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Introduccion:

El poblamiento de Ameérica y las relaciones genéticas y linglisticas entre las
diversas poblaciones que habitan el continente Americano siguen siendo areas de
interés para investigadores de diversas disciplinas tales como arqueologia,
antropologia, linguistica y genética. Existen aun grandes vacios de informacién de
como se llevé a cabo el poblamiento del continente y cuales fueron las dinamicas
poblacionales que derivaron en la gran diversidad genética y linglistica de las
poblaciones en el Continente Americano. Colombia es después de Brasil, el pais
con el mayor niumero de poblaciones Amerindias del continente. De la misma
manera, por su ubicacion geografica en la parte norte de Sur América, Colombia fue
un corredor de paso obligado para las poblaciones Amerindias que poblaron Sur
América. En Sur América, existen cuatro grandes familias linguisticas. La Familia
Chibcha, la Andina, la Ecuatorial-Tucanoa y la Ge-Pano-Carib. En Colombia,
existen poblaciones Amerindias que pertenecen a las cuatro familias linglisticas. Sin
embargo, predominan las poblaciones Amerindias que pertenecen a la familia
Chibcha, ubicadas en la parte norte de Colombia, en la region del Chocé, en la
serrania del Perija, y en la parte norte de la Orinoquia. El otro gran grupo de
poblaciones Amerindias, son las que hablan lengua Ecuatorial-Tucanoan, ubicadas
principalmente en la Amazonia y Orinoquia. Las comunidades de lengua Andina y
las de lengua Ge-Pano-Carib estan representadas por unas pocas comunidades
Amerindias en Colombia. Diversos estudios genéticos se han llevado a cabo
estudiando poblaciones de Norte, Centro y Sur América, tratando de responder a
multiples preguntas sobre el poblamiento, las relaciones genéticas y linglisticas, asi
como los procesos de mezcla genética, utilizando marcadores como el ADN
mitocondrial (mtDNA), polimorfismos de nucleétido simple (SNP), y marcadores del
cromosoma Y (tanto haplogrupos como haplotipos STR de cromosoma Y), asi como
marcadores autosdmicos de diversa indole. Los primeros estudios utilizaron
meétodos seroldgicos, y desde finales de la década de los 80, mediante métodos
moleculares diversos. Adicionalmente a las dinamicas poblacionales mencionadas,
a partir de 1492 con la llegada de los conquistadores desde Europa y posteriormente
durante el periodo de la Esclavitud en los siglos XVI y XVII, un nuevo elemento en la

dinamica poblacional del continente Americano tuvo lugar con diversos procesos de



mestizaje con poblaciones Europeas y Afro-descendientes, procesos que no fueron
homogéneos, variando en diferentes paises y en diferentes regiones dentro de un
mismo pais, como ocurrid en Colombia. Los marcadores genéticos codificados por
los genes del sistema HLA del Complejo Mayor de Histocompatibilidad han sido
ampliamente utilizados en estudios de genética poblacional dado el alto grado de
polimorfismo de este sistema genético. De hecho, el sistema HLA es el sistema
genético mas polimorfico descrito en la especie humana. En el presente trabajo se
han analizado los alelos de los loci HLA-DRB1, DQAl y DQB1 mediante
amplificacion por PCR seguidos de hibridacion con sondas de secuencia especifica
(SSOP) en 1512 individuos de 24 poblaciones Amerindias Colombianas, a partir de
los cuales se determinaron los Haplotipos HLA Clase 1l (DRB1-DQA1-DQB1) en aras
de correlacionar la informacion genética con la clasificacion lingiistica. Al respecto,
los resultados obtenidos a partir de 7 de las 24 poblaciones analizadas habian sido
reportados previamente por nosotros. Con el presente trabajo se intenta confirmar
hipoétesis de relaciones genéticas planteadas previamente en los trabajos publicados
y aportar nueva evidencia que permita correlacionar los resultados obtenidos con

otros trabajos publicados en América, para estos y otros marcadores genéticos.

10



Justificacion:

Colombia es un pais multiétnico y pluricultural. Colombia ocupa el segundo lugar en
el continente Americano con el mayor numero de comunidades indigenas (81
comunidades) después de Brasil, las cuales representan aproximadamente un 3.4%
del total de la poblacibn Colombiana. La poblacion descendiente de Africanos,
representa un 10.5% de la poblacion mientras que el 86.1% restante, es poblacion
mestiza derivada principalmente de mezcla con Europeos, predominantemente
Espafioles, y en menor proporcion de otras nacionalidades.

El estudio de los marcadores genéticos codificados por el sistema HLA del complejo
Mayor de Histocompatibilidad, ha sido ampliamente utilizado para estudios de
trasplante de 6rganos, en estudios de asociacion con enfermedades y en estudios
de genética poblacional y antropologia genética. Debido a su alto grado de
polimorfismo, representan una excelente herramienta para caracterizar poblaciones
en diversas regiones del mundo, para conocer sus relaciones genéticas y determinar
patrones migratorios, asi como, para identificar mezcla étnica entre ellas.

Debido al complejo proceso de mestizaje ocurrido en Colombia desde el periodo de
la Conquista y la Colonia, la caracterizacion de los alelos y haplotipos HLA de los
diferentes grupos étnicos existentes en el pais, nos permite ahondar en el
conocimiento de dicho proceso de mestizaje, en los procesos demogréaficos que
tuvieron lugar después de la llegada de los conquistadores espafioles y el proceso
de mezcla durante el periodo de esclavitud y tratar de entender los movimientos y
dindmicas poblacionales que tuvieron lugar a partir de ese momento, para
comprender y caracterizar la estructura genética de la poblacién Colombiana.

Estos estudios no solo son relevantes desde el punto de vista antropoldgico y
poblacional, sino que son muy importantes para el entendimiento de la asociacion de
diversos alelos HLA con enfermedades y para los estudios de trasplantes en el pais.
En el presente trabajo, hemos analizado las frecuencias alélicas y haplotipicas para
tres loci del sistema HLA de clase Il, HLA-DRB1, DQAl1 y DQB1. Los datos
obtenidos nos permiten correlacionar esta informacion con los datos publicados para

otras poblaciones Amerindias en Colombia y en el continente Americano.
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Marco Teorico:

CAPITULO |

I.1 Poblamiento del Continente Americano.

La migracion de la poblacién ancestral que habita el continente Americano ha sido
objeto de mudltiples estudios a través de los afios. La teoria del poblamiento de
Ameérica descrita por Greenberg (1, 2), en la cual se postuld que por lo menos
habian ocurrido tres ondas migratorias desde Asia para el posterior poblamiento de
las Américas por las poblaciones Nativas Americanas. Estas ondas migratorias
habrian originando los tres grupos de poblaciones Nativas Americanas, los Esquimo-
Aleutiano, los Na-Dene y la poblacion Amerindia. Esta teoria ha sido cuestionada
posteriormente por algunos autores, quienes indican que el poblamiento del
continente Americano se llevo a cabo por una sola onda migratoria a partir de la cual
se derivaron todas las poblaciones (3). Otros estudios utilizando inserciones ALU
sugieren que el poblamiento de América se llevé a cabo a partir de una sola onda
migratoria y la distribucién de las poblaciones en los dendrogramas se relacionan
mas con su distribucion geografica  (4). Estudios recientes con base en
Polimorfismos de nucledtido simple (SNP) han re-evaluado las teorias de
poblamiento de continente Americano indicando que todas las poblaciones Nativas
Americanas, derivaron de una sola poblacién ancestral Asiatica la cual recibié por lo
menos dos corrientes de flujo genético adicionales durante el proceso de
poblamiento (5). En patrticular, las poblaciones Na-Dene y Eskimo-Aleutianas fueron
las poblaciones en las cuales se presentd flujo génico adicional en la poblacién
ancestral. Sin embargo, existen todavia vacios de informacién y la necesidad de
estudiar con metodologias mas modernas, a un mayor nimero de poblaciones de
Norte, Centro Y Sur América, para lograr tener un mejor panorama de como se dio el
doblamiento.

