kontrollregion von den Positionen 16 000 bis 16 400 wurde in einer Probe von 54 Amerindians, die in den
Llanos de Moxos leben, charakterisiert. Es wurden insgesamt 34 distinkte Abstammungen beobachtet,
definiert durch 41 variable Nukleotidpositionen; 71% aller Abstammungen waren Einzelsequenzen. Alle
vier groBeren indianischen Haplogruppen waren nachweisbar (A 18,5% n = 10; B 24,1% n = 13; C 50,0%
n =27 und D 5,6% n = 3). Die Median-Netzwerk-Analyse zeigte Hinweise darauf, dal die Prozesse der
Bevolkerungsexpansion in  der Beni-Region stattfanden. Jedoch war keine eindeutige
Haplotypdifferenzierung durch Bevolkerungen nachweisbar. Innerhalb der Proben waren ein hoher
Grad der molekularen Variabilitit und eine bimolare paarweise mismatch-Verteilung zu sehen. Die
Analysen der molekularen Varianz (AMOVA) zeigten, daB die meisten der beobachteten Varianzen auf
Intrapopulationsvariabilitidt zuriickzufithren sind und die groBte Zwischengruppenvarianz beobachtet
werden konnte, wenn linguistische Klassifikationskriterien verwendet wurden. Der phylogenetische
Vergleich legt einzigartige Abstammungen in der Beni-Region offen, von denen bisher von anderen india-
nischen Populationen nicht berichtet wurde.

Schlufifolgerungen: Die genetische Verteilung, die in der Beni-Region beobachtet wurde, ist groBer als bei
anderen bisher untersuchten amerikanischen Bevolkerungen, die in einem viel groBeren Gebiet leben und
eine lidngere, bekannte Entwicklunggeschichte haben, trotz des eingeschrinkten Areals von Moxos. Dies
konnte das Resultat aus Prozessen reproduktiver Isolation zwischen den Gruppen sein, gefolgt von
Bevolkerungsexpansion und Migration, wobei die grofte entwicklungsmiBige Kraft bei der
Populationsdifferenzierung die genetische Drift haben konnte.

Resume. Arriere-plan: Les Movima, Yuracare, Ignaciano et Trinitario sont des populations amérin-
diennes vivant dans les basses terres du bassin amazonien de Bolivie. On sait peu de choses quant aux
affinités culturelles et génétiques des populations de cette région en dépit de nombreuses recherches
archéologiques qui ont montré son importance pendant la période pré-colombienne. Des groupes amér-
indiens occupaient densément la région, aussi bien dans le Llanos que le long des cours d’eau du bassin de
I’Amazone, pratiquant d’intenses activités culturelles et d’échanges de marchandises. Les documents his-
toriques et linguistiques indiquent que le territoire a été occupé 4 la suite de migrations successives qui ont
donné naissance a des communautés socio-¢conomiques complexes. Les informations génétiques suggeérent
que la colonisation du continent américain a été relativement simple du point de vue migratoire, mais
d’autres processus évolutifs comme la dérive génique ou la sélection naturelle auraient pu modeler le
patrimoine génétique des populations actuelles de la région du Béni.

But: Cette ¢tude cherche a caractériser la diversité génétique de ces populations par I'analyse de la
variabilit¢ de séquence de la région de contréle de HVR-I de ’ADN mitochondrial (ADNmt).
L’origine amérindienne de ces populations laisse supposer I’existence de fortes similitudes génétiques
entre ces échantillons du Béni et d’autres groupes amérindiens, mais les interactions complexes de ces
populations ainsi que les isolements qu’elles ont pu traverser dans cette région, pourraient se traduire par
des affinités génétiques inattendues.

Sujets et méthodes: L’ADN a été extrait de cheveux prélevés in situ sur des personnes ne partageant pas de
parenté proche et qui vivaient dans le département du Béni en Bolivie. L’ADN a été extrait par une
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méthode Chelex™ 100 standard et un fragment ’ADN de 401 bp de la région HVR-1, amplifié a I'aide
des primers spécifiques (L-15978 et H-16412). Les amplicons d’ADN ont été purifiés par centrifugation par
des colonnes Microspin™ S-300 HR et les bandes SNA séquencées aprés PCR asymétrique par le matériel
de séquenpage Dye-Terminator 2. Deux fragments d’ADN indépendants de 401 et 328 bp ont été
séquencés séparément pour chaque échantillon. Les séquences d’analyse incluent les distributions de
non concordance, les différences moyennes par paires, I'analyse médiane de réseau et les comparaisons
phylogénétiques par maximum de vraisemblance de la jonction de voisinage. La diversité génétique des
séquences d’ADN a également été mesurée de différentes manieres pour 1’échantillon étudié¢ et des den-
drogrammes UPGMA incluant un grand nombre de séquences sud-américaines ont €té tracés.
Résultats: La diversité génétique de séquences longues de 401 nucléotides de ’ADNmt dans la région de
controle hypervariable entre les positions 16000-16400 a été caractérisée dans un ensemble de 54 ameér-
indiens vivant dans le Llanos de Moxos. On a observé un total de 34 lignages distincts définis par 41
positions variables de nucléotides et 71% de tous les lignages ¢taient des séquence uniques. Quatre
haplogroupes amérindiens majeurs ont été détectés (A 18,5%, n=10; B 24,1%, n=13, C 50,0%
n=27; and D 5,6%, n=3). L’analyse médiane de réseau suggere que des processus d’expansion de
population se sont produits dans la région du Béni, bien qu’on n’ait pu détecter aucune différenciation
populationnelle d’haplotype. De hauts niveaux de variabilité moléculaire et une distribution bimodale de
non concordance par paire ont été constatés. Les analyses moléculaires de variance (AMOVA) montrent
que la plus grande partie de la variabilité observée est d’ordre intrapopulationnelle et que les plus fortes
variances intra-groupe sont obtenues lorsqu’on utilise des critéres linguistiques de classification. La com-
paraison phylogénétique révele dans des zones du Béni, des lignages uniques qui n’ont pas été décrits chez
d’autres populations amérindiennes.

Conclusions: La diversité génétique observée dans la région du Béni est malgré I’exiguité de la région de
Moxos, plus élevée que celle d’autres populations américaines dont on connait la longue histoire et qui
vivent dans des aires beaucoup plus vastes. Ceci pourrait provenir de processus d’isolement génétique entre
les groupes, suivis d’expansions et de migrations, dans lesquelles la dérive génétique pourrait avoir tenu un
role de différenciation majeur.

Resumen. Antecedentes: Movima, Yuracare, Ignaciano y Trinitario son poblaciones amerindias que
habitan las tierras bajas bolivianas de la cuenca amazonica. La afinidad cultural y genética de las gentes
que habitan este area es poco conocida, a pesar de los muchos estudios arqueologicos que demuestran su
importancia en las épocas precolombinas. La region estuvo ocupada por grupos amerindios, densamente
poblados, tanto en los Llanos como a lo largo de los rios de la cuenca del Amazonas, que practicaban
actividades de agricultura intensiva e intercambio de bienes. Los registros historicos y lingiiisticos indican
que la tierra fue ocupada a través de sucesivas migraciones que dieron lugar a complejas comunidades
socioeconomicas. La informacion genética sugiere que la colonizacion del continente americano fue bas-
tante simple desde el punto de vista de la emigracion, pero otros procesos evolutivos, como la deriva
genética o la seleccion natural, podrian haber modelado también el patrimonio genético de las poblaciones
actuales en la region de Beni.

Objetivo: El objetivo de este estudio es caracterizar la diversidad genética de estas poblaciones, mediante el
analisis de la variabilidad de la secuencia de la region control HVR-I del ADN mitocondrial (ADNmt). El
origen amerindio de estas poblaciones sugiere que deberian ser evidentes las estrechas similitudes genéticas
entre las muestras Beni aqui estudiadas y otros grupos amerindios. Sin embargo, los complejos procesos de
interaccion entre poblaciones y/o de aislamiento en la region Beni podrian manifestarse en afinidades
genéticas no esperadas.

Sujetos y Métodos: Se extrajo el ADN a partir de cabellos con raiz, obtenidos in situ de individuos no
emparentados estrechamente, que residian en el Departamento Beni de Bolivia. El ADN se extrajo
utilizando un método estandar Chelex™ 100 y se amplifico un fragmento de ADN de 401 pb de la region
HVR-I utilizando primers especificos (L-15978 y H-16412). Los amplicones de ADN fueron purificados
por centrifugacion utilizando columnas Microspin™ S-300 HR y ambas hebras SNA fueron secuenciadas
después de una PCR asimétrica, utilizando un kit de secuenciacion directa Dye-Terminator 2 (Perkin-
Elmer). Se secuenciaron dos fragmentos de ADN independientes de 401 y 328 pb por separado en cada
muestra. Los analisis de secuencias incluyen distribuciones mal emparejadas (“‘mismacht”) y diferencias
medias entre pares, analisis “median network™ y agrupamiento del vecino mas proximo (“neighbour
joining”), y comparaciones filogenéticas por maxima verosimilitud. La diversidad genética de las secuen-
cias de ADN se midi6 también de varias formas en la muestra estudiada y se disefiaron 3 arboles UPGMA,
que incluian un gran nimero de secuencias de amerindios del sur.

Resultados: Se caracterizo la diversidad genética de secuencias de ADNmt de 401 nucledtidos de longitud
en la region control hipervariable, desde las posiciones 16.000 a 16.400, en una muestra de 54 amerindios
residentes en los Llanos de Moxos. Se observaron un total de 34 linajes diferentes, definidos por 41
posiciones nucleotidicas variables, y un 71% de todos los linajes fueron secuencias unicas. Se detectaron
los 4 haplogrupos amerindios principales (A 18,5%, n = 10; B 24,1%,n = 13, C 50,0% n = 27,y D 5,6%,
n = 3). El analisis “‘median network” sugiere que en la poblacion Beni tuvieron lugar procesos de expan-
sion poblacional. Sin embargo, no se pudo detectar una diferenciacion haplotipica clara entre poblaciones.
Dentro de la muestra se han observado elevados niveles de variabilidad molecular y una distribucion
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“mismatch” bimodal entre pares. Los analisis de la varianza molecular (AMOVA) mostraron que la
mayor parte de la varianza observada se debia a la variabilidad intrapoblacional, y que la mayor varianza
entre grupos se obtuvo cuando se utilizo un criterio de clasificacion lingiistico. La comparacion filogen-
ética reveld linajes unicos en las areas Beni, no reportados para otras poblaciones amerindias.
Conclusiones: A pesar de lo reducido del area de Moxos, la diversidad genética observada en el area Beni es
mayor que la observada en otras poblaciones amerindias residentes en areas mucho mayores y con una
historia evolutiva larga y conocida. Esto podria ser el resultado de procesos de aislamiento reproductor
entre grupos, seguido por expansiones y migracion de la poblacion, donde la deriva genética podria haber
sido una fuerza evolutiva principal en la diferenciacion de la poblacion.
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Se han realizado pocos estudios que intenten dilucidar el poblamiento de las regiones
de contacto entre el altiplano Andino y la cuenca Amazodnica. El presente estudio, basado en
la descripcion y comparacién de la region hipervariable I del ADN mitocondrial de
poblaciones Andinas y del Piedemonte de Bolivia intenta aportar informacion sobre el
poblamiento de esta region y su historia demografica. El Piedemonte boliviano corresponde a
la region de transicion entre los valles y serranias mas occidentales de los Andes,
denominadas Yungas y las llanuras mas orientales de la regidn amazonica (Llanos de
Moxos). El area esta habitada por poblaciones Mosetén y Chimane de habla Pano y en las
zonas mas elevadas correspondientes a la zona andina poblaciones Quechua y Aymara.

Aunque existen algunas controversias, parece que durante el poblamiento de la
region, todos los estratos ecoldgicos fueron rapidamente ocupados tanto las zonas altiplanicas
como en las costeras y amazonicas. Segun Salzano y Callegari-Jacques (1988) el altiplano
debid actuar como un corredor norte-sur para los humano asentados en la zona pero el paso a
regiones tropicales dista mucho de ser determinado. Rothammer et al. (2001), observando el

analisis entre la distancia genética de poblaciones andinas y amazonicas; sugirio la existencia
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de dos rutas principales de migracion en Sudamérica a partir del istmo de Panama a finales
del Pleistoceno. La primera migracion desplazdndose hacia el sur a lo largo de la region
andina de Colombia, Ecuador y Pert hasta llegar al noroeste de Argentina, este de Brasil y
pampa Argentina y una segunda migracion desplazandose hacia el este hasta Venezuela y el
sur de la Guayana para mas tarde adentrarse hasta la region amazdnica de Brasil desde
donde, siguiendo los cursos de los rios amazdnicos, se expandieron al este y al oeste hasta
llegar a las primeras estribaciones de la cordillera andina hace unos 3,500 afios. Las actuales
poblaciones andinas serian los descendientes de éstas poblaciones de origen amazonico.

El total de poblacion Chimane ronda los 4000 individuos Diaz Astete y Murillo
(1998) y se distribuyen en las cuencas altas del rio Beni, es una poblacion semindmada que
desplazan su asentamiento de forma estacional siguiendo la disponibilidad de los recursos,
practican una agricultura aparentemente rudimentaria donde las plantas cultivadas son la
yuca, el camote y el maiz. La primera informacidn de esta poblacion data de 1621 con la
llegada del cura franciscano Gregorio de Bolivar (Chichdn 1992) que llego al alto Beni con la
intencion de cristianizar a las etnias de la region, después de €ste hubo a lo largo de siglos
diferentes tentativas para introducir la religion catdlica. (D’Orbigny 1944, Vargas Ugarte
1964, Altamirano, 1979).

La poblacion Mosetén se estima en unos 1300 individuos Diaz Astete y Murillo
(1998) que se distribuyen en las colinas mas orientales de los Andes, los Mosetén
acostumbran a realizar pequefios desplazamientos en busca de terrenos agricolas adecuados
cuando los originales pierden su fertilidad, cultivan arroz, yuca y cacao, como los Chimane
con los que comparten una lengua semejante y unas practicas de a la pesca, caza y
recoleccion parecidas.

Por otro lado la poblacion Quechua constituye, en numero la principal etnia de la
zona Andina y Subandina, la lengua Quechua junto la Maya y la Guarani es una de las tres
lenguas autdctonas mas habladas en Sudamérica.

La poblacion Aymard que vive alrededor del lago Titicaca en Bolivia y Pert
constituye otro grupo humano en la region andina.

El ADN se extrajo a partir de muestras de bulbos capilares extraidas “in situ .

Se estudiaron un total de 46 muestras de individuos no emparentados de los
asentamientos Fatima de Chimanes, Santa Ana de Mosetenes, Yucumo, Totaizal, San Borja 'y
Palos Blancos. Las muestras fueron guardadas en tubos eppemdorfs estériles hasta el

laboratorio donde se procedio a su analisis. Todas las muestras fueron recogidas en base a los
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estandares éticos del comité responsable en experimentacion humana y con la Declaracion de
Helsinki de 1975 y revisada en 1983.

Todos los individuos dieron su consentimiento para la obtencidon de muestras.

La extraccion de ADN se realizé utilizando Chelex™ 100 tal y como describe Walsh
et al. (1991). Se analiz6 un fragmento de 401 pares de bases de la regién de control del
segmento I (HVSI) del ADN mitocondrial desde la posicion 16,000 a la 16,400. Los
fragmentos de las dos cadenas de ADN se amplificaron utilizando los primers:

L-15978 (5’-CTACGCCAATCACTTTATTG-3’)
H-16412 (5’-GTGCGGGATATTGATTTCAC-3’)

Siguiendo los protocolos estandar de la PCR. Después de su purificacion con
columnas Microspin™ S-300 HR (Pharmacia, Biotech) ambas cadenas de ADN fueron
secuenciadas directa y separadamente en una PCR asimétrica usando los primers o
cebadores:

L-15995 (5’-AATTCTCACCCCTAGCTCC-3") y
H-16402 (5’-TGATTTCACGGAGGATGGT-3")

Utilizando los protocolos estandar recomendados ( Dye-Terminator 2, Perkin-Elmer)
para la secuenciacion directa automatica.

La purificacion del producto se realiz6 mediante precipitacion de Fenol/Etanol y el
producto resultante se analizd con un secuenciador ABI PRISM 3700 en los Serveis
Cientifico-Tecnics (SCT) de la Universidad de Barcelona.

Se realizaron dos tipos de analisis de las secuencias de ADN para cada poblacién: la
primera utilizando el fragmento de 401 pb y otro mas corto de 328 pb coincidente con el
fragmento mds utilizando en la literatura sobre otras poblaciones Sudamericanas. Las
secuencias fueron comparadas con la secuencia de referencia de Cambridge (Anderson et al.
1981).

Las secuencias fueron alineadas el programa CLUSTAL V (Higgins et al. 1992) y se
eliminaron del andlisis las variaciones homopoliméricas de citosina comprendidas entre las
posiciones 161821 16186.

Los individuos habian sido previamente tipados y asignados a cada uno de los cuatro
haplogrupos de ADN mitocondrial utilizando enzimas de restriccion (Bert et al. 2001).

Las secuencias se analizaron para el fragmento de 401 pb, se observaron las
diferencias de secuencia, la “mismatch distribution” y el “mean pairwise” utilizando el

programa ARLEQUIN 2001 (Schneider et al. 2000). La diversidad génica se estim6 con el
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indice de Nei (1987). También se calculd el estadistico Fs (Fu 1997) y la variabilidad
intrapoblacional (Ewens 1972). Se infiri6 un arbol filogenético “neighbour-joining”
utilizando el programa PHYLIP (Felsenstein 1993).

Para analizar la proporcion de variabilidad genética intra e inter poblacional de las
poblaciones estudiadas con otras poblaciones de Sudamérica (Tabla 4, ver articulo) y asi
hallar el grado de afinidad de las poblaciones del Piedemonte con las Andinas y las
Amazénicas se realizé el analisis AMOVA utilizando el programa ARLEQUIN 2001
(Schneider et al. 2000).

También se realiz6 un andlisis de componentes principales de los haplogrupos de
ADNmt utilizando el programa XLSTAT (7.5.2) (Fahny 1995)

La tabla 1 (ver articulo) muestra las 46 secuencias de la region HVSI del ADNmt
agrupadas por afiliacidn étnica. Se observan 37 posiciones nucleotidicas variables y un 66,7
% de los linajes son secuencias unicas. El 19,6 % de las secuencias pertenecen al haplogrupo
A, 69,5 % al haplogrupo B, tan solo una secuencia pertenece al haplogrupo C y tres al
haplogrupo D, ademas una secuencia, (Chimane 150) no pertenece a ninguno de los cuatro
linajes mitocondriales y se ha clasificado como “otros”.

La figura 2 (ver articulo) muestra las relaciones entre las secuencias mediante
“median-network plot”. La mayor parte de las secuencias quedan agrupadas por haplogrupos
y se hallaron haplotipos idénticos en secuencias del presente estudio con poblaciones del
Centro y Sur América, la poblacion Quechua se encuentra en la mayoria de los nodos del
grafico que sigue una morfologia radial; indicativa de una expansion poblacional, Forster et
al. (1996)

La “mismatch distribution” del conjunto de poblaciones muestra un patron bimodal
con un maximo principal para una diferencia y otro maximo secundario para siete
diferencias, la media de diferencias pairwise es de 4,66 £+ 0,97.

Los parametros de diversidad genética se han aplicado para todas las poblaciones
utilizando el fragmento corto de 328 pb de ADN. El valor mas bajo de diversidad
nucleotidica fue de 0,0065 en la poblacion Aymara y el valor mas alto fue 0,0240 en la
poblacion Mosetén. Los resultados fueron similares cuando se utilizé el indice mean pairwise
differences.

Cuando se aplicé el indice de diversidad génica, los valores mas bajos se hallaron en
poblaciones de Centro América como los Kuna con valores de 0,59 mientras que los

Quechua de la region de Arequipa, en los Andes obtuvieron valores de 0,98.
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Para comparar las poblaciones del Piedemonte andino con otras poblaciones
originarias del Centro y Sur de América, se analizaron 346 secuencias: Mapuche (Ginther et
al. 1993), Zoro, Gavaio y Xavante (Ward et al. 1996), Ngobe (Kolman et al. 1995), Huetar
(Santos et al. 1994) Quechua de Arequipa, Tayacaja, Quechua-Nmatsinguenga (Fuselli et al.
2003), Ancash (Lewis et al. 2004) Yanomama (Torroni et al. 1993) y Taino (Lalueza et al
2001).

La tabla 4 (ver articulo) muestra los valores de la matriz de distancia genética usando
la distancia genética de Tamura y Nei (1993), a partir de los valores de la distancia genética
se generd un arbol neighbour-joining donde se observan tres clusters.

El analisis de componentes principales presente en la tabla 6 (ver articulo), muestra la
distribucién de los cuatro haplogrupos en el conjunto de poblaciones estudiadas, la primer
componente es responsable del 45,3 % de la varianza y su distribucion esta correlacionada
con la frecuencia de la suma de los haplogrupos A y B versus la suma de los haplogrupos C y
D. La segunda componente principal es responsable del 28,6 % de la varianza y discrimina
respectivamente el haplogrupo A del B y el haplogrupo C del D.

Las poblaciones estdn graficamente distribuidas en el PCA en tres grupos
geograficos: el primero, constituido por poblaciones de Centro América, presenta frecuencias
elevadas del haplogrupo A, el segundo grupo esta formado por poblaciones del Norte y el
Centro de la region Andina con una frecuencia alta del haplogrupo B, el tercer grupo
constituido por poblaciones del Sur Andino y la Amazonia, con frecuencias elevadas de los
haplogrupos C y D. Existen algunas excepciones a esta distribucién como es el caso de los
Boruca de Centro América, los Xavante y Kraho de Brasil y los Ache de Paraguay que se
ubican en el grupo central andino y los Piaroa y Cayapa, poblaciones amazdnicas que quedan
fuera del cluster amazonico.

Las poblaciones del Piedemonte del Beni quedan en el grupo Norte Central Andino,
las poblaciones Aymara y Quechua del Beni pertenecen mayoritariamente al haplogrupo B y
quedan cercanos en el cluster, otras poblaciones Aymara y Quechua de otras regiones
muestran valores altos de variabilidad intragrupal hecho que hace que su distribucion en el
clister sea mas amplia, las poblaciones Chimane y Mosetén quedan también en el mismo
clister pero mas separados. La afinidad de las poblaciones del Piedemonte del Beni con el
grupo central andino se observa también cuando se aplica el analisis AMOVA indicando que

el criterio lingiistico es el que mejor explica la agrupacion.
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La mayoria de autores han sefialado la existencia de dos areas de discontinuidad
genética en Sudamérica, la zona Andina y la zona Amazdnica. La primera estd caracterizada
por la cordillera andina y las serranias pre-andinas que debieron ser colonizadas siguiendo la
linea de costa del pacifico asi como el corredor del altiplano como una via natural hace
aproximadamente 12 000 afios. La segunda zona incluye toda la cuenca amazdnica que se
debid colonizar desde la costa atlantica utilizando los cursos fluviales para llegar a los
distintos ecosistemas amazonicos. Las zonas mas australes del continente se poblaron a partir
de la costa tanto atlantica como pacifica a partir de pequefios grupos de cazadores
recolectores en diferentes olas migratorias. Las poblaciones que actualmente viven en esta
region presentan afinidad genética con las poblaciones amazonicas.

El Piedemonte es una region de transicién entre las zonas mencionadas y la
caracterizacion genética de las poblaciones que alli viven es todavia incompleta para revelar
el papel de ésta regién en el poblamiento de Sudamérica. El presente estudio intenta
dilucidar si las poblaciones del Piedemonte presentan una mayor similitud con las andinas o
con las amazodnicas o bien si son un grupo con caracteristicas propias distinto de sus vecinos.

Desde un punto de vista ecoldgico el ecosistema predominante del Piedemonte es el
de bosque tropical con pequefias zonas sub-tropicales, existe pues una mayor influencia de
los ambientes amazdnicos. Los patrones de asentamiento son también similares a los de
poblaciones tipicamente amazodnicas formados por pequefias poblaciones dispersas. Los
resultados obtenidos en el analisis PCA, AMOVA y de distancias genéticas, revelan que las
poblaciones que viven en el Piedemonte muestran una mayor similitud con el pool de
poblaciones del Centro y del Norte de los Andes que con las del Sur de los Andes o las de la
Amazonia. Estos resultados son los que cabria esperar de las poblaciones Aymara y Quechua
que mayoritariamente han vivido en la region andina, pero no para las poblaciones Chimane
y Mosetén que presentan caracteristicas mas propias de la zona amazonica. Los arboles
filogenéticos derivados de las distancias genéticas tienden a agrupar las poblaciones por
proximidad geografica y afinidad lingiiistica, las poblaciones del Piedemonte se agrupan
evidenciando un grado de flujo génico entre ellas, el hecho que la poblacién Quechua del
Piedemonte beniano muestre una mayor afinidad genética con la poblacién Aymara del Beni
que con otras poblaciones Quechua puede deberse a peculiaridades histérico-geograficas de
estas poblaciones. En la region Norte y Central de los Andes donde se desarrollaron
sociedades complejas durante siglos, hubo un aumento de la densidad poblacional (Stanish

2001) que permitié un mayor flujo génico en la region. La vasta zona andina debi6 funcionar
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como un territorio de homogenizacion genética comparado con otros héabitats de Sudamérica.
No esté claro si la existencia de sociedades complejas y altamente jerarquizadas operaban
como una barrera genética que evitase el flujo génico en poblaciones que, no olvidemos,
ocuparon un mismo territorio y que tenian sistemas econémicos y culturales muy parecidos
durante siglos.