Estudios previos realizados con base en datos arqueoldgicos, estudios de ADNmt,
marcadores de Cromosoma Y, y recientemente Polimorfismos de nucleétido simple
(SNP) han permitido determinar la entrada de la poblacion nativa Americana a través
del estrecho de Bering hace 12000-15000 afios(3, 6-13).
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I.2 Poblaciones Indigenas Colombianas.

Colombia es un pais multiétnico y pluri-cultural (14) . Con base en el ultimo censo, la
poblacién Colombiana esta compuesta por un 86.1% de poblacion descendiente de
Europa principalmente de origen espafiol y en menor proporcion de otras
poblaciones incluyendo arabes, judios, portugueses, alemanes, franceses, italianos
y gitanos entre otros. Adicionalmente, 10.5% de la poblacion estd compuesta por
descendientes de Africanos, los cuales fueron introducidos al pais como esclavos

durante el siglo 16 y 17, y 3.4% de poblacién actual es Amerindia (15).

En Colombia, 81 grupos indigenas Amerindios (16, 17) se encuentran distribuidos en
la region Caribe (predominantemente en la Sierra Nevada de Santa Marta, la
peninsula de la Guajira y en la regién de Sucre y Cérdoba), en la region del Pacifico
(Choco, Cauca y Narifio), y en la Amazonia y la Orinoquia Colombiana. Algunos de
estos grupos han sufrido procesos de pérdida de sus costumbres y lenguas (ej.
Comunidad Zenu en Sucre y Cérdoba). En la region del Pacifico, se encuentran
poblaciones indigenas en el Chocé (Embera, Waunana), en el departamento del
Cauca (Paez, Guambiano) y en Narifio. Para la region Andina, muy pocas
comunidades indigenas persisten en esta region. La gran mayoria de poblaciones
indigenas se encuentran distribuidas en las regiones de la Amazonia y la Orinoquia

Colombiana.

I.3 Clasificacion Linguistica
En América del Sur existen 4 grandes familias linguisticas con base en la

clasificacion descrita por Ruhlen (18). Estas son:

CHIBCHA: con poblaciones presentes predominantemente en la parte norte de
América del Sur, en Colombia, Venezuela y Guyana. En Colombia, estan presentes
los pueblos Arhuacos o ljka, los Kogui, los Arsario, Chimila, Bari, Tunebos o
U'wa, asi como las poblaciones de habla Choco-Paezan donde estan incluidos los
Embera y Waunana del Choco (16).

ANDINA: Con poblaciones presentes en los Andes desde Colombia hasta Chile,

incluye los pueblos descendientes del Imperio Inca entre ellos, los pueblos de habla
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3)

4)

Quechua y Aimara entre otros. En Colombia, la poblacion Ingano ubicada en el
Putumayo y parte oeste de la Amazonia pertenecen a esta Familia Linguistica (16).

ECUATORIAL-TUCANOA: Con poblaciones distribuidas en la Orinoquia
Colombiana, en las llanuras de Venezuela, la Amazonia de varios paises,
extendiéndose hacia el sur. Esta familia linglistica se divide en dos ramas
principales: 1) MacroTucano, la cual incluye subramas a) Ticuna Yuri, representada
por la comunidad Ticuna (analizada por otros investigadores); b)Tucano:
representado por las poblaciones Curripaco, Piapoco, Wayuu, , Guayabero,
Cubeo, Guanano, Tucano, Desano y Piratapuyo entre otros y ¢) Maku-Puinave
representada por las tribus Puinave, y Nukak . 2) Ecuatorial, la cual tiene la
ramificacion MacroArawak y las subramas a) Arawak representada po la poblacién
Wayuu de la peninsula de la Guajira y la rama b) Guahibo, representada por las
tribus Guahibo-Sikuane y Guayabero (16, 18).

GE-PANO-KARIB. Con poblaciones distribuidas principalmente en la region
Amazobnica, con predominio en Brasil y con poca representaciéon en Colombia,
siendo la comunidad Yucpa o Yuko en la serrania del Perijd entre Colombia y

Venezuela la Unica comunidad de habla Karib (16).

En la Tabla 1 se encuentran las caracteristicas demogréaficas de las 24 poblaciones
Amerindias estudiadas en el presente trabajo (16).

Capitulo Il

[I.1 Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

El complejo mayor de Histocompatibilidad (CMH) es un grupo de genes ubicado en
el cromosoma 6 en la banda 6p21.31-6p21.33 (19, 20). Dentro del CMH se
encuentran los genes del sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) responsables en
el humano de la aceptacion o rechazo al trasplante de érganos y médula Gsea.
Tradicionalmente, el CMH se ha dividido en tres regiones genéticas, la region de los
genes de Clase | (mas telemétrico), la regiéon de los genes de Clase Il (mas
centromérica), y en el medio, la regiéon de los genes de clase Il (21, 22). Estas tres
regiones ocupan una distancia fisica en el mapa del cromosoma 3 entre 3500-4000

kb. La region de los genes HLA ocupan un pequeiio segmento del cromosoma 6,
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que corresponde entre 2-3 cM (centimorgans). Por esta razén, debido a la baja tasa
de recombinacion en la meiosis, los genes del sistema HLA se trasmiten de padres a
hijos en bloques denominados haplotipos, sin que se presente recombinacion en la
mayoria de los casos. Los dos haplotipos HLA, conforman el genotipo HLA de cada
individuo. Debido al hecho que los genes del sistema HLA se heredan ligados,
presentan Desequilibrio de Ligamiento (19). Quiere esto decir que su frecuencia es
mayor a la que se esperaria se heredaran por simple azar.

Dentro de la region de los genes de clase I, se encuentran los genes clasicos HLA-
A, B, y C, asi como otros genes incluyendo el HLA-E, F, G y H. Los moléculas de
Clase | clasicos estan codificados por un gen A para la cadena a y por el gen de la
B2 Microglobulina codificado por fuera del CMH. La estructura de la proteina. La
cadena alfa, tiene un peso de 43-44 kd, mientras que la cadena beta pesa 12 kd. La
cadena alfa posee tres dominios externos de 90 aminoé&cidos cada uno, unidos por
puentes disulfuro similares a los dominios presentes en las moléculas de las
inmunoglobulinas, una porcién transmembrana, y un segmento intracitoplasmatico.
Los dominios mas externos, al y a2, forman una estructura en forma de hendidura
en la cual se alberga el péptido que es presentado por las moléculas de clase | a los
linfocitos T CD8+ para generar una respuesta inmune. EI dominio a3 y la B2
microglobulina sirven de apoyo a la estructura. La Figura 1 ilustra la estructura de un
gen de clase |, en donde se ilustran los exones que codifican para cada porcién de la
cadena alfa de la molécula. El segundo exdn codifica para el dominio al, el tercer
exon codifica para el dominio a2, el dominio a3, es codificado por el exdn 4, seguido
del exén que codifica la porcion TM seguidos de dos exones para la porcion

intracitoplasmaética.
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Figura 1. Estructura esquematica de las moléculas HLA clase |, compuestas por una cadena a codificada dentro
del CMH y la 2 microglobulina (codificada por fuera del CMH), formando un heterodimero de membrana.
Cada dominio en la cadena alfa contiene mas o menos 90 aa, unidos por puentes disulfuro (dominios a2 y a.3).
El gen que codifica la cadena alfa, contiene una sefial Lider (L) seguida del exon2 que codifica el dominio a1, el
exon 3 que codifica el dominio a2 y el exdn 4 que codifica el dominio a3, seguido del exédn que codifica la
porcidn transmembrana y dos exones para la cola intracitoplasmatica.