Al borde la zona andina, el Piedemonte, valles de Ecuador, Pert y Bolivia los grupos
mas periféricos de poblacion Quechua experimentaron en diferente grado una mezcla
genética con las poblaciones autdctonas, asi mismo pasaron por diversos procesos de deriva
genética que produjo la diferenciacion genética que observamos en la actualidad. Las
poblaciones Quechua del presente articulo serian un ejemplo de éste tltimo caso.

Los valores obtenidos para algunos parametros genéticos a partir de las secuencias
del ADNmt en las poblaciones estudiadas indican que la diversidad genética en la region es
mayor que en otras grandes regiones de Sudamérica, éstos valores altos de diversidad
genética pueden indicar que la poblacién del Piedemonte no haya pasado por un “cuello de
botella” o lo que es mas plausible, la existencia de procesos migratorios recientes que
implicaron un mestizaje.

Los valores altos de diversidad genética concuerdan con la hipotesis de Salzano y
Callegari-Jacques (1988) que el area delimitada por el oeste de Bolivia y el norte del Chaco
argentino pudo ser un espacio de convergencia o divergencia genética.

Los resultados obtenidos revelan que el Piedemonte no fue una barrera genética en el
proceso de dispersion humana entre la zona andina y amazdnica sino mas bien un corredor
entre estas dos ecoregiones, a pesar de la permeabilidad del area, las poblaciones que
vivieron alli mantenieron de alguna forma su especificidad genética evidenciada por la
presencia simultanea de antiguos grupos de habla Tucano, de vestigios de la expansion
Arawak que llegaron posteriormente, de poblaciones aisladas que hablan lenguas Pano asi
como la llegada de poblaciones Aymard y Quechua de la zona andina que migraron a la zona

del Piedemonte boliviano.
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Abstract

Background: Chimane, Moseten Aymara and Quechua are Amerindian populations living in the
Bolivian Piedmont, a characteristic ecoregion between the eastern slope of the Andean mountains and
the Amazonian Llanos de Moxos. In both neighbouring areas, dense and complex societies have
developed over the centuries. The Piedmont area is especially interesting from a human peopling
perspective since there is no clear evidence regarding the genetic influence and peculiarities of these
populations. This land has been used extensively as a territory of economic and cultural exchange
between the Andes and Amazonia, however Chimane and Moseten populations have been sufficiently
isolated from their neighbour groups to be recognized as distinct populations. Genetic information
suggests that evolutionary processes, such as genetic drift, natural selection and genetic admixture have
formed the history of the Piedmont populations.

Aim: The objective of this study is to characterize the genetic diversity of the Piedmont populations,
analysing the sequence variability of the HVR-I control region in the mitochondrial DNA (mtDNA).
Haplogroup mtDNA data available from the whole of Central and South America were utilized to
determine the relationship of the Piedmont populations with other Amerindian populations.

Subject and methods: Hair pulls were obtained  situ, and DNA from non-related individuals was
extracted using a standard Chelex'™ 100 method. A 401bp DNA fragment of HVR-I region was
amplified using standard procedures. Two independent 401 and 328bp DNA fragments were
sequenced separately for each sample. The sequence analyses included mismatch distribution and
mean pairwise differences, median network analyses, AMOVA and principal component analyses.
The genetic diversity of DNA sequences was measured and compared with other South Amerindian
populations.

Results: The genetic diversity of 401 nucleotide mtDNA sequences, in the hypervariable Control
Region, from positions 16 000-16 400, was characterized in a sample of 46 Amerindians living in the
Piedmont area in the Beni Department of Bolivia. The results obtained indicate that the genetic
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diversity in the area is higher than that observed in other American groups living in much larger
areas and despite the reduced size of the studied area the human groups analysed show high levels of
inter-group variability. In addition, results show that Amerindian populations living in the Piedmont
are genetically more related to those in the Andean than in the Amazonian populations.

Keywords: mtDNA, sequence DNA polymorphism, native Americans, new world

Introduction

In recent years the number of genetic studies among Native Americans has constantly
increased. Most of these studies have focused on various aspects of the peopling of the
Americas: time of entry into the New World, number and principal migration routes,
and the source of this peopling. Despite the efforts to characterize the American peopling,
the knowledge of this process in areas like the Andean—Amazonian boundary is still full of
uncertainties. There is a lack of detailed knowledge of the demographic events that took
place in the region during pre-Columbian times and there are also few archaeological and
genetic data available. The present study focuses on the mitochondrial DNA (mtDNA)
diversity of some Amerindian populations living in the Piedmont area of the Beni
Department (Bolivia): Aymara, Quechua, Chimane and Moseten.

The Piedmont is the transition zone between the eastern valleys of the Oriental Andean
chain (called “Yungas’) and the tropical Amazonian plains (called ‘Llanos de Moxos’) and is
formed by parallel hills, NW-SE orientated, ranging from 250 to 2500m in height
(Figure 1). The predominant ecosystem is tropical forest shifting to sub-tropical, with a
higher influence of Amazonian than Andean in its composition. The area, inhabited at
present by the Chimane and Moseten, overlaps with the highland territories where Quechua
and Aymara populations have traditionally settled.

The peopling process and the genetic pool of the Andean and Amazonian area have been
considered using mtDNA and Y chromosome by several authors, including different
interpretations of the process and form of both cited aspects.

Despite some controversy, it seems clear that during the peopling process all ecological
strata were quickly occupied, from the Andean mountains to the coastal environments and
tropical forests. The importance of the high Andean plateau (‘altiplano’) as a North-South
American corridor seems to be plausible (Salzano and Callegari-Jacques 1988) but the
pathways across the tropical forest are far from being verified (Lynch 1983). Rothhammer
et al. (2001), using a genetic distance analysis between Andean and Amazonian populations,
have suggested the existence of two main migratory movements into South America in late
Pleistocene: one moved southward into the Andean areas, east of Brazil and the Argentine
Pampas and the second went eastwards from Venezuela and later the Brazilian Amazon,
finally arriving at the eastern slopes of the Andes 3500 years ago using available waterways of
the Amazonian river tributaries. Rothhammer et al. (2001) believe that present day Andean
natives are descendants of those Amazonian groups. Likewise, ancient mtDNA studies have
pointed out a relationship between the prehistoric groups of the Azapa valley in northern
Chile and the Andean and Amazonian populations, suggesting an Amazonian origin of the
Andean groups (Moraga et al. 2001).

The occupation of the Andean zone has led to a cultural and linguistic homogeneity of the
populations living there. There is some debate over when the Andean plateau was first
colonized by humans. MacNeish (1971) believes that the archaeological evidence supports
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Figure 1. Altitudinal cross-section from the highlands to the lowlands showing the location of the
Piedmont in the Beni Department of Bolivia and the populations reported in the present study.

occupation as far back as 22 000 years ago; however, other researchers are sceptical of both
the dating and the artefacts on which these claims are based. On the basis of less contentious
evidence, Lynch (1990) suggests that 12 000 years ago seems to be a reasonable estimate of
the earliest substantial human activity on the Andean plateau. In contrast, the Amazonian
region might have been sparsely populated (Steward 1944-1949; Denevan 1966), with
human populations concentrating on the Brazilian coast, in the great Amazonian rivers,
and in the Beni savannas of Bolivia, where subsistence resorts and river transportation
systems in the lowlands allowed for a moderate population growth (Denevan 1966).

Some evidence shows that the Piedmont area, between the tropical forest and the Andes,
has been occupied by distinct human groups since pre-ceramic periods, giving origin to the
populations which presently live in this area. The present article tries to contribute to and
review the knowledge of this area, helping to elucidate its human peopling and to clarify the
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genetic contribution and migration dynamics of the populations implicated in the human
history of the Andean—Amazonian border.

The Piedmont-living populations

Four distinct ethnic Amerindian populations inhabit the Piedmont region within the Beni
Department in Bolivia: Chimane, Moseten, Aymara and Quechua.

A population of around 4000 Chimane (Diez Astete and Murillo 1998) is distributed at
present along several upstream rivers in the Beni area. In the last two centuries the
distribution of this ethnic group has not changed along the upstream rivers and tributaries of
the Beni River. The first Chimane historical record dates from 1621 when the Franciscan
Gregorio de Bolivar arrived in the Chimane territory (Chicchon 1992). In 1693 the Jesuits
founded the mission of San Francisco de Borja near the River Maniqui in order to convert
the Indians in the surrounding area to Catholicism (D’Orbigny 1944; Vargas Ugarte 1964;
Altamirano 1979). One century later, the Redentorists founded the mission of Cara Cara by
the Maniqui riverside, which is nowadays known as Fatima de Chimane (Riester 1993).

The traditional Chimane settlement is formed of a few independent houses where nuclear
families live. The Chimane were semi-nomad groups, moving seasonally following natural
resources and building more stable villages only in highland territories, protected from
floods. The Chimane economic system is based mainly on small animal hunting, fishing and
an agricultural system called ‘roza-tumba-quema’.

The Moseten population, estimated around 1300 (Diez Astete and Murillo 1998), live in
Alto Beni, on the Andean hills. Their reduced size causes high genetic consanguinity.
Moseten settlements move frequently from one place to another, mainly because of
depletion of land productivity, practising subsistence agriculture of rice, yuca, and cocoa,
as well as fishing, hunting and gathering, activities greatly affected by indiscriminate wood
extraction and forest destruction. Franciscans reduced the Moseten populations in 1790 at
San Francisco de Moseten and in 1804 at San Miguel de Muchanes. Other settlements are
Santa Ana and Covendo missions (Chicchon 1992). The sociolinguistic situations of
the speakers of Moseten and Chimane are very different. Moseten of Covendo has around
600 speakers and Moseten of Santa Ana has between 150 and 200 speakers. Chimane,
on the other hand, is still spoken by at least 4000 people (Sakel 2004). Only a small number
of older people speak Moseten with very little Spanish influence. The Moseten and Chimane
languages are closely related and grouped as ‘Mosetenean’ clustered in the Macro-Panoan
languages family of the Ge-Pano stock.

Quechua-speaking people constitute the main population in the Andean region, and their
language, along with the Maya and Guarani, is one of the three most spoken native
languages in America. Quechua is spoken in seven countries, and at present it cannot be
considered an exclusively Andean language since it is also widely used in the Amazonian
region. Quechua speakers include 4.4 million inhabitants in Peru (19% of total speakers),
2.2 million in Ecuador (23%), 1.6 million in Bolivia (25%), 0.12 million in Argentina, and
over 5000 speakers in Colombia, Brazil and Chile (Cerron-Palomino 1987). The Quechua
language is formed of two groups of dialects named Quechua I and Quechua II; the first is
spoken in the central Andean region and the second one in the north and south of the
Andean region.

A population of around 2.2 million Aymara live in Bolivia and Peru today, particularly
around Lake Titicaca and most of them speak the Aymara language. The Aymara and
Quechua languages belong to the Andean family stock. The origin and the relationship of

RIGHTS LI M Kz

190



Ann Hum Biol Downloaded from informahealthcare.com by Joaquin Ibanez Esteb on 12/07/10

For personal use only.

38 A. Corella et al.

these groups are uncertain. The most likely theory refers to a common origin somewhere on
the south-central Peruvian coast.

The analyses reported here complete those initiated in the Beni Department in Bolivia
(Bert et al. 2004) and may serve to shed light on the influence of highland populations in the
colonization of Amazonia, defining the relationship between the lowland populations and
those with influence from higher altitude populations, including the Chimane, Moseten,
Aymara and Quechua.

Methods

DNA was extracted from pulled-out hairs, with their root bulbs preserved, and finally
studied in a sample of 46 unrelated individuals. Hair samples were collected in several
settlements: Fatima de Chimane, Santa Ana de Mosetenes, Yucumo, Totaizal, San
Borja and Palos Blancos within the Piedmont area, in the Beni Department, and stored in
sterile tubes until analysed in the laboratory. The collection procedure of samples was
in accordance with the ethical standards of the responsible committee on human
experimentation and with the Helsinki Declaration of 1975, reviewed in 1983. All surveyed
individuals gave their consent. Strong selection criteria were applied to the individuals
considered. Their family relationships and ethnicity were determined i situ by a
demographic survey performed simultaneously with the sampling. Ethnicity was assigned
to individuals based on self-identification during the interview by asking them about
their name, birthplace, language, and family affiliation. Only unrelated individuals were
studied.