Las moléculas de clase Il estan formadas por una cadena alfa de 33-34 kd y una
cadena beta de 28-29 kd, ambas codificadas dentro del CMH. El heterodimero
formado por la cadena alfa y la cadena B, forman una estructura tridimensional la
cual también posee la forma de una hendidura en la cual se alberga el péptido o
epitope que es presentado por las células presentadoras de antigeno a los linfocitos
T CD4+(23). En la Figura 2se ilustra la estructura del gen que codifica para la
cadena B, asi como el gen que codifica para la cadena alfa. EI dominio mas externo
de la cadena beta con una estructura similar a los dominios presentes en las
inmunoglobulinas de 90 aa y puente disulfuro, al es codificado por el segundo exén,
el dominio beta 2, es codificado por el exén tres, la porcién transmembrana y parte
de la cola intracitoplasmatica es codificado por el exon 4 y la restante cadena

citoplasmatica es codificada por los exones 5y 6.
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Figura 2. Estructura esquemdtica de las moléculas HLA clase Il, compuestas por una cadena o y una B
codificadas dentro del CMH formando un heterodimero de membrana. Cada dominio en contiene mas o menos
90 aa, unidos por puentes disulfuro . El gen que codifica la cadena alfa (Gen A), contiene una sefial Lider (L)
seguida del exon2 que codifica el dominio al, el exdn 3 que codifica el dominio a2 seguido del exdn que
codifica la porcidn transmembrana y un exdn para la cola intracitoplasmatica. De la misma manera el gen B,
contiene una sefial Lider (L) seguida del exon2 que codifica el dominio 1, el exdn 3 que codifica el dominio 2
seguido del exdn que codifica la porcidn transmembrana y un exén para la cola intracitoplasmatica. El
polimorfismo en los genes HLA de clase Il se encuentra principalmente en el exdn 2 del gen B que codifica el
dominio 1.

[1.2 Polimorfismo del sistema HLA.

El sistema HLA es el sistema mas polimérfico descrito en humanos. A la fecha,
mediante métodos moleculares y secuencia de acidos nucleicos se han descrito
6919 alelos para los genes HLA clase | y 1875 para los genes HLA clase II.
Especificamente, se han descrito 2188 alelos para el gen HLA-A, 2862 para el gen
HLA-B, 1746 para el gen HLA C, 1386 alelos para el gen HLA-DRB1, 49 para el
gen HLA-DQAL y 193 para el gen HLA-DQB1(24). Este alto grado de polimorfismo,

17



se encuentra ubicado en los exones que codifican los dominios més externos de la
cadena alfa de las moléculas HLA clase | (exones 2 y 3, dominios al y a2), y en el
segundo exdn de los genes B de las moléculas de clase Il que codifica para el
dominio B1 de los antigenos de clase Il (19).

Debido a la alta complejidad y polimorfismo existente en las moléculas HLA clase |y
Clase I, actualmente se utilizan principalmente meétodos moleculares para su
caracterizacion entre los cuales sobresalen la amplificacion por PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) seguida de hibridacibn con sondas de secuencia
especifica (en Inglés SSOP- sequence specific oligonucleotide probes) y la
secuencia de &cidos nucleicos. La tipificacion HLA mediante PCR-SSOP se
implemento para el 11th International Histocompatibility Workshop llevado a cabo en
Japén en 1991(25). Alli se establecieron los procedimientos originales para llevar a
cabo el andlisis mediante amplificacion por PCR del segundo exdn de los genes HLA
clase Il y el uso de sondas de secuencia especifica para la identificacion de los
polimorfismos presentes en cada alelo analizado. De la misma manera, para este
taller internacional se reportaron las primeras frecuencias moleculares para diversas
poblaciones del mundo, incluyendo algunas nativas Americanas (25, 26). Una vez se
pusieron en practica de manera masiva por parte de los laboratorios de
inmunogenética en el mundo, la descripcién de nuevos alelos, tanto para genes HLA
de clase I, como para genes HLA Clase Il (27-30) empezaron a ser reportados
siendo confirmados mediante secuencia de &cidos nucleicos. Actualmente, los alelos
descritos en diferentes poblaciones del mundo se encuentran registrados y

referenciados en una base de datos de acceso libre (24).

CAPITULO 1l

.1 Estudios HLA clase Il en Poblaciones Amerindias del Continente
Americano y en Colombia

Diferentes estudios para identificar los alelos HLA clase | y HLA clase Il en
poblaciones Amerindias se han llevado a cabo con fines antropologicos y genéticos,
asi como para estudiar las relaciones evolutivas de dichas poblaciones (2, 31-44).
Nuevos alelos para los genes HLA clase | y clase Il han sido descritos in poblaciones
Amerindias de Norte y Sur América (27, 28, 30, 45-49) entre otros.
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Los estudios de la variabilidad alélica y haplotipica en poblaciones Amerindias ha
mostrado que estas poseen un pool de haplotipos HLA clase Il limitado entre los
cuales existen haplotipos que portan los alelos HLA-DRB1:04:03, 04:04, 04:07,
04:11, 04:17, 08:02, 08:04, 08:07, 09:01, 14:02, 14:06, 14:13, y 16:02. Algunos de
estos alelos son exclusivos de las poblaciones Amerindias (reciente aparicion)
mientras que otros haplotipos estan presentes en poblaciones Asiaticas y en
poblaciones Europeas, indicando que son haplotipos ancestrales (ejemplo
DRB1*04:04).

Uno de los primeros trabajos en los cuales se analizaron alelos y haplotipos HLA
clase Il en Poblaciones Amerindias Colombianas fue publicado por nosotros (39). En
dicho trabajo, se analizaron tres poblaciones Amerindias de la familia linguistica
Chibcha, Arhuaco, Kogui, Arsario, y una tribu de la familia linguistica Arawak, los
Wayuu (macro familia Ecuatorial-Tucanoa). Marcadas diferencias en haplotipos HLA
clase Il entre las poblaciones Chibchas y los Wayuu se encontraron. En patrticular,
las poblaciones Chibchas tenian frecuencias altas para el haplotipo HLA-
DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02, y ausencia de los haplotipos HLA-
DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02, DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 y
HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02. Por el contrario, la poblacion Wayuu
presentaba frecuencias altas de los dltimos tres haplotipos enunciados y ausencia
del haplotipo HLA-DRB1*04:07, DQA1*03:01. El analisis de haplotipos HLA y grupos
sanguineos en nuestro trabajo, mostr6 mezcla étnica significativa para poblaciones
Amerindias como Arhuaco y Wayuu con poblaciones caucasoides y afro-

descendientes.