DNA extraction was performed using Chelex™ 100, as described in Walsh et al.
(1991). A 401-bp DNA fragment from the Control Region of the hypervariable
segment I (HVSI) of the mtDNA molecule was analysed, from bp 16 000 to bp 16 400.
The double-stranded DNA fragments were amplified by PCR using primers 1.-15978
(5'-CTACGCCAATCACTTTATTG-3) and H-16 412 (5-GTGCGGGATATT-
GATTTCAC-3"), following a standard PCR protocol with 34 cycles including denaturation
at 94°C for 1 min, annealing at 54°C for 1min, and extension at 72°C for 1 min. After
purification of PCR products with Microspin™ S-300 HR columns (Pharmacia, Biotech)
both DNA strands were directly sequenced separately in an asymmetric PCR, using primers
1-15995 (5'-AATTCTCACCCCTAGCTCC-3") and H-16402 (5-TGATTTCACGGA-
GGATGGT-3") and following the standard protocol recommended for automatic direct
sequencing by the kit manufacturer (Dye-Terminator 2, Perkin-Elmer): 34 cycles of
denaturation at 95°C for 10s, annealing at 55°C for 30s, and extension at 60°C for 30s.
Sequence PCR purification was done by salt/ethanol precipitation and the final product was
run in an automatic ABI PRISM 3700 sequencer at the Serveis Cientifico-Técnics (SCT) of
the University of Barcelona.

Two sets of sequence analyses were made for each population: one using the whole
401-bp mtDNA fragment obtained, and the other with a shorter fragment of 328 bp,
coincident with that most frequently used in the literature, for comparison with other South
Amerindian populations. Sequences were aligned and compared with the Cambridge
Reference Sequence (Anderson et al. 1981) using CLUSTAL V software (Higgins et al.
1992). In both analyses, variation between positions 16 182—-16 186 and length polymorph-
ism at the homopolymeric cytosine stretch were not considered. The Bolivian individuals

RIGHTS LI M Kz

191



Ann Hum Biol Downloaded from informahealthcare.com by Joaquin Ibanez Esteb on 12/07/10

For personal use only.

mtDNA diversity of Amerindian populations 39

studied had been previously assigned to the four major haplogroups found in Native
Americans (A, B, C, D) using RFLP characterization (Bert et al. 2001).

Sequence mismatch distributions were analysed for the large mtDNA fragment of 401 bp.
Mean pairwise sequence differences were calculated using the ARLEQUIN 2001 package
(Schneider et al. 2000) for each population. The phylogenetic relationships among
sequences were studied using a Median Network distribution obtained with NETWORK
3.0.1.2 alpha version (Bandelt et al. 1999).

In the second set of analyses the shorter 328 bp fragment (bp 16056 to bp 16383) was
compared with mtDNA sequences from other Native Americans. Several molecular
diversity indexes were calculated using the ARLEQUIN 2001 package (Schneider et al.
2000). Gene diversity was estimated using Nei’s (1987) index. To test the neutral mutation
hypothesis, which considers the populations to be panmictic and in genetic equilibrium,
we computed the Fg statistic (Fu 1997). In order to compare the within-population
variability in these groups 0 (Ewens 1972) was also analysed. The phylogenetic neighbour-
joining tree was inferred using the PHYLIP software (Felsenstein 1993).

In order to determine the proportion of intra- and inter-genetic variation due to
differences in the Piedmont and ‘Llanos’ populations in the whole Amerindian context and
try to find the affinity grade with the Andean or Amazonian populations analyses of
molecular variance (AMOVA) was performed using the ARLEQUIN 2001 package
(Schneider et al. 2000). We used mtDNA haplogroup frequency data of the Beni
Department populations: Aymara, Quechua, Chimane, Moseten, Ignaciano, Trinitario,
Yuracare and Movima (Bert et al. 2001) adding representative mtDNA haplogroup
frequencies of other South-Amerindian populations (Table VI).

A principal component analysis of the mtDNA haplogroups was performed using the
program XLSTAT (7.5.2) (Fahmy 1995) with all the populations mentioned previously.

Results
Control region sequence variation

A total of 46 mtDNA sequences were analysed for mtDNA, HVSI sequence diversity,
26 of them belonging to Andean populations and 20 belonging to Mosetenean groups.
Table I shows the sequence polymorphisms of the 46 new sequences reported, sorted
by the Native American haplogroups and ethnic affiliation. The sequences obtained
are representative of 21 different HVSI mtDNA lineages, defined by 37 variable nucleotide
positions. It was found that 66.7% of the lineages were single sequences. Nine individuals
of the 46 studied (19.6%) belong to haplogroup A, all of them exhibiting the transitions
16223T—-C and 16319G— A with frequent transitions at position 16189 and
16290bp. A total of 32 sequences (69.5%) belong to haplogroup B, all showing the
transitions 16189 T — C and 16217 T — C. The transition 16 188 C — T is only present
in some Andean lineages. Only one sequence belonged to haplogroup C with the
characteristic 16223, 16298, 16325 T — C transitions, as well as the 16327 C— T one.
Three sequences (6.5%) were grouped into haplogroup D, two of them including
transitions 16223, 16292, 16294 C— T, 16241 A— G, 16271, 16342, and 16362
T — C. One sample (Chimane 150) could not be affiliated to any known haplogroup and
it has been classified to belong to ‘others’, showing transitions 16287 C— T and 16311
T— C.
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Median-joining nerwork

Figure 2 shows the relationships among the sequences analysed in a median-network plot.
This median network provides a graphical representation of the relationship between the
46 mtDNA sequences obtained and the 54 mtDNA sequences studied in a previous work
(Bert et al. 2004). Almost all sequences clustered together by haplogroup. Identical
haplotypes were found in Beni populations as well as in other Central and South Amerindian
groups. These multiethnic nodes were indicated in Figure 2. Haplogroup D sequences
include one Aymara and two Quechua, and forms a distinct branch in the network. The
Aymara 268 sequence presents the unique C— T transition at bp 16320, and the two
Quechua samples 531 and 535 are in the extreme of the D branch, showing the
characteristic D mutations and some singular substitutions. The A haplogroup branch

§ initiates with samples that do not have the 16362 T — C transition: Chimane 149A, which
S has 16264 C — T transition, and individuals Moseten 31 and Chimane 230, who have a
5 C — T transition at bp 16 290. The B branch, including a T — C transition at 16 189 and
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Figure 2. Median-joining network plot showing the 46 new sequences reported in this study
(in black) and the other Bolivian sequences studied before by the authors. Haplotypes shared with
other Central and South American populations are indicated.
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Figure 3. Pairwise mismatch distributions: (I) ensemble of four populations reported, (II) for
haplogroups A and B in all four populations.

Frequency

Pairwise difference

16 217, consists of two centres, one formed by Moseten, Chimane and Aymara samples and
the other constituted exclusively by Quechua individuals. This branch has a radial
morphology, Forster et al. (1996) consider these star-shaped phylogenies to be indicative of
population expansions.

Pairwise difference distribution

The mismatch distribution of whole populations (Figure 3) shows a bimodal pattern with a
major peak at one difference and smaller one at seven differences. The average number of
pairwise differences is 4.66 £ 0.97.

The samples were also analysed using linguistic criteria in two new mismatch distributions
(graphic not shown). In the first one, Mosetenean Pano speakers show an average pairwise
difference of 5.53 + 1.39. In the second pairwise distribution, Aymara and Quechua Andean
speakers, the mean pairwise difference is 3.32 +0.86.

When haplogroups A and B are considered separately, the mismatch distribution of the
Piedmont (Andean and Mosetenean together) is unimodal in both cases, for haplogroup A,
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Table III. Values for 6 statistics and Fg neutrality test in Amerindian populations, sorted in order of 6 value.

Population O (95% CI) Fg P

Ancash 67.03 (31.02-153.76) -20.11 <0.000
Total Quechua Peru 65.58 (44.34-97.38) -25.25 <0.000
Trinitario 58.45 (14.44-252.37) —4.46 0.013
Quehua Tayacaja 53.61 (32.02-91.00) -25.29 <0.000
Quechua Arequipa 43.88 (17.64-117.36) -10.89 <0.000
Total ‘Llanos’ Beni 38.36 (22.43-66.25) -21.35 <0.000
Total Moxos 33.31 (15.40-75.07) -9.41 <0.000
Quechua/Nmatsinguenga 19.52 (8.65-45.37) -5.41 0.007
Ignaciano 17.06 (6.4-47.83) -2.66 0.092
Moseten 16.40 (4.89-59.01) -1.36 0.177
Chimane 16.40 (4.89-59.01) -1.92 0.123
Total Piedmont Beni 14.35 (8.00-25.52) -7.29 0.012
Yuracare 11.94 (4.62-31.87) —-1.48 0.222
Taino 10.05 (4.29-23.67) —4.41 0.012
Movima 9.32 (3.29-27.26) -2.63 0.046
Total Mosetenean 9.25 (4.02-21.30) -1.35 0.279
Yanomama 7.74 (4.19-13.99) -4.77 0.039
Total Andean Beni 6.66 (3.08-14.11) -2.32 0.129
Quechua Beni 5.70 (2.26-14.23) -0.56 0.360
Mapuche 5.54 (2.75-10.80) -0.21 0.494
Aymara Beni 3.30 (1.07-10.05) -0.84 0.222
Zoro 3.30 (1.44-7.23) 0.85 0.689
Huetar 2.73 (1.13-6.22) 0.97 0.709
Gaviao 2.67 (1.11-6.06) 1.97 0.821
Kuna 1.81 (0.79-3.86) 2.78 0.881
Ngobe 1.62 (0.66-3.68) 3.79 0.921
Xavante 1.08 (0.36-2.96) 3.72 0.946

with one peak at three differences and an average number of pairwise differences of
1.89 + 0.79; for haplogroup B, with a peak at one difference with a mean pairwise difference
of 1.68£0.69.

Genetic diversity analyses

The genetic diversity parameters have been calculated for all the studied populations using
the small 328 bp fragment (bp 16 056—16 383) (Table III) to allow direct comparisons with
other Amerindian populations. The lowest nucleotide diversity was 0.0065 found in the
Aymara sample, and the highest one was 0.0243 in the Trinitario and 0.0240 in Moseten
populations. The same results are obtained when the mean pairwise differences are analysed:
Aymara 1.80, Trinitario 6.39 and Moseten 6.36. If the gene diversity is considered, the
lowest values are found in Central American populations (Kuna, 0.59) whereas the Quechua
Arequipa population present the highest value (0.98). In Beni area the Andean groups shows
lower values.

Table IV shows the variability estimator Oz used to compare the amount of within-group
diversity in the studied populations. The results are sorted by 6 (a statistic based on
the number of observed alleles), which best reflects the changes in a small number of
generations. Under this criterion, the highest values are found in the Quechua groups of
Peru (65.58) and particularly in Ancash population (67.03); the whole populations living in
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the ‘Llanos of Beni’ have a value of 38.36 while the Andean Beni populations exhibit a value
of 6.66. The Fg value tests the hypothesis of selective neutrality and population equilibrium.
This statistic tends to give large negative values when demographic expansions have
occurred. All the Piedmont populations show negative values.

Phylogeneric analyses

To compare the Beni Piedmont and Llanos Bolivian sequences with a representative Central
and South Amerindians sample 346 sequences, including the samples studied here, were
analysed. These include the Mapuche (Ginther et al. 1993), the Zoro, Gaviao, and Xavante
(Ward et al. 1996), the Ngobe (Kolman et al. 1995), the Kuna (Batista et al. 1995), the
Huetar (Santos et al. 1994), the Quechua Arequipa, Quechua Tayacaja, Quechua/
Nmatsinguenga (Fuselli et al. 2003), the Ancash (Lewis et al. 2004), Yanomama
(Torroni et al. 1993) and Taino (Lalueza et al. 2001).

Table IV shows the genetic distance matrix values obtained using the Tamura and Nei
(1993) distance among the studied populations. These values were used to generate a
neighbour-joining tree (Figure 4). Three major clusters are observed. One consists of

IGNACIANO
TRINITARIO
|MOVIMA
Yanomama
\_|_—Taino
YURACARE
I Quechua Tayacaja
Ngobe
Kuna
£ Huetar
|—Gaviao
L Zoro
Mapuche
Ancash
Quechua/Nmatsinguenga
MOSETEN
[ CHIMANE
Quechua arequipa
—— QUECHUA
L AYMARA
L Xavante

—
0.02

Figure 4. Neighbour-joining tree based on Tamura-Nei distance of sequences of the Beni populations
studied by the authors and other Amerindian groups.
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Table V. Number of shared lineages among Beni populations and other Central and South Amerindians groups.