Posteriormente, otros investigadores reportaron las frecuencias alélicas vy
haplotipicas HLA clase Il en las poblaciones Kogui, ljka (Arhuaco), Tule o Cuna,
Waunana, Embera, Sikuane o Guahibos, Nukak, Coreguaje e Inganos (50) En dicho
reporte se indica que las poblaciones Amerindias estudiadas mostraban una
diversidad HLA-DRB1 reducida, con la presencia de alelos y haplotipos HLA-
DRB1*16:02, 04:03, 04:04, 04:07, 04:11, 14:02 y 08:02. En la muestra de poblacién
Nukak analizada (N=20) se observé una frecuencia alélica HLA-DRB1*14:02 del
65%. Las poblaciones con la menor diversidad haplotipica se encontraron en las

poblaciones mas aisladas, Nukak, Kogui y Sikuane (Guahibos), mientras que otras
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poblaciones presentaban haplotipos derivados de mezcla étnica tal como se
evidenci6 en los ljka, y algunos haplotipos en baja frecuencia en Embera y Waunana
del Departamento del Chocd. Los haplotipos con alelos tradicionalmente
encontrados en poblaciones Amerindias correspondian en promedio a mas del 95%
de los haplotipos detectados. Aunque no se llevd a cabo ningun analisis de
distancias genéticas en dicho trabajo, algunas de las conclusiones mostraban
similitud en frecuencias alélicas entre Kogui e ljka (Arhuaco), mientras que la
poblacion Kogui no mostraba mezcla étnica tal como lo habiamos descrito
previamente. Plantearon que la variabilidad HLA clase Il reducida se deberia
principalmente a cuellos de botella durante la migracion y colonizacion en América y

no debido a deriva genética.

Posteriormente, en el afio 2001, reportamos las frecuencias alélicas y haplotipicas
HLA clase 1l para las poblaciones Amerindias Guambiano, Ingano, Paez. En
particular, estdbamos interesados en determinar si las poblaciones Guambiano y
Paez, clasificadas linguisticamente dentro de la Familia Chibcha, presentaban los
mismos haplotipos HLA clase Il de las poblaciones de lengua Chibcha del norte de
Colombia (40). Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la
frecuencia de haplotipos HLA clase Il (HLA-DRB1, DQAl1 y DQB1) presentes en
estas poblaciones comparados con las poblaciones Chibchas del Norte de Colombia
(Arhuaco, Kogui, Arsario). Las tribus Guambiano y Paez portaban haplotipos
presentes en poblaciones Amazonicas tales como los descritos para la poblacion
Wayuu, DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02, DRB1*16:02, DQA1*05:01,
DQEB1*03:01 y HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02, aunque también
presentaban haplotipos HLA clase Il presentes en frecuencias significativas en las
poblaciones de habla Chibcha tales como el haplotipo HLA-DRB1*04:07,
DQA1*03:01, DQB1*03:02. Esto nos llevo a plantear la hipétesis que las poblaciones
Chibchas del norte de Colombia se diferenciaron genéticamente de las otras
poblaciones Amerindias en Mesoamérica, previo a su entrada al Sur América. De la
misma manera, los resultados sugerian que las poblaciones Guambiano y Paez,
eran genéticamente mas afines a poblaciones Amerindias presentes en la
Amazonia. De la misma manera, se observd que tanto las tribus Guambiano, y
Paez, presentan cierto grado de mezcla genética con poblaciones

Afrodescendientes y con poblaciones Caucasoides.
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La Tabla 2 muestra las poblaciones Amerindias estudiadas hasta la fecha con base
en el analisis de los alelos y haplotipos HLA mediante métodos moleculares en
diversas poblaciones Amerindias. Cabe mencionar, que las poblaciones Amerindias
mas estudiadas mediante el andlisis de haplotipos HLA clase Il son las poblaciones
Amerindias Colombianas (39, 40, 50). El presente trabajo representa el mayor
estudio de poblaciones Amerindias realizado con base en haplotipos HLA clase I
hasta la fecha. A pesar de que Brasil es el pais con el mayor nimero de etnias
indigenas del continente Americano, solo se han estudiado unas pocas poblaciones
en dicho pais para alelos HLA Clase Il.

Otros estudios se han llevado a cabo en Poblaciones Amerindias Colombianas (51).
Sin embargo, poco se puede indicar de ellos ya que no analizaron molecularmente
los alelos y haplotipos HLA clase Il, y por lo tanto no pueden compararse los

resultados obtenidos.
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[11.2 Estudios HLA Clase Il en poblaciones Amerindias (Norte, Centro y Sur

América).

Varios estudios de tipificacion HLA clase Il habias sido reportados en la literatura
previo a 1991 cuando se introducen los métodos de tipificacion molecular durante el
11 taller Internacional de Histocompatibilidad e Inmunogenética, lo cual hace muy
dificil comparar los resultados con aquellos que se obtienen por métodos
moleculares. En otros casos, a pesar de estar disponibles los métodos moleculares,
los reportes en la literatura solo contenian datos de tipificacion serolégica o no
contenian datos de tipificacién molecular y de haplotipos HLA Clase Il. Tal es el caso
de la poblacién Warao (52), Chimila (53), Yuco, Bari, Tunebo, Guane y Paez (51),
Mataco (36), Nahuas (34), y Parakana (54, 55).

En 1991, Fernandez-Vifia et al. Analizaron 45 individuos Amerindios de Norte
América. En ese reporte, los haplotipos predominantes fueron HLA
DRB1*04:07*DQA1/03:01, DQB1:03:02 (15/90), DRB1*16:02, DQA1*05:01,
DQB1*03:01 en (12/90), DRB1*14:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 en (8/90),
DRB1*08:02*DQA1*04:01, DQB1:04:02 (7/90), DRB1*09:01*DQA1*03:00,
DQB1:03:03 (4/90), DRB1*14:06, DQA1*05:01, DQB1*03:01 en (2/90). También
estaban presentes otros haplotipos, incluyendo algunos derivados de mezcla étnica.
Es ese reporte no se especificO que poblacibn Amerindia Norteamericana fue la
estudiada (2)

Las tribus Kaingang y Guarani de Brasil fueron analizadas por Petzl-Erler in 1993.
Sin embargo, dicho reporte no incluy6 el analisis molecular de los alelos HLA-DRB1,
ni los haplotipos Clase Il (HLA-DRB1, DQA1, DQB1) para comparar los resultados
con aquellos reportados por nosotros u otros grupos (Petzl 1993).

Las tribus Toba, Toba—Pilaga, Mataco-Wichi (Argentina) y Xavantes de Brasil fuero
estudiadas por Cerna et al. En los Xavantes, haplotipos HLA clase Il que portan
HLA-DRB1*04:04, 04:07, 14:02, y 08:02. Entre las tribus de Argentina, se
encontraron haplotipos HLA clase Il que portan los alelos DRB1*04:03, 04:04, 04:07,
04:11, y 04:17. De hecho, este ultimo alelo solo se identific6 en poblaciones
Argentinas. Otros haplotipos portaban DRB*08:02, 14:02, 14:06 y 16:02. El haplotipo
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HLA-DRB1*14:06, DQA1*05:01, DQB1*03:01 mostraba frecuencias altas en las
poblaciones Argentinas, y ausente en los Xavantes (56).