Aymara Quechua

Beni Beni Chimane Moseten Ignaciano Trinitario Yuracare Movima
Aymara Beni
Quechua Beni 2
Chimane 1 1
Moseten 1 1 5
Ignaciano 1 2 2 3
Trinitario 0 1 0 1 2
Yuracare 1 2 1 1 3 1
Movima 1 1 1 2 4 1 1
Quechua Arequipa 3 2 1 2 3 1 1 3
Quehua Tayacaja 1 3 1 2 4 2 2 3
Quechua/Nmatsinguenga 1 3 1 1 3 1 2 2
Ancash 2 1 1 2 3 1 1 3
Zoro 0 0 0 0 1 0 0 1
Gaviao 0 0 0 0 1 0 0 1
Xavante 1 3 1 1 2 1 2 1
Mapuche 0 0 0 1 2 1 0 2
Yanomama 0 0 0 1 1 1 0 1
Taino 0 0 0 1 2 2 0 2
Kuna 1 2 1 1 2 1 2 1
Huetar 1 1 1 1 1 0 1 1
Ngobe 1 2 1 1 2 1 2 1

Central Amerindians and Tupi-speaking populations, while the other two differentiate
the populations living in the Amazonian influence region from those in the Andean
and Piedmont ones, with the exceptions of the Yuracare and Quechua-Tayacaja that
join in Central America cluster and the Xavante, Amazonian population that remained
related to the Andean branch. Linguistic proximity is a criterion that joins populations in
the tree.

Table V summarizes the number of shared lineages among the Beni populations and the
previous cited groups. The number of private haplotypes found in the Beni populations
ranges from 25% in Moseten to 72.7% in Trinitario. These frequencies are not uncommon
in Amerindian populations, such Zoro, Xavante (25%), Quechua Arequipa (79.5%), and
Ancash (88.9%). Haplotypes like Aa, Bc, Ce and Da are present in geographic and linguistic
distinct populations from the continent.

Principal component analyses

Table VI reports the frequency of the four mtDNA haplogroups in the populations typed by
Bert et al. (2001) and other Central and South Amerindian populations examined by other
authors. Comparative studies in aboriginal populations of America show that the four main
Native American mtDNA haplogroups are widely distributed in South Amerindian
populations, with some exceptions such as the extinct Fuego-Patagonian (Lalueza et al.
1997; Garcia-Bour et al. 2004) that lack haplogroups A and B.

A principal component analyses (PCA) was performed with these data and results are
presented in Figure 5. The first principal component is responsible for the 45.3% of variance
and the distribution of the populations along this first principal component basically
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Figure 5. Principal component analysis based on the frequency of the mtDNA haplogroups of the
Amerindian populations available from Central and South America (abbreviations in lower case
letters as in Table VI) and populations from Beni Department of Bolivia reported by the authors
(abbreviations in upper case letters).

correlates with the frequency of the sum of A and B haplogroups vs. the sum of C and D.
The second principal component is responsible for 28.6% of variance and discriminates,
respectively, haplogroup A from B and haplogroup C from D.

It can be seen that Amerindian populations are graphically distributed in the PCA in three
major geographic groups: the first one, constituted by Central America populations, is
characterized by high frequencies of haplogroup A, the second group, formed by a set of
populations from North and Central Andes, has a clear prevalence of haplogroup B mixed
with variable frequencies of the rest of the haplogroups, and a third cluster of populations,
constituted by a diverse set of ethnic groups from Amazonia and the South Andes presents
elevated frequencies of haplogroups C and/or D. There are some exceptions within these
three geographic clusters, with populations positioned out of the places that they belong, as
in the case of the Boruca from Central America, the Xavante and Kraho from Brazil and the
Ache from Paraguay placed into the North Central Andean group, and the Piaroa and
Cayapa standing out of the main Amazonian cluster.

All the Beni Piedmont populations are located in the PCA figure in the North and
Central Andes cluster. The Aymara and Quechua from Beni Piedmont belong mainly to
haplogroup B, making them located quite close in this cluster. Other Aymara and Quechua
groups, living out of Bolivia and reported by other authors, are amply distributed in this
cluster showing a high level of intra-group variation. The Chimane and Moseten groups also
fit into the North-Central Andean cluster but in an isolated position. This is because they are
the only populations with high frequencies of the haplogroups A and B but in the
same percentage.
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Considering the rest of the groups from the Beni Department living in the ‘Llanos de
Moxos’ (Ignaciano, Trinitario, Movima and Yuracare), all haplogroups are represented
(Bert et al. 2004). Only one population of those previously mentioned, the Movima, are
placed in the South Andes—Amazonia cluster. It is especially significant that populations
from Beni occupy very distant spots, despite the reduced size of this geographic area.
The Chimane and Moseten living in the Piedmont and the Ignaciano and Trinitario living in
the ‘Llanos’ occupy opposite positions in the cluster, even though the area of distribution of
these ethnic groups overlaps. This fact is also true for the Aymara, Quechua, Yuracare and
Movima populations.

Analysis of molecular variance

To establish the genetic relation among the Bolivian populations living in the Piedmont and
‘Llanos de Moxos’ with the rest of Andean and Amazonian native Americans, we applied the
AMOVA analysis considering groups of populations under different linguistic and
geographic criteria. The molecular variance observed can be divided into three components:
variance within populations, variance among groups of populations, and variance among
populations within a group (Excoffier et al. 1992). Most of the variance observed is at the
intra-population level. At the inter-population level, higher values of variance among groups
of populations, combined with lower values of variance among populations within a group,
indicates the reliability of the clustering criteria and the genetic relationship between the
populations that shape a cluster.

Using this assumption, the best values are obtained under mixed geographic and linguistic
criteria, distinguishing three clusters of populations: (1) Central America, (2) North and
Central Andean and (3) South Andean and Amazonian. These results are in accordance
with the figure obtained in the PCA. Concerning the Beni populations the highest AMOVA
values are obtained when we clustered all the Piedmont populations adding the Ignaciano,
Trinitario and Yuracare of the ‘Llanos’ into the North-Central Andes cluster and the
Movima into the South Andes-Amazonia cluster. The third cluster consists of the Central
Amerindian Chibchan-speaking group. The percentage of variance due to among-group
variation is 25.81% and the percentage of variance among populations within a group is
8.07%. In this analysis the Ge-speaking populations, Xavante and Kraho, are also in the
North-Central Andean cluster although their original area is Amazonian.

The AMOVA results indicate that Beni Bolivian populations, except Movima, are more
related to the North-Central Andean populations that to the Amazonian ones and the
linguistic affiliation is the best criterion to explain the genetic relationships between these
populations.

Discussion

Many authors have pointed out the difficulty in explaining the early human dispersal
processes that resulted in the peopling of South America but most of them consider two
main areas of discontinuity in the continent: the Andean area and the Amazonian basin.
The first region is geographically characterized by the Andean and Pre-Andean hills and may
have been settled using the Pacific coastline and/or using the ‘altiplano’ corridor as a natural
pathway, around 12 000 years ago. The second area includes the whole Amazonian region
colonized from the Atlantic coast using the principal river basins to penetrate into the
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different Amazonic ecosystems at different times. The southern part of the continent was
probably colonized from the Atlantic and Pacific coast by small groups of hunter—gatherers
in different migration waves. Native populations who nowadays inhabit this last region seem
to have more genetic affinities with Amazonian populations.

The Piedmont is a region in transition between these two main areas. The genetic
characterization of the populations living there is still too incomplete to establish the
relevance of this area in the peopling processes of the South American continent. The reason
for this study is to elucidate if these populations are more related to either the Andean or
Amazonian groups or if they represent a restricted and distinctive group of populations.

From an ecological point of view the predominant ecosystem of the Piedmont is tropical
forest shifting to sub-tropical, with a higher influence of Amazonian than Andean in
composition. Patterns of human settlement are similar to the Amazonian populations,
characterized by dispersed and reduced population pools. Despite these considerations the
results obtained in PCA, AMOVA and genetic distances analysis revealed that the groups
that live in the Beni Piedmont (Aymara, Quechua, Chimane and Moseten) share more
similarities with the populations of North-Central Andes than with populations from South
Andes and Amazonia. This would be expected for Aymara and Quechua, populations
that are mainly inhabitants of the highland although their territory extends to the Piedmont,
and who can be considered from all points of view as Andean groups, but not for Mosetenan
groups (Chimane and Moseten) with features more associated with Amazonian populations.

Phylogenetic trees derived from the genetic distances tend to cluster Amerindian
populations by geographic proximity and linguistic affinity. We observe again, that the
populations from Piedmont join in a cluster together, indicating the existence of a certain
degree of genetic flow among these populations. The fact that the Quechua living in the Beni
Piedmont show a greater affinity with the Aymara than other Quechua groups could be due
to some historic and geographic peculiarities of this population. In the North-Central
Andean region, where complex social structures developed over centuries achieved high
demographic levels (Stanish 2001), an important degree of gene flow might have occurred,
so this vast territory might have functioned as a homogeneous genetic space compared with
other South American habitats. It is not clear if the existence of different and complex
societies operate as an obstacle to gene flow in populations that share common territories,
cultural affinities and natural resources during long time periods. At the border of the
Andean zone, the Piedmont and the valleys of Ecuador, Peru and Bolivia, the peripheral
groups of Quechua would experience, depending on the grade of interaction, events of
admixture with the autochthonous populations or diverse processes of genetic drift that
would cause the genetic differentiation that is nowadays observed in the area. The Aymara
and Quechua populations studied in the present article could be an example of this last
phenomenon.

When a more extensive area is analysed, adding the Eastern ‘Llanos de Moxos’
populations (Ignaciano, Trinitario, Yuracare and Movima) the complexity of the genetic
relationships among all these Bolivian populations increases. In this sense, the 0 statistic
analysis has been especially useful. Fuselli et al. (2003) has indicated that high within-
population variability in Andean populations vs. those in Eastern parts of the continent
could be due to differences in cultural and demographic historical patterns. If so, the results
obtained using the O statistic in the groups living in Piedmont and ‘Llanos de Moxos’ of
Beni are opposed to those expected. Nevertheless, we maintain that the genetic diversity
observed in the studied populations can easily be explained by the existence of numerous
migrations in the area following natural resources. These eventually resulted in complex
interactions among groups, conformed not only by linguistic and cultural differences
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but also affected by recent processes of religious reductions and genetic admixture
(O’Rourke et al. 1992). The Moxos Indians, with high values of 0, were the result of an
aggregation of many Arawakan-speaking populations joined for religious and cultural
education (called ‘Reductions’) by Jesuits in the 16th century whereas the Movima, who
show values of Ok similar to other Amazonian groups, were placed in ‘Reductions’ formed
exclusively by Movima-speaking individuals. Archaeological studies indicate, in addition,
that the advanced techniques of subsistence practised by the Moxos Indians would require
large population sizes (Erickson 1995).

The values obtained for some diversity genetic parameters obtained from sequences of
mtDNA in the studied populations show that diversity in this area is high and similar to that
in other larger regions in South America. These high diversity values could indicate either
that the Piedmont population might not have passed through a population bottleneck
or, more likely, that recent migration processes involving genetic admixture took place.
The high levels of genetic variation observed would be in accordance with the hypothesis of
Salzano and Callegari-Jacques (1988) that the area formed by the Center-West of Bolivia
and the north of the Chaco could be a space of genetic convergence or divergence.

The results obtained reveal that the Piedmont and the ‘Llanos de Moxos’ were not a
barrier in the dispersal of human groups between the Andes and Amazonia. A more
plausible assumption is that the Piedmont constituted a corridor between these two different
ecoregions. Despite the permeability of this region, the populations living there have
maintained their own cultural and genetic specificity, in this sense the Beni Piedmont
populations must be considered different from the Andean and Amazonic ones. Clear
evidence of the complexity of arriving at an explanation of the former human movements in
this delimited region is the simultaneous presence of ancient Tucano-speaking Amazonian
populations, like the Movima, the presence of vestiges of the Arawakan human expansion,
like Ignaciano and Trinitario who arrived to the ‘Llanos de Moxos’ in more recent times,
the existence of barely influenced populations speaking isolated languages, like Chimane and
Moseten, and the arrival of the Andean Aymara and Quechua peoples in the Piedmont and
Llanos.
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En el articulo se analizan los Y-STR del cromosoma Y de una muestra de 86
individuos del Departamento del Beni (Bolivia) y se comparan con otras 12 poblaciones del
continente Sudamericano, los resultados de los Y-STR indican el grado de diferenciacion de
nuestra poblacion respecto otras de Sudamérica y del continente europeo.

El Departamento del Beni se encuentra en el nordeste de Bolivia y constituye una

region de transicion entre la region andina y la amazonica.

Las muestras de sangre se obtuvieron de individuos del sexo masculino no
emparentados residentes en el Departamento del Beni. Las muestras fueron tipadas con el Kit
de amplificacion de PCR AmpF/STR® Yfiler® (Applied Biosystems). Los productos de la
amplificacion se secuenciaron en el secuenciador ABI 3730 y los alelos fueron asignados
utilizando la cadena /adder siguiendo las recomendaciones de la DNA Commision of the
ISFG.

Se construyeron una serie de base de datos de las frecuencias de Y-STRs,
exceptuando DYS385 con las muestras siguientes BRA: Brazil General, BRA ST: Santa
Catarina (Brasil), BRA RI: Rio de Janeiro (Brasil), COL_AF: Afro-colombianos, COL_ME:
Mestizo-caucasicos (Colombia), COL AN: Antioquia (Colombia), ARG CO: Cordoba
(Argentina), PER: Peru, SAL: El Salvador, ECU: Ecuador, BRA BE: Belém (Brasil),
COL_CA: Cartagena (Colombia), BOL: Beni (Bolivia).

Los Rst’s se calcularon utilizando Arlequin ver 3.01 y el arbol de distancias se
construyo con el programa Phylip v.3.5. Las coordenadas de cada poblacion y las frecuencias
absolutas de los haplotipos Y-STR se usaron para estimar la varianza relativa entre grupos

con el programa SAMOVA ver 1.0. MDS se llevo a cabo con el programa SPSS ver 13.0
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Entre los 86 individuos estudiados se hallaron 53 haplotipos diferentes para los 15
loci seleccionados, la diversidad haplotipica fue 0,9778 & 0,0076. Un haplotipo se hall6 en 10
individuos ~ (13-12-17-24-10-13-13-14-11-12-11-19-22-15-15) para DYS19-DYS3891-
DYS389b-DYS390-DYS391-DYS-392-DYS393-DYS437-DYS438-DYS439-GATA H4.1-
DYS448-GATA C4-DYS458-DYS456), 9 de estos 10 individuos presentaron el genotipo
14-17 (DYS385a,b). Este haplotipo concuerda con la base de datos de referencia del

Cromosoma Y (http://www.yhrd.org) y con cinco haplotipos vecinos. Todos estos haplotipos

fueron de América Central y Sud-América.

La comparacion de las muestras del Beni se llevd a cabo utilizando el haplotipo
minimo excepto para DYS385a,b. La distancia genética menor Rst entre la poblacion del
Beni y otras poblaciones fue con la poblacion de Pert (Rst=0,01875). La distancia genética
mayor se hallé ante las poblaciones Afro-Colombianas. Todas las distancias entre la
poblacion del Beni (Bolivia) y las del resto del continente fueron significativas.

La separacion genética entre las poblaciones del Pert y Beni (Bolivia) respecto al
resto de poblaciones Sudamericanas también se puso de manifiesto en el andlisis por parejas
Rst realizado y presentado en los graficos MDS y Neighbour-Joining (ver articulo).

El andlisis SAMOVA dio un valor estadisticamente significativo del 22,89% del total
de la variacidon genética cuando se utilizaron los grupos 1: Beni (Bolivia) / Peru, 2: Afro-
Colombianos y 3: Resto de poblaciones.

En conclusién, cuando se estudia la variabilidad genética del cromosoma Y se halla
una marcada diferenciacion entre el conjunto de las muestras de Perti y el Beni respecto al

resto de poblaciones.
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Abstract

We analyze a sample of Y-chromosomes of 86 Bolivians of Beni department (Northern Bolivia). A database of Y-STRs frequencies was
constructed with a total of 12 South American samples plus our population. Y-STR structure of the database reveals the degree of differentiation of
our sample and the close relatedness of most of the populations considered. Differences can be due in part to the low level of admixture with

European Y-chromosomes.
© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Y-chromosome; Short tandem repeats; Bolivia

1. Introduction

Beni is a Northeastern department of Bolivia, in the
lowlands region of the country. Beni constitutes a natural path
for migration from north areas into the coastal South and into
the lowlands in Amazonia [1].

2. Material and methods

Blood samples were obtained from 86 apparently healthy
volunteer donors resident in Beni department, Bolivia. Samples
were typed with AmpF/STR®™ Yfiler™ PCR Amplification Kit
(Applied Biosystems). Amplicons were run in an ABI 3730
Sequencer and alleles were assigned using manufacturer’s
ladder, according to recommendations from DNA Commission
of the ISFG [2]. A database of Y-STRs frequencies (minimum
haplotype except DYS385) was constructed. Samples: BRA:
Brazil General [3], BRA_ST: Santa Catarina, Brazil [4],
BRA_RI: Rio de Janeiro, Brazil [5], COL_AF: Afro-
Colombian [6], COL_ME: Caucasian-Mestizo, Colombia [6],
COL_AN: Antioquia, Colombia [7], ARG_CO: Cordoba,
Argentina [8], PER: Peru [9], SAL: El Salvador [10], ECU:
Ecuador [11], BRA_BE: Belém, Brazil [12], COL_CA:

* Corresponding author. Tel.: +34 91 3941576; fax: +34 91 3941606.
E-mail address: amlopezparra@med.ucm.es (A.M. Lopez-Parra).

1875-1768/$ — see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.fsigss.2007.10.006

Cartagena, Colombia [13], BOL: Beni, Bolivia. Rst’s were
calculated using Arlequin ver 3.01 [14] and distance tree was
drawn using Phylip v.3.5 [15]. Geographical coordinates of
each population and absolute frequencies of Y-STR haplotypes
were used to estimate groups of relative low invariance through
software SAMOVA ver 1.0 [16]. MDS over Rst was carried out
through SPSS ver 13.0.

3. Results and discussion

Among the 86 individuals studied, 53 different haplotypes
were identified for the 15 loci selected with a haplotype
diversity of 0.9778 £ 0.0076. One haplotype was found in 10
individuals (13-12-17-24-10-13-13-14-11-12-11-19-22-15-15
for DYS19-DYS3891-DYS389b-DYS390-DYS391-DYS392-
DYS393-DYS437-DYS438-DYS439-GATA  H4.1-DYS448-
GATA C4-DYS458-DYS456) and 9 out of these 10 individuals
present the genotype 14-17 (DYS385a,b). This haplotype
matches just once in Y-chromosome haplotype reference
database (http://www.yhrd.org) and with five haplotype
neighbors. All these haplotypes were from Central or South
America. Comparison of Beni sample with available published
data was performed using minimal haplotype except
DYS385a,b. The smallest genetic distances Rst between
Bolivia and the other populations were obtained against Peru
(Rst =0.01875). The bigger genetic distance was obtained
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Fig. 1. Plot of MDS analysis over Rst values from Y-STR haplotypes. Stress value: 0.051.
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Fig. 2. Neighbor-Joining tree based on Rst distance.

against Afro-Colombian. All distances between Bolivian and
the other populations were significant. The genetic separation
of both countries respect to the rest was also revealed in a
pairwise analysis of Rst based on Y-STR haplotypes presented
by MDS plots (Fig. 1) and Neighbor-Joining tree (Fig. 2). In
order to test the geographical population substructure of the
database, SAMOVA was performed. A high and statistically
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significant level of 22.89% of the total genetic variation being
explained between groups was observed when K = 3 (Group 1:
Peru and Bolivia; Group 2: Afro-Colombian and Group 3: the
rest).

4. Conclusion

In the case of the Y-chromosome genetic variation, these
results demonstrate a strong and statistically significant genetic
differentiation between the two samples of Peru and Beni
(Bolivia). On the other hand, the rest of the samples shows a
much higher degree of genetic relatedness, the differences
being due in part to the degree of European admixture.
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El siguiente estudio completa los estudios previos realizados por los autores sobre la
poblacién autoctona del Departamento del Beni en Bolivia. Se presenta y analiza la
frecuencia de cuatro short tandem repeats (STR’s) HUMTHO1, HUMVWA3IA,
HUMCSF1PO y HUMTPOX en poblaciones del Departamento del Beni (Bolivia)

Desde un punto de vista del asentamiento, muchas veces los individuos de una
comunidad pertenecen a una sola etnia pero otras veces podemos encontrar individuos de
diferentes etnias cohabitando en una misma comunidad, este es el caso de los grupos Mojefio,
Movima, Yuracaré y Mosetenes analizados en el presente estudio, nos referimos al conjunto
de todos ellos como poblaciones Benianas. Estas poblaciones presentan caracteristicas
amazonicas en cuanto a su estructura social y uso de los recursos, en el pasado, dichas
poblaciones dieron forma al paisaje beniano y lo transformaron para usos agricolas de igual
forma que hicieron sus contemporaneos andinos a orillas del lago Titicaca. Otros grupos de
poblaciones utilizados son la poblacién Quechua y la poblacion Aymara que desde los afios

50 del siglo pasado viven en la region, dichas poblaciones fueron estudiadas previamente
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para estos marcadores (Gené et al, 1998; 2000) , también se utilizaron las frecuencias
obtenidas hasta el momento de otras poblaciones nativas del continente Americano.

Las muestras analizadas consistieron en dos bulbos pilosos para cada uno de los 113
individuos Quechua, 137 individuos Aymard y 136 individuos Benianos de ambos sexos que
previamente y mediante una encuesta “in situ” se aseguraba que no estaban emparentados.
El ADN se extrajo utilizando Cheelex™ 100 utilizando el método descrito por Walsh et al.
(1991).

La amplificacion de los cuatro loci de los microsatélites tetraméricos se realizo segin
el protocolo propuesto por Edwards et al. (1992), Kimpton et al. (1992) y Huang et al.
(1995).

Una vez obtenidas las frecuencias de cada alelo para cada locus se aplico la técnica
del analisis de componentes principales (PCA) para comparar las diferentes poblaciones. El
PCA se obtuvo comparando las frecuencias alélicas de HUMTHO1 y HUMCSF1PO para las
poblaciones de Bolivia y otras del continente Sudamericano utilizando el paquete estadistico
SPSS v16 (Statistical Package for Social Sciences).

Se calcularon parametros como el indice de heterozigosidad (H) y la posible
desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) utilizando el test exacto de Guo y
Thompson (1992). El desequilibrio de ligamiento se calculd con el programa GENEPOP
v1.2. También se calculo el poder de discriminacion (PD) y la probabilidad de exclusion
(CE).

Para el locus HUMTHO1 se encontraron 6 alelos diferentes, tres de ellos con 6, 7y 10
repeticiones que presentaban altas frecuencias en la muestra estudiada. Para el alelo
HUMVWAR3I1A se encontraron 8 alelos diferentes pero sélo tres (15, 16 y 17 repeticiones) se
hallaron con frecuencias relativamente altas en todas las poblaciones estudiadas. Para
HUMCSFIPO se hallaron 6 alelos diferentes, los mas frecuentes fueron los de 10, 11 y 12
repeticiones. El locus HUMTPOX presentd 5 alelos totales y los mas frecuentes fueron los de
8y 11 repeticiones.

El analisis de componentes principales realizado con el conjunto de poblaciones
Amerindias disponibles incluyendo las del presente estudio Aymara, Quechua y Beni sefialo
que el primer componente era responsable del 36,2 % de la varianza y discriminaba
claramente el conjunto de poblaciones Sudamerindias de las poblaciones Dogrib (América
del norte) y Cabecar (América central). El segundo componente principal explicaba el 23,6%

de la varianza observada y relacionaba las poblaciones Aymara, Quechua y Beni con el resto
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de poblaciones sudamericanas aunque las tres poblaciones estudiadas quedaban
estadisticamente mds proximas, éste hecho indicaria un cierto grado de flujo génico entre
dichas poblaciones, tal y como ya se habia observado en los estudios previos utilizando

ADNmt (Bert et al. 2001).
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Abstract

This report presents allele frequency and absolute genotype data of the short tandem repeat (STR) loci
HUMTHO1, HUMVWA31A, HUMCSF1PO and HUMTPOX for three autochthonous Amerindian
populations living in the Beni Department of Bolivia. These related groups are the Quechua, Aymara
and Beni populations all living in specific although sometimes overlapping areas that extend from
the Andean habitat to the lowland Llanos de Moxos savannah passing through the Piedmont hills.
The usefulness of these loci for paternity and identification testing was also examined. The present
work completes previous genetic studies performed by the authors in these populations including
mtDNA haplogroups (Bert et al., Hum Biol, 73:1-16, 2001) and HVRI data (Bert et al., Ann Hum
Biol 31:9-28, 2004; Corella et al., Ann Hum Biol 34:34-35, 2007).

Keywords: STR variation, South American Indians, Moxos

Background

The present work completes previous genetic studies performed by the authors in these
populations including mtDNA haplogroups (Bert et al. 2001) and HVRI data (Bert et al.
2004; Corella et al. 2007).