En 1994, Guedez et al. Analizaron 57 individuos de la comunidad Bari en Venezuela
para alelos HLA clase Il. Los alelos HLA-DRB1*04:03,04:07, 04:11, 16:02,14:02 y
08:02 fueron los alelos detectados en esta poblacion, siendo el mas frecuente el
alelos DRB1*16:02 (40.9%) seguido del 04:07 (27.3%) (44).

La poblacion Cayapa del Ecuador fue analizada por Trachtenberg y colaboradores
en 1995. Predominaban los alelos HLA-DRB1*04:07 (27.5%), 14:02 (19.5%) y 09:01
(20%) y haplotipos HLA Clase 1l DRB1-DQA1-DQB1 frecuentemente hallados en
otras poblaciones Amerindias (). Posteriormente, el mismo grupo identificé una
nueva variante alélica DRB1*08:04 a partir de un alelo ancestral DRB1*08:02 por
mutacion puntual en codon 86 de la molécula HLA-DRB1 (57).

En 1997, Layrisse et al. Identificaron la presencia del alelo HLA-DRB1*08:07 en

individuos de la poblacién Yucpa con una frecuencia del 12.5% (28).

El mismo afio, Mack y Erlich analizaron los alelos y haplotipos HLA clase Il de la
tribu Ticuna (46). En esta tribu, el alelo HLA-DRB1*08:07 se encontr6 en una
frecuencia del 22.5%, el cual se pudo haber derivado de un alelo DRB1*08:02
ancestral. Los haplotipos predominantes en la muestra de poblacién Ticuna
analizada fueron HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (31%), DRB1*08:07,
DQA1*04:01, DQB104:02 (22.5%) y 16:02, DQA1*0501, DQB1*03:01 (24%) (46). De
manera interesante, no se encontré el haplotipo HLA-DRB1* 14:02, DQA1*0501,

DQB1*03:01 el cual es frecuentemente hallado en poblaciones Amerindias.

En el reporte del 12 taller Internacional de Histocompatibilidad e Inmunogenética, se
describieron las frecuencias alélicas para un grupo de poblaciones Amerindias de
Centro y Su América que incluian las tribus Seri, Mixe, Mixteco, Zapoteco, Wayuu,
Ticuna, Yucpa, Guarani, Kaingang, Chiriguano, Kolla, Huilliches (43). Para algunas
poblaciones, los resultados no eran comparables ya que no se llevd a cabo el

analisis para resolver el grupo alélico mayor como ocurrié para las tribus Huilliches,
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Chiriguanos, Kolla. En las restantes, se identificaron haplotipos HLA clase I
frecuentemente hallados en las poblaciones Amerindias del continente (Tabla 7).

En 2003, Tsuneto et al, analizan los haplotipos HLA clase Il en tres comunidades
Guarani (M’Bya, Kaiowa, y Nnadeva) de Brasil, la poblacién Aché de Paraguay, los
Kaingang de Brasil, una muestra de poblacién Quechua del Pert y una muestra de
individuos Amerindios de varias poblaciones Amazoénicas (38). La poblacion
Kaingang mostré una frecuencia alta para el alelo HLA-DRB1*04:04 (25%) mientras
que para la poblacién Aché, presentd frecuencias muy altas para el alelo HLA-
DRB1*04:11 (74.1%), esta ultima poblacion no tenia alelo HLA-DRB1*16:02, y
presentaba una frecuencia significativa del alelo HLA-DRB1*14:13 detectado
solamente en esta poblacion (8%) y en una de las tribus Guarani M’Bya (15%) lo
cual les permite a los autores concluir que la tribu Aché esta relacionada

genéticamente a los Guarani.

Parolin y Carnese analizaron los alelos HLA clase Il de las poblaciones Mapuche,
Tehuelche, Wichi y Lengua de Argentina. No analizaron haplotipos HLA Clase Il. En
las tribus Mapuche y Tehuelche, se detectan alelos HLA frecuentemente hallados en
poblaciones caucasoides, indicativos de mezcla étnica. En las poblaciones Wichi y
Lengua, se encontraron alelos HLA-DRB1 que solo han sido descritos en
poblaciones Amerindias de Argentina como son los alelos HLA-DRB1*04:17 (Wilchi
14.6%) y altas frecuencias para el alelo HLA-DRB1*14:06 (41.7% Wilchi y 64.7%
Lengua)(41).

Arnaiz-Villena et al. Estudiaron la poblacién Mazateca Mexicana, pertenecientes a la
cultura Olmeca. Los principales alelos HLA-DRB1 detectados fueron HLA-
DRB1*04:07 (28.1%), 16:02 (18.3%), 08:02 (13.3%), 04:04 (9.8%), 04:11 (7.7%),
14:06 (8.4%) y 14:02 (3.5%). Adicionalmente a los haplotipos frecuentemente
hallados en poblaciones Amerindias, encontraron un haplotipo HLA clase Il nuevo
caracterizado por los alelos HLA-DRB1*04:09, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (1.4%). De
la misma manera se encontraron alelos y haplotipos caracteristicos de poblaciones

caucasoides y africanas en baja frecuencia, lo cual demuestra mezcla étnica (29).
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El mismo grupo estudio a los Mayos de la regién de Sinaloa en México. Los
principales alelos HLA-DRB1 detectados fueron HLA-DRB1*04:07 (50.1%), 14:06
(11.8%), 08:02 (9.3%), 04:04 (7.5%), 04:03 (5.8%). En esta poblacién también se
identificaron alelos y haplotipos caracteristicos de poblaciones caucasoides y

africanas en baja frecuencia, lo cual demuestra mezcla étnica (58).
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Hipotesis:

HO: No existen diferencias genéticas entre las 24 comunidades Amerindias
Colombianas pertenecientes a diferentes familias linglisticas mediante el analisis de
Haplotipos HLA Clase Il (HLA-DRB1, DQA1, DQB1).

Objetivos:

General:

Determinar las relaciones genéticas de 1512 individuos pertenecientes a 24
comunidades Amerindias Colombianas mediante la caracterizacion de las
frecuencias alélicas y Haplotipicas de los loci HLA-DRB1, DQA1, DQB1 mediante

amplificacion por PCR.

Especificos:

. Determinar las frecuencias alélicas para los loci HLA-DRB1, DQAL, y DQB1 del
complejo Mayor de Histocompatibilidad en una muestra de 1512 individuos
pertenecientes a 24 comunidades Amerindias Colombianas.

. Determinar las Frecuencias Haplotipicas para los tres loci HLA-DRB1, DQA1, DQB1
en una muestra de 1512 individuos pertenecientes a 24 comunidades Amerindias
Colombianas.

. Determinar las relaciones genéticas de las 24 comunidades Amerindias estudiadas
con base en las frecuencias Haplotipicas determinadas.

. Comprara los resultados obtenidos en el presente trabajo con los datos reportados
para otras poblaciones Amerindias de Norte, Centro y Sur América.

. Correlacionar los resultados obtenidos con base en las frecuencias Haplotipicas

obtenidas con los resultados de ADNmt publicados para las poblaciones analizadas.
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Materiales y Métodos:

Las muestras de sangre de 1512 individuos pertenecientes a 24 comunidades
Amerindias Colombianas recolectadas entre 1989 y 1992 durante el proyecto
Estructura Genética de la Poblacion Colombiana del Instituto de Genética de la
Universidad Nacional de Colombia dirigido por el Dr. Emilio J. Yunis fueron
codificadas para mantener el anonimato y almacenadas para estudios genéticos.
Todas las muestras fueron recolectadas previo consentimiento informado de cada
uno de los individuos muestreados, asi como el aval obtenido a partir de cada uno
de los Jefes o Gobernadores de las comunidades Amerindias estudiadas. Tabla 3
contiene el nombre de la poblacién, el nimero de individuos analizados, la filiacion
linglistica y la ubicacion geografica de las 24 poblaciones analizadas.