Sample

Differences amongst populations living in the Beni Department have been generated by
a continuous interaction between ecology, economy, and ethnicity. The human settlement
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pattern of this region is based on dispersed communities of reduced size. Sometimes all
the individuals of a community belong to one ethnic group but in other cases individuals
of different groups coexist. Most of the Amerindian people living in the Beni Department
belong to ethnic groups of reduced population sizes with Amazonian traits, living exclusively
in this geographical area. This is the case for the groups Mojeno, Movima, Yuracare and
Mosetenean reported in this study. We referred to the results obtained for this set of
populations as ‘Beni population’. Nevertheless we can also find Amerindians living in the
Beni that belong to the groups Quechua and Aymara who are populations with Andean traits
and considered as colonizers in this area.

Taking into account south Amerindian populations, Quechua and Aymara represent the
major social and linguistic groups of all the countries in an Andean context. The Quechua
constitute the main population in the Andean region, and their language is one of the most
spoken native languages in America.

Quechua is spoken in seven countries and it cannot be considered exclusively an Andean
language since it is widely used also in the Amazonian region. Quechua speakers include
4.4 million inhabitants in Peru, 2.2 million in Ecuador, 1.6 million in Bolivia, 120 000 in
Argentina and over 5000 speakers in Colombia, Brazil and Chile (Cerrén-Palomino 1987).

Aymara is made up of around 2.2 million people living in Bolivia and Peru, particularly
around Titicaca Lake, most of them speaking the Aymara language. Aymara and Quechua
languages belong to the Andean family stock. The presence of both Andean groups in the
Beni was more intense from the 1950s when they arrived as colonizers.

The Beni population stock is formed by a compilation of groups that shaped and
transformed the landscape by intense agricultural activity. These groups living around the
Beni and Mamoré rivers exchanged goods, such as metals, coca, wood, wax, honey and
exotic birds, with highland communities for centuries. The major Beni groups are Mojefos,
Movima, Yuracare and Mosetenean.

‘Mojenos’ is a geographical term referring to the Llanos de Moxos where they live.
‘Mojefios’ speak different languages related to the widespread Arawakan linguistic stock.
The estimated population size at present is around 38 000 people. These ethnic groups
practise a developed agriculture.

Around 6000 Movima Indians live today in several communities situated near the Santa
Ana de Yacuma city. No more than 1000 still speak the Movima language, an unclassified
language belonging to the Equatorial-Tucanoan subgroup of the Amerind language stock
(Ruhlen 1991). The history of this group is poorly known. Their presence in the Llanos de
Moxos is reported by the Jesuit missionaries in the last quarter of the 17th century. They
inhabited minor rivers and open savannah at this time with an agricultural practice less
sophisticated than ‘Mojefios’.

The Yuracare population was historically less structured than ‘Mojefios’ and Movima,
with a hunter—gatherer way of life and some basic agricultural practices. Their villages
are dispersed and have small population sizes. Their population is today estimated at
3000 people.

The Mosetenean speak a Macro-Panoan language belonging to the Ge-Pano stock.
The Mosetenean population is estimated around 7000 people. They live in the region of the
Maniqui River, in the foothills of the Andes. The Mosetenean settlements are made up
of a few houses where nuclear families live. They are semi-nomads and make seasonal
movements in order to find their natural resources. Their economy is based on hunting,
fishing and an elemental agricultural system of ‘roza-tumba-quema’.

Figure 1 shows the geographic location of these groups into the Bolivian country.
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Figure 1. Map showing the geographic location of the populations studied in the Beni department

of Bolivia.

Data collection

DNA was extracted from pulled-out hairs with their root bulbs preserved, and final results
were obtained for a sample of 386 individuals (both sexes): Quechua (z=113), Aymara
(n=137), and Beni stock (n=136). Samples were stored in sterile tubes until analysed in
laboratory. Strong selection criteria were applied to whole individuals considered. Their
family relationships and ethnicity were determined in situ by a demographic survey
performed simultaneously with the sampling. Ethnicity was assigned to individuals based
on self-identification during the interview. Only unrelated individuals were studied.
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Data management and statistical analysis
PCR amplification and typing

DNA was extracted with Chelex 100 using the method described by Walsh et al. (1991).
Amplification of HUMTHO01, HUMVWA31A, HUMCSF1PO and HUMTPOX tetrameric
short tandem repeat (STR) loci was achieved using the primers described by Edwards et al.
(1992), Kimpton et al. (1992) and Huang et al. (1995). Forward primers were labelled with
fluorescein amidite at the 5 position.

Singleplex PCR assays were carried out as described by Wiegand et al. (1993) and Moller
et al. (1994) for HUMTHO1 and HUMVWA31A loci, respectively. Duplex PCRs were
performed for HUMCSF1PO and HUMTPOX loci following Gené et al. (1998) method
conditions. All PCR amplifications were performed together with negative and positive
control samples.

Separation was carried out on 6% (w/v acrylamide bisacrylamide) polyacrylamide
denaturing high-performance DNA sequencing gels (Ready Mix Gel ALF grade,
Pharmacia). All fresh PCR products were typed twice. Electrophoresis was carried out on
the Automated Laser Fluorescent (ALF) DNA Sequencer (Pharmacia) at 1450V, 38 mA,
45W and 50°C with laser power at 3 mW for 220 min.

Amplified DNA was mixed with internal fluorescent labelled size standards and external
lane ladders were also used for adjustment. Sequenced allelic ladders were used for each
system as recommended by the DNA Commission of the International Society for Forensic
Genetics.

Statistical approach

The frequency of each allele for each locus was calculated using the gene count method.
Comparisons with other populations were performed by applying a principal component
analysis (PCA). The PCA was obtained from the allelic frequencies of the HUMTHO1 and
HUMCSFI1PO using the Native American available data reported for these two markers
using the SPSS vl6.

Observed heterozygosity (H) was calculated and possible divergence from Hardy—
Weinberg equilibrium (HWE) was determined by using the exact test proposed by Guo and
Thompson (1992). The genotype linkage disequilibrium was calculated using the updated
version of GENEPOP (v1.2). The power of discrimination (PD) and the a priori chance
exclusion value (CE) were calculated.

Results

Table I shows absolute genotype and allele frequencies for the four STR loci and for each
population in the studied area. Alleles were designated according to the number of repeats.
If we take into account the whole studied populations, the HUMTHO1 locus exhibited
a total of six alleles, three of them (6, 7 and 10 repeats) showing high frequencies in the
sample. The HUMVWAZ31A locus showed a total of eight alleles but only three (15, 16
and 17 repeats) were found with a relativity high frequency in all populations studied.
The HUMCSFI1PO locus showed six alleles. The alleles 10, 11 and 12 were the most
frequent in the studied populations. HUMTPOX locus exhibited five alleles and the most
frequent repeats were alleles 8 and 11.
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Table I. Absolute genotype and allele frequencies for the populations reported in the present study for each STR.

(1) Beni population

HUMTHO1
Allele Frequency
6 7 9 10 11
6 20 47 0 1 0 0.389
7 38 1 3 1 0.566
9 2 0 0 0.022
10 0 0 0.018
11 0 0.004
HUMVWA31A
Allele Frequency
13 14 15 16 17 18
13 0 0 0 2 0 0 0.008
14 0 2 4 1 0 0.029
15 45 28 11 6 0.561
16 6 9 4 0.242
17 2 1 0.107
18 1 0.053
HUMCSF1PO
Allele Frequency
9 10 11 12 13 14
9 0 0 1 2 0 0 0.016
10 3 14 17 3 0 0.217
11 11 8 6 2 0.288
12 12 11 0 0.337
13 2 0 0.130
14 0 0.011
HUMTPOX
Allele Frequency
8 9 11 12
8 15 1 22 9 0.330
9 0 0 0 0.005
11 25 17 0.473
12 5 0.191
(2) Quechua population
HUMTHO1
Allele Frequency
6 7 8 9 10
6 4 28 0 0 4 0.185
7 37 2 1 23 0.593
8 0 0 0 0.009
9 0 2 0.014
10 7 0.199
HUMVWA3I1A
Allele Frequency
13 14 15 16 17 18 19 20
13 0 0 1 0 0 0 0 0 0.005
14 0 0 2 1 0 0 0 0.014
15 5 16 5 2 0 0 0.157
16 10 19 6 3 0 0.315
17 17 10 4 2 0.338
18 3 2 0 0.120
(continued)
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Table I. Continued.

19 0 0 0.042
20 0 0.009
HUMCSF1PO
Allele Frequency
9 10 11 12 13
9 0 0 1 0 0 0.009
10 0 8 10 0 0.164
11 3 20 1 0.327
12 8 4 0.455
13 0 0.045
HUMTPOX
Allele Frequency
8 9 10 11 12
8 17 0 0 17 7 0.500
9 0 0 0 1 0.009
10 0 0 1 0.009
11 8 6 0.336
12 1 0.147

(3) Aymara population

HUMTHO1
Allele Frequency
6 7 9 10
6 5 32 2 10 0.209
7 51 1 24 0.616
9 0 0 0.012
10 4 0.163
HUMVWA31A
Allele Frequency
14 15 16 17 18 19 20
14 0 1 3 0 0 0 0 0.017
15 0 7 4 0 0 1 0.054
16 17 40 6 4 0 0.392
17 24 8 5 0 0.438
18 0 0 0 0.058
19 0 0 0.038
20 0 0.004
HUMCSF1PO
Allele Frequency
9 10 11 12 13 14
9 0 1 0 0 0 0 0.010
10 3 13 1 1 0.240
11 8 9 2 1 0.323
12 6 1 0 0.365
13 0 0 0.042
14 0 0.021
HUMTPOX
Allele Frequency
8 9 11 12
8 19 1 13 9 0.622
9 1 0 0.020
11 1 3 0.194
12 2 0.163
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Figure 2. Principal component analysis obtained from HUMTHO01 and HUMCSF1PO frequencies
of the populations studied by the authors, adding other representative Native American groups.
Aymara, present study; Beni, present study; Cabecar, Deka et al. (1999); Dogrib, Deka et al. (1999);
Mapuche, Tourret et al. (1999); Mapuche2, Sala et al. (1998); Mocovi, Tourret et al. (1999);
Pehuenche, Deka et al. (1999); Quechua, present study; Tehuenche, Sala et al. (1998); Wichi,
Tourret et al. (1999); Wichi2, Sala et al. (1998).

Table II. Comparison of heterozygosity (H), power of discrimination (PD), chance of exclusion (CE) and p-value
for Hardy—Weinberg equilibrium test (HWE) for populations reported in the present study and for each STR.

STR Population H PD CE HWE
HUMTHO1 Beni 0.4690 0.6813 0.2383 0.0037
Quechua 0.5556 0.7623 0.3248 0.2264
Aymara 0.5349 0.7388 0.3015 0.5597
HUMVWA31A Beni 0.5574 0.7897 0.3731 0.1325
Quechua 0.6759 0.8933 0.5188 0.0879
Aymara 0.6583 0.8137 0.3869 0.4604
HUMCSF1PO Beni 0.6957 0.8816 0.4984 0.0756
Quechua 0.8000 0.7835 0.3904 0.2808
Aymara 0.6667 0.8385 0.4429 0.1635
HUMTPOX Beni 0.5213 0.8042 0.3449 0.0866
Quechua 0.5517 0.7830 0.3373 0.1699
Aymara 0.5510 0.7389 0.3057 0.7641

Figure 2 shows a PCA performed with the allelic frequencies of the whole Native

American available data including Aymara, Quechua and Beni data populations. The first
principal component was responsible for the 36.2% of variance and discriminated clearly all
the South American groups from Dogrib and Cabecar populations. The second principal
component explained the 23.6% of the observed variance. Aymara, Quechua and Beni
populations joined with the rest of South American groups. We can observe in this cluster
a closer proximity among the three studied populations, suggesting a certain degree of
genetic flow among them, as was observed by the authors in a previous work using mtDNA
data (Bert et al. 2001).
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Statistical parameters of genetic variability such as heterozygosity and HWE test are
depicted in Table II. All the systems show heterozygosity values ranging between 0.469
and 0.800. The values of HWE were calculated based on the expected and observed
number of heterozygotes. All loci were found to be in HWE except for HUMTHOI1 in the
Beni population.
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El Departamento del Beni es una region localizada en los llanos bolivianos, donde se
han realizado pocos estudios de las poblaciones indigenas que alli viven, la zona es
interesante desde diferentes puntos de vista: Una gran multietnicidad, una marginalidad
geografica y una historia demografica tnica. El nimero de habitantes autoctonos se estima
alrededor 54,000 la mayoria de ellos en pequefios asentamientos, algunas comunidades estan
formadas por poblacién de origen andino colona. La region del Beni ha sido poblada por
distintos grupos humanos desde tiempos pre-ceramicos.

Se recogieron muestras de 87 individuos de las etnias Aymara n=2, Borjana n=1,
Camba n= 2, Chimane n=10, Ignaciana n=11, Mojefia n=5, Tacana n=1, Trinitaria n=38,
Yuracaré n=7.