Los datos de 7 poblaciones Amerindias Colombianas habian sido reportadas
previamente por nosotros (39, 40). En este trabajo, los resultados de 1041 individuos
de 17 poblaciones Amerindias adicionales son presentados, los cuales sumados a
las 7 poblaciones estudiadas previamente suman 1512 individuos para las 24
comunidades indigenas.

El ADN fue extraido utilizando el procedimiento de Salting Out (59) o mediante la

utilizacién de un método rapido de aislamiento de ADN (60).

Aislamiento de ADN:
A un tubo Eppendorf afiada 0.5 ml de sangre total

Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 30 seg. A maxima velocidad (12.000

r.p.m).

3. Remueva el plasma (150 ul) sin tocar la capa de blancos

4. Anada 1 ml de Buffer RCLB y mezcle por inversion varias veces.

5. Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 30 seg. A maxima velocidad (12.000

r.p.m).
Remueva el sobrenadante de glébulos rojos lisados mediante aspiracion.

Afada 1 ml de Buffer RCLB y mezcle por inversion varias veces.

8. Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 30 seg. A maxima velocidad (12.000

9.

r.p.m).
Remueva el sobrenadante de glébulos rojos lisados mediante aspiracion.

10.Repita los tres ultimos pasos una vez mas.
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11.Rompa el pellet por vortex durante 10 segundos.
12.Afada 615 ul al boton celular de buffer WCLB preparado (0.6 ml WCLB, 10 ul SDS
10% y 5 ul Proteinasa K stock 20 mg/ml).

13.Ponga a rotar las muestras a 42°C por 3 hr.

14. Anada 150 ul de Solucion saturada de Acetato de Sodio 3M pH 5.2.

15. Agite las muestras vigorosamente hasta formar espuma.

16.Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 3 min. A maxima velocidad (12.000
r.p.m).

17.Transfiera los 750 ul de sobrenadante a un nuevo tubo.

18.Afada 750 ul de Isopropanol y precipite el ADN mezclando por inversion 20 veces.

19.Coloque las muestras a -800C por 30 min.

20.Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 4 min. A maxima velocidad (12.000
r.p.m).

21.Remueva el isopropanol por aspiracion.

22.Lave el pellet de ADN con 1 ml etanol al 70%

23.Centrifugue el tubo en micro centrifuga por 4 min. A maxima velocidad (12.000
r.p.m).

24.Remueva el etanol por aspiracion.

25.Deje secar el pellet a temperatura ambiente o coloque bajo vacio.

26.Resuspenda el botén de ADN en 400 ul de 1X TE pH 7.5

Tipificacién HLA Clase II:

La tipificacion de los alelos HLA-DRB1, DQAL, y DQBL1 se llevé a cabo mediante
amplificacion por PCR seguido de hibridacion con sondas de secuencia especifica
descritas inicialmente durante el 11th International Histocompatibility Workshop y
posteriormente fabricadas y marcadas con Fosfatasa alcalina (Lifecodes
Corporation, Sanford CT, USA), excepto para HLA-DQAL1 (39, 40, 61, 62).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 100 ul.

Por cada muestra se utilizaron 300-800 ng de ADN.

La reaccién de PCR contenia:

ADN (300-800 ng) x ul
10X PCR Buffer 10 ul
Primer L 6 ul
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Primer R 6 ul
10 mM dNTP* 8 ul
MgCl2 (25 mM) 6-8 ul
Taq polymerase (5 u/ul) 0.50 ul
Agua destilada QSP 100 ul

Para tipificacion HLA-DRB1 se utilizaron los primers HLA-DRB1-R y DRB1-F los
cuales amplifican un fragmento de 274 bp del segundo ex6n del gen DRB1, DR3,

DRB4, y DRB1 bajo las siguientes condiciones de amplificacion (61).

LDRB 5 CCC CACAGCACGTTTCYTG 3 Y (C,T)
RDRB 5' CCG CTG CAC TGT GAAGCTCT 3
Locus | Desnaturaliza | Aparea Extiende Ciclos Tamafio
DRB | 960C/10 sec | 559C/20sec | 72°C/20 sec | 30 274 bp
DQB1 | 960C/10sec | 600C/20sec | 729C/20 sec | 3 258 bp
DQAL | 960C/10sec | 559C/20sec | 729C/30 sec | 3° 229 bp
Condiciones de Amplificacion:
Temp. Tiempo

1 Ciclo Desnaturalizacion | 94 °C 2 min.
30 ciclos | Desnaturaliza 96 °C 10 segq.

Aparea 55 °C 20 seg

Extension 72 °C 20 seqg
1 ciclo Extension 72 °C 10 min
1 ciclo Enfriar 4°C indefinido

Para la amplificacion del locus HLA-DQB1 se utilizaron los primer DQB1_F y DQB1-

R bajo las condiciones y primers descritas a continuacion (63).

YS-01: 5' AGG GAT CCC CGC AGA GGATTT CGT GTW CC 3

YS-02: 5' GAG CTG CAG GTAGTT GTG TCT GCA YAC 3'.

Temp. Tiempo
1 Ciclo Desnaturalizacion | 94 °C 2 min.
35 ciclos | Desnaturaliza 96 °C 10 seg.
Aparea 60 °C 20 seqg
Extension 72 °C 20 seg
1 ciclo Extension 72 °C 10 min
1 ciclo Enfriar 4°C indefinido

Para la amplificacion del locus HLA-DQAL se utilizaron los primer DQAL1-F y DQA1-R

bajo las condiciones descritas a continuacion.




LDOQA 5'ATggTg TAA ACT TgT ACC AgT 3'
RDOA 5'TTggTAgCAgCggTAgAg TTg 3

Temp. Tiempo
1 Ciclo Desnaturalizacion | 94 °C 2 min.
35 ciclos | Desnaturaliza 96 °C 10 segq.
Aparea 55 °C 20 seqg
Extension 72 °C 20 seg
1 ciclo Extension 72 °C 10 min
1 ciclo Enfriar 4°C indefinido

Una vez termind la amplificacion, se verific6 la presencia de producto de
amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (NuSieve/Seakem
3.1) se procedié a aplicar los productos de amplificacion en membranas de Nylon
cargadas positivamente (Hybond N+, Amersham Corporation) como se detalla a
continuacion.

Las Sondas de Hibridacién para los loci HLA-DRB, HLA-DQB1 y HLA-DQAL, se
encuentran referenciadas en el Anexo # 1.

Para HLA-DRB se utilizaron 30 sondas. Para HLA-DQB1 se utilizaron 20 sondas y
para HLA-DQAZ1 se utilizaron 18 sondas.

Dot-Blot e Hibridacion

. Corte la membrana de Nylon (Hybond N+, Amersham Corporation) del tamafio de
una placa de 96 pozos.

. Marque cada membrana con el nombre del locus, la fecha y y un nimero para que
cada membrana tenga su propia identificacién en la parte inferior derecha, lo cual
sirve como orientacion para las membranas.

. Llene las planillas de 96 pozos para identificar la posicion de cada muestra antes de
transferirlas a la membrana.

. Para el caso de amplificacion HLA-DRB1, afiada a cada muestra amplificada 35 ul
de 1X TE pH 8.0.