Los polimorfismos del cromosoma Y se amplificaron con el Kit de PCR AmpF1STR,
los alelos fueron asignados utilizando la cadena leader del fabricante y siguiendo las
recomendaciones de la Comision del ISFG (Gusmao et al. 2006).

La distribucion de haplotipos se presenta en la Tabla 1 (ver articulo) y las frecuencias
alélicas en la Tabla 2 (ver articulo).

Las frecuencias haplotipicas y la diversidad genética se estimo utilizando el programa
Arlequin ver 3.01. Para la estimacion de la diversidad haplotipica, DYS389i fue substraido
de DYS389ii. Una duplicacion en DYS389i también fue excluida en todos los calculos del
estudio.

Se obtuvieron 56 haplotipos diferentes del total de 87 individuos, 13 de los cuales se

repitieron al menos dos veces, el resto se presentd una unica vez.

227



ASPECTOS BIODEMOGRAFICOS DE GRUPOS ETNICOS MACRO-PANO DE BOLIVIA'Y CARA,CTERIZACI(')N
GENETICA DE LAS POBLACIONES AYMARA, QUECHUA, CHIMANE Y MOSETEN

La diversidad haplotipica hallada fue de 0,9808 + 0,0067. Se hall6 un individuo
Yuracaré con la duplicacion DY S389i (12/13).

Se construyd una base de datos (con el nimero minimo de haplotipos exceptuando
DYS385 y con DYS389i eliminado de DY S389ii) con un total de 10 muestras de individuos
sudamericanos y nuestras muestras. Se calculo la Rst utilizando el programa Arlequin ver
3.01, la distancia genética menor se halléo cuando se comparo nuestra muestra con la de Peru
(Rst = 0,01875), valores de Rst superiores a 0,20 fueron observados en todas las
comparaciones. Todas las distancias entre la poblacion del Beni con otras poblaciones fueron
significativas. Se llevé a cabo un anélisis Multidimensional Scaling (MDS) con las distancias
Rst utilizando el programa SPSS ver 15.0. Las poblaciones disponibles incluidas en el
presente estudio fueron Norte Brasil (BRA N), Brasil Nordeste (BRA NE), Brasil Central
Oeste (BRA _CW), Brasil Sudeste ( BRA SE), Brasil Sur (BRA_S), Argentina cérdoba
(ARG _CO), Peru (PER), Bolivia Mojefios (BOL MOX), Bolivia altiplano (BOL H) y
Bolivia Llanos (BOL L), Bolivia Beni (BOL BENI).

La poblacion del Beni mostrdé una remarcable diferenciacion respecto otras
poblaciones mas o menos cercanas. En general, las poblaciones de Bolivia mostraban una
clara diferenciacion si se comparan con el resto de poblaciones de zonas limitrofes, las
muestras del Beni son las mas similares de toda la serie.

Los resultados del estudio indican una diferenciacion genética estadisticamente
significativa entre las poblaciones de Bolivia. La informacion genética sugiere que procesos
evolutivos tales como deriva genética, seleccion natural y mezcla genética han modelado la
historia demografica de estos grupos humanos.

Los datos pueden encontrarse para su comparacion con la mayoria de bases de datos:
Y-STR Haplotype Reference Databases (www.yhrd.org),

Yfiler database (www.appliedbiosystems.com/yfilerdatabase),

Promega PowerPlex® Y System (www.promega.com/techserv/tools/pplexy/pplexy.asp)

ReliaGene Database (www.reliagene.com)
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Seventeen Y-STRs included in AmpFISTR Yfiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems, USA) were
studied in males from a multi ethnical population from El Beni Department (North Bolivia). Haplotypic
and allelic frequencies were reported. Comparison of El Beni population with other samples from the
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Population: Beni Department is a region located in the
Bolivian lowlands. Few studies of indigenous peoples living
there have been carried out. This area is particularly interesting
from many points of view: the great multi-ethnicity of the hu-
man populations that live there, their geographic marginality
and unique demographic history. The number of Native Ameri-
can is estimated around 54,000 people, most of them living in
small communities with Amazonian traits but there are also
some Andean groups arrived as colonizers. This land has been
occupied by distinct human groups since pre-ceramic periods,
giving origin to the present population. A representative sample
of them is presented in this study. Blood samples were
obtained from 87 apparently healthy volunteer donors from El
Beni Department, North Bolivia. Ethnical composition of the
sample comprised 2 Aymara, 1 Borjano, 2 Camba, 10 Chimane,
11 Ignaciano, 10 Mojefio, 5 Movima, 1 Tacana, 38 Trinitario and
7 Yuracare

Extraction: DNA extraction was carried out from peripheral
blood using a standard Phenol-chloroform method.

* Corresponding author. Address: Dep. Toxicology and Health Legislation, Labo-
ratory of Forensic and Population, Complutense University of Madrid, 28040-
Madrid, Spain. Tel.: +34 91 3941576; fax: +34 91 3941606.

E-mail address: earroyop@med.ucm.es (E. Arroyo-Pardo).

1344-6223/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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PCR and typing: Y-STRs polymorphisms were amplified with
AmpFISTR Yfiler PCR Amplification Kit (Applied Biosystems)
according to manufacturer’s recommendations [1]. Amplifications
were run in an ABI 3730 Sequencer (Applied Biosystems) and al-
leles were assigned using manufacturer’s ladder and according to
recommendations from DNA Commission of the ISFG (Gusmao
et al. [2]).

Results: Haplotype distribution is presented in Table 1 and alle-
lic frequencies are shown in Table 2.

Analysis of data: Haplotype frequency and diversity were
estimated using Arlequin statistical package ver. 3 [3]. For hap-
lotype diversity estimate, DYS389i was substracted from
DYS389ii. A duplication in DYS389i was also excluded in all
calculations. Fifty six different haplotypes were obtained out
from the 87 individuals. Thirteen haplotypes were repeated at
least twice and the rest of them were unique. The haplotype
diversity for this population was 0.9808 +0.0067. We found
an individual with a duplication in DYS389i (12/13) in a
Yuracare individual.

A database of Y-STRs frequencies (minimum haplotype except
DYS385 and with DYS389i was substracted from DYS389ii) was
constructed with a total of 10 South American samples plus
our population. Rst were calculated using Arlequin ver 3.01.
The smallest genetic distances Rst between Bolivia and the other
populations were obtained against Peru (Rst=0.01875). Rst
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Table 1

Observed Y chromosome haplotype distribution in a multiethnic population of El Beni province (Bolivia)

Hp N DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS GATA DYS GATA DYS DYS  Ethnic origin
19 389i 389ii 390 391 392 393 3851 38511 437 438 439 H4 448 C4 458 456
H1 1 13 12 29 23 10 13 13 14 16 14 11 12 11 19 23 15 15 1A
H2 1 13 12 29 23 11 14 12 14 16 14 11 12 12 20 22 17 15 1M]
H3 1 13 12 29 24 10 13 13 14 14 14 11 12 11 21 22 16 16 1T
H4 1 13 12 29 24 10 13 13 14 15 14 11 12 11 19 22 15 15 1C
H5 9 13 12 29 24 10 13 13 14 17 14 11 12 11 19 22 15 15 8C, 1Y
H6 1 13 12 29 24 10 14 13 14 15 14 11 12 13 21 22 16 15 1T
H7 1 13 12 29 24 10 15 12 14 14 14 11 13 12 20 23 19 16 1T
H8 1 13 12 30 24 10 14 14 14 15 14 10 12 12 20 22 16 15 1C
H9 2 13 13 29 23 10 14 13 14 14 14 11 11 11 19 22 17 16 1T, 1B
H10 3 13 13 29 24 10 13 13 14 18 14 11 12 12 20 23 16 15 3M]
H11 ) 13 13 29 24 10 14 12 14 15 14 11 10 11 19 22 14 17 2MJ
H12 2 13 13 29 24 9 14 13 15 16 14 11 10 12 19 22 15 17 2T
H13 2 13 13 29 25 9 14 13 15 16 14 11 11 12 19 23 15 15 1T, 1M]
H14 1 13 13 29 25 9 14 13 16 16 14 11 11 12 19 23 15 15 1T
H15 1 13 13 30 22 10 16 13 14 17 14 11 13 12 18 24 15 15 1T
H16 4 13 13 30 23 10 14 13 14 16 15 11 12 11 21 22 17 15 3T, 1MJ
H17 2 13 13 30 23 10 15 13 12 17 14 10 13 12 19 22 16 15 2T
H18 1 13 13 30 23 10 16 13 12 17 14 10 13 12 19 22 16 15 1T
H19 1 13 13 30 23 11 14 13 13 16 15 11 12 11 21 22 16 15 11
H20 1 13 13 30 23 11 14 13 14 15 14 11 12 11 21 22 16 15 1T
H21 4 13 13 30 23 11 14 13 15 18 15 11 11 11 20 22 18 15 3T, IMV
H22 1 13 13 30 24 9 14 13 14 17 14 10 12 12 19 22 16 15 1T
H23 1 13 13 31 23 11 14 13 14 16 15 11 12 11 21 22 17 15 11
H24 1 13 13 31 24 10 14 13 14 17 14 10 12 12 20 22 16 15 11
H25 2 13 13 31 25 11 14 13 14 15 15 11 12 13 20 24 18 15 2T
H26 1 13 14 27 23 10 14 14 13 16 14 10 12 12 19 22 16 15 1M]
H27 1 13 14 30 23 12 14 13 14 17 14 10 11 13 20 23 19 14 1T
H28 1 13 14 30 23 13 14 13 14 17 14 10 11 13 20 23 18 14 1T
H29 1 13 14 30 23 13 14 13 14 17 14 10 11 13 20 23 19 14 11
H30 1 13 14 30 24 10 14 12 14 15 14 11 10 12 19 22 14 18 1T
H31 1 13 14 31 23 10 14 13 14 16 14 10 11 12 19 22 18 15 1A
H32 1 13 14 31 23 10 14 15 13 17 14 10 12 12 19 22 15 16 1T
H33 2 13 14 31 24 10 14 14 13 17 14 10 12 12 19 23 16 15 2T
H34 2 13 14 32 23 10 14 14 13 17 14 10 12 12 19 22 16 16 2T
H35 2 13 14 32 23 10 14 14 13 17 14 10 12 12 19 22 16 15 1T, 1M]
H36 4 14 12 30 23 10 15 14 13 16 14 11 11 12 21 22 17 15 4y
H37 1 14 12 30 23 10 15 14 13 16 14 11 12 12 21 22 17 15 1Y
H38 3 14 12 30 24 10 14 13 14 15 14 11 13 11 21 19 17 16 3T
H39 1 14 12/13 30 23 10 15 14 13 16 14 11 11 12 21 22 17 15 1Y
H40 2 14 13 28 24 11 13 13 11 14 15 12 12 12 19 23 16 16 2MV
H41 1 14 13 29 23 10 11 12 13 16 14 © 10 11 20 21 15 16 1T
H42 1 14 13 29 24 11 13 13 11 14 15 12 11 11 19 23 18 15 1MV
H43 1 14 13 29 24 11 13 13 11 14 15 12 11 12 19 24 17 17 1CB
H44 1 14 13 29 24 11 13 13 12 14 16 12 11 11 19 23 18 15 11
H45 1 14 13 29 24 11 13 13 12 14 16 12 12 11 19 23 18 15 11
H46 1 14 13 30 24 10 14 13 13 16 14 12 10 12 19 22 15 15 1T
H47 1 14 13 30 24 10 14 13 14 15 14 11 11 12 20 22 17 17 11
H48 1 14 13 30 24 10 15 13 15 16 14 11 10 12 19 22 15 18 11
H49 1 14 13 30 24 11 11 13 11 14 15 12 12 12 19 23 16 17 1TA
H50 1 14 13 30 24 11 13 13 11 14 15 12 12 12 19 23 16 17 1T
H51 1 14 14 29 24 10 14 13 14 18 14 9 11 10 20 21 17 15 1MV
H52 1 14 14 30 24 11 13 13 11 14 14 12 12 11 18 23 17 17 11
H53 1 15 12 28 21 10 11 14 13 16 16 10 11 10 22 21 17 15 1T
H54 1 15 13 30 21 10 11 13 15 15 14 11 12 12 20 22 17 16 11
H55 1 15 13 30 25 10 11 13 12 14 14 11 10 13 20 23 15 15 1CB
H56 1 15 14 33 24 11 11 13 11 12 14 10 13 12 21 17 16 14 11

A, Aymara; B, Borjano; C, Chimane; CB, Camba; I, Ignaciano; MJ]: Mojefio; MV, Movima; TA: Tacana; T, Trinitario; Y, Yurakare.

always above 0.200 were observed for all other co