. Para HLA-DRB1 prepare 30 membranas réplica y para el caso de DQAl1 y DQB1
haga 20 membranas réplica.

. Con una pipeta multicanal, afiada 5 ul de producto de PCR en cada una de las
membranas de acuerdo a la posicién definida en la planilla de 96 pozos.

. Deje secar las membranas a temperatura ambiente por 30 minutos.
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. Desnaturalice el ADN colocando las membranas en una solucion de 0.4N NaOH por
s minutos. Evite que las membranas entren en contacto una con otra.
. Transfiera las membranas a una bandeja con solucion 5X SSC y déjelas por 5

minutos.

10.Saque las membranas y coloquelas sobre papel Whatman 3M hasta que se sequen.

11.Coloque las membranas en el equipo de Crosslinker UV (Fisher Scientific) y

entrecruce el ADN desnaturalizado a la membrana de nylon utilizando la opcién

autocrosslink (1200 u-jules/min).

Hibridacion:

. Para la hibridacién se utilizaron las sondas de secuencia especificas fabricadas por
Lifecodes Corporation (Stanford, CT) marcadas con Fosfatasa alcalina y detectadas
mediante la adicién de Lumiphos 480. La Hibridacion para HLA-DQAL se llevo a
cabo mediante marcacién con ddUTP-Dig (ver posteriormente) y deteccion con Anti-
Dig-AP.

. Prepare las planillas de hibridacion para determinar que sonda se utilizara con cada
membrana.

. Cada membrana es remojada en 2X SSC por 5 minutos en cada botella de
hibridacion.

. El Buffer 2X SSC se remueve y se remplaza con 25 ml de Quick-light Hybridization
Buffer (Lifecodes Corporation CAT # 160035 o 100661) el cual ha sido precalentado
a 45 oC.

. A cada botella se afiade la sonda de secuencia especifica de acuerdo a la planilla de
amplificacion.

. Las membranas se hibridan a 45 oC por 1 hora.

. Recupere cada sonda a un tubo Falcon de 50 ml debidamente marcado ya que las

sondas pueden re-utilizarse 5X.

. Afada a cada frasco de hibridacion 150 ml de 2X SSC.

. Lave cada membrana por 10 minutos a temperatura ambiente en un rotador para los

frascos de hibridacion.

10.Elimine el 2X SSC mediante decantacién y afiada 150 ml de 1X Quick light wash

buffer (Lifecodes Corporation, Stanford, CT).

11.Lave las membranas por 10 minutos a temperatura ambiente en un rotador para los

frascos de hibridacion.
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12.Al finalizar el lavado, con unas pinzas saque la membrana y coléquela boca arriba
en un acetato. En el acetato se pueden colocar de 10-15 membranas.

13.Con un atomizador, aplique el Lumiphos 480® a cada membrana asegurandose que
la membrana quede humedecida completamente.

14.Coloque otro acetato encima y selle los bordes de los acetatos con cinta de
enmascarar.

15.La fosfatasa alcalina presente en las sondas, desdobla el Lumiphos 480, y uno de
los metabolitos genera una reaccién quimioluminiscente la cual impregnara una
pelicula de Rayos X.

16.En un cuarto oscuro, Coloque cada acetato en un cassette de RX y encima coloque
una pelicula de rayos X (Fuji Filx o Kodack XR Film).

17.Exponga las membranas entre 5-40 minutos y revele la pelicula de Rayos X
utilizando un revelador automético de Rayos X.

18.Si es necesario obtener exposicion de peliculas con tiempo diferente, coloque una

nueva pelicula de Rayos X por el tiempo deseado.
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Anélisis de Datos

Corte la imagen obtenida en la pelicula de rayos X de cada membrana de
hibridacion y péguela sobre una rejilla de 96 pozos para identificar inequivocamente
la posicion de cada pozo en la membrana.

Analice los patrones de hibridacion ya sea manualmente con base en los patrones
de reactividad de acuerdo a las tablas de reactividad de las sondas para cada locus
(ver Anexo), o mediante la utilizacion del programa DotScan, el cual se alimenta con
los patrones de reactividad de las sondas de cada locus y se indica la existencia de
reaccion positiva (+) o negativa (-) para cada sonda y el programa asiste al usuario

en la asignacion alélicas.

Frecuencias Alélicas y Haplotipicas

Las frecuencias alélicas y haplotipicas (HLA-DRB1, DQAL1 y DQB1) se obtuvieron
mediante conteo directo. En el evento de que algun individuo analizado perteneciera
a un grupo familiar, los alelos y haplotipos identificados fueron contados una sola
vez para evitar sobre-estimacion de las frecuencias haplotipicas. Los haplotipos HLA
clase Il (HLA-DRB1, DQA1l y DQB1) fueron asignados con base en asociaciones
conocidas de haplotipos que previamente han mostrado un fuerte desequilibrio de

ligamiento en poblaciones Amerindias y en otras poblaciones del mundo (25).

Dendrogramas de Distancias Genética

Los datos de frecuencias haplotipicas fueron utilizados para calcular las distancias
genéticas de Nei (64) y Chord measure de Cavalli-Sforza mediante la utilizacién del
programa PHYLIP (65). Primero, se utiliz6 el modulo Bootstrap para generar 100
réplicas de los haplotipos HLA clase Il aplicando bootstrap. Posteriormente se utilizé
El modulo GENDIST para determinar las distancias genéticas y posteriormente se
utilizé el modulo NEIGHBOR para generar dendrogramas Neighbor-Joining para
construir el dendrograma Consenso el cual fue visualizado mediante la utilizacion de
la opcion TREEVIEW o mediante el programa FigTree (disponible en
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Adicionalmente, también se utilizaron los datos obtenidos para poblaciones
Amerindias de Norte, Centro y Sur América para el célculo de las distancias
genéticas referenciadas (2, 38-44, 50, 57, 66, 67) (Ver Tabla 1).
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Test de Neutralidad de Even-Watterson

Para determinar si las poblaciones analizadas se encuentran sujetas a presiones
selectivas, o si por el contrario, las frecuencias observadas no estan sujetas a
seleccidon natural, se utilizd6 la opcion implementada en el programa Arlequin
V3.5.(68)
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RESULTADOS

Frecuencias Alélicas:
Las Frecuencias alélicas para los loci HLA-DQAL1l, DQB1, y HLA-DRB1 se

encuentran en las tablas 3-5.

HLA-DQA1

La Tabla 4 muestra las frecuencias alélicas obtenidas en las 24 poblaciones
Amerindias Colombianas estudiadas. Al igual que para otras poblaciones Amerindias
estudiadas, predominan los alelos HLA-DQA1 03:01(en desequilibrio de ligamiento
con alelos HLA-DRB1*04), DQA1*04:01(asociado a HLA-DRB1*08) y HLA-
DQA1*05:01 (en desequilibrio de ligamiento con HLA-DRB1*1402 y 1602) presentes
en las poblaciones Amerindias. Estos tres alelos representan méas del 90% de los
alelos HLA-DQAZ1 en las poblaciones analizadas salvo algunas excepciones, como
en los Arhuacos (79.4%), Guambianos (84%), y Paez (84%), poblaciones que portan
otros alelos HLA-DQA1 frecuentemente hallados en poblaciones Caucéasicas y
Afrodescendientes como son los alelos HLA-DQA1*01:01, 01:02, 01:03, y 02:01

El Alelo HLA-DQA1 03:01 present6 frecuencias que variaron entre 9.6% en los
Guahibos (minima) y 85.8% en los Chimila (Maxima). El alelo 04:01 presento la
menor frecuencia en Guambianos (1.2%) y la mayor frecuencia en Puinave (36.3%).

El alelo HLA-DQA1*0501 presentd la mayor frecuencia en los Guahibos (88.4%) y la
menor frecuencia fue observada en los Ingano (11.4%).

HLA-DQB1

De manera similar al HLA-DQAJ1, los alelos HLA-DQB1 (Ver Tabla 5) predominantes
en Poblaciones Amerindias Colombianas fueron HLA-DQB1*03:01, 03:02, 04:02 y
03:03, debido a su desequilibrios de ligamiento con los alelos HLA-DRB1 presentes

en las poblaciones analizadas, asi como en otras poblaciones Amerindias descritas.

El Alelo HLA-DQB1*03:01 (en desequilibrio de ligamiento con alelos HLA-
DRB1*14:02, HLA-DRB1*16:02) presentd la mayor frecuencia en en el 88.4% de

Guahibos y la menor frecuencia de 11.4% en los Ingano.
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El alelo HLA-DQB1*03:02 presenté la frecuencia mas alta en los Chimila (85%)y la
menor frecuencia entre los Guahibos (7.7%).

El Alelo HLA-DQB1*04:02 mostré la mayor frecuencia entre los Puinave (44.5%) y la

menor frecuencia en los Bari (1.7%).

Las frecuencias alélicas mas altas para el alelo HLA-DQB1*0303, en desequilibrio de
ligamiento con HLA-DRB1*09:01, se presentaron en los Guambianos (16%), Paez
(14.8%) e Ingano (11.4%).

Alelos HLA-DRB1

Las 24 poblaciones Amerindias Colombianas estudiadas presentan alelos HLA-
DRBL1 frecuentemente hallados en poblaciones Amerindias (ver Tabla 6). Entre ellos,
los alelos HLA-DRB1*04 (04:03, 04:04, 04:07, 04:11 y 04:17), HLA-DRB1*08 (08:02
y 08:04), DRB1*14 (14:02 y 14:06), y HLA-DRB1*09:01 corresponden a mas del
90% de los alelos HLA-DRB1 en las poblaciones estudiadas con excepcion de los
Arhuaco (69.84%), Guambianos (82.72%), y Paez (81.82%).

En algunas poblaciones, este grupo de alelos HLA-DRB1 corresponden a la totalidad
de alelos detectados como es el caso de los Arzario, Yucpas, Nukak, Guayabero,

Tunebo, y Piratapuyo.

Se detectaron frecuencias contrastantes para varios alelos HLA-DRB1. Por ejemplo,
el alelo HLA-DRB1*04:07 predomina en las poblaciones de lengua Chibcha (Kogui,
Arzario, Arhuaco, Chimila, Bari, Tunebos), asi como en algunas poblaciones
clasificadas como pertenecientes a la rama Choco-Paezan de la macro-familia
Chibcha (Embera y Waunana), asi como en poblaciones originalmente clasificados
como pertenecientes a la Familia Chibcha (Guambiano y Paez) las cuales no tienen
clasificacion actualmente. De la misma manera, las poblaciones de lengua Chibcha,
no portan alelos HLA-DRB1*04:04. Este alelo, también esta presente en las
poblaciones Embera y Waunana, asi como en las poblaciones Guambiano y Paez.
Por otro lado, las poblaciones Chibchas del Norte de Colombia, tampoco portan
alelos HLA-DRB1*16:02, alelo que si esta presente en las poblaciones Tunebo y

Bari.
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Frecuencias Haplotipicas

En la Tabla 7 se registran las frecuencias haplotipicas obtenidas de los 1512
individuos analizados de 24 comunidades indigenas de Colombia. A partir de los
1512 individuos analizados, con base en la segregaciéon de haplotipos como se

describié previamente, se identificaron un total de 1734 haplotipos

Los haplotipos que portan los alelos DRB1*04:03, 04:04, 04:07, 04:11, 04:17, 08:02,
08:04, 09:01, 14:02, 14:06 y 16:02, haplotipos comunmente hallados en poblaciones
Amerindias de Centro y Sur América corresponden entre el 71.4% al 100% de los
haplotipos detectados en las poblaciones analizadas. Las poblaciones Amerindias
en las cuales no se evidencio la existencia de haplotipos no Amerindios fueron los
Kogui, Yucpas, Nukak, Guayabero, y Tunebo (100%). Las poblaciones Amerindias
con las frecuencias haplotipicas Amerindias mas bajas fueron los Arhuacos (71.4%),
Guambiano (79%), Wayuu (80%), Paez (83%), Embera (87%) y Puinave (89%). Las
restantes poblaciones tuvieron frecuencias haplotipicas Amerindias entre el 90 al
99%.

El analisis de las frecuencias haplotipicas mostré diferencias significativas entre los
alelos presentes en las poblaciones del norte de Colombia de habla Chibcha con el
resto de poblaciones Amerindias estudiadas. En Particular, las poblaciones de habla
Chibcha del norte de Colombia se caracterizan por tener altas frecuencias del
haplotipo HLA-DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02, y ausencia de los haplotipos
HLA-DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02, HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01,
DQB1*03:02, HLA-DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01. Otros haplotipos, entre
ellos el HLA-DRB1*14:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01, y HLA-DRB1*08:02,
DQA1*04:01, DQB1*04:02, se encuentran presentes en todas o casi todas las

poblaciones Amerindias analizadas.

Poblaciones de lengua Chibcha

La poblacion Chimila, presenta la mayor frecuencia del haplotipo HLA-DRB1*04:07,
DQA1*03:01, DQB1*03:02 (84%), seguido de los Arzario (45%), Kogui (43.9%) y por

altimo los Arhuaco (19%).
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La poblacion Bari, ubicada en la serrania del Perija, también porta el haplotipo HLA-
DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (28%) mientras que el haplotipo HLA-
DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02 estd ausente como ocurre en las
poblaciones del norte de Colombia. Sin embargo, esta poblacién porta otros
haplotipos HLA comunmente hallados en poblaciones de la Orinoquia y Amazonia
como son los haplotipos HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (35%) y HLA-
DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 (33%). Esta poblacion se encuentra en
vecindad con la Unica tribu Amerindia de habla Ge-Pano-Karib, los Yucpa o Yukos,
quienes tienen la frecuencia mas alta del haplotipo HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01,
DQB1*03:02 en las poblaciones estudiadas (51%).

Las tribus Embera y Waunana, clasificadas como pertenecientes a la macro familia
Chibcha (rama Choco-Paezan) portan haplotipos presentes en las comunidades de
lengua Chibcha. El haplotipo HLA-DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02 con
frecuencias del 13% y 10%, HLA-DRB1*14:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01, y HLA-
DRB1*08:02, DQA1*04:01, DQB1*04:02, pero también portan haplotipos
frecuentemente hallados en poblaciones e la Orinoquia y Amazonia Colombiana
HLA-DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (9.4 y 11.4% respectivamente) y HLA-
DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 (28.2 y 36.7% respectivamente).

Por ultimo, la poblacion Tunebo o U'wa, poblaciéon de lengua Chibcha ubicada en la
parte norte de la Orinoquia Colombiana, porta el haplotipo HLA-DRB1*04:07,
DQA1*03:01, DQB1*03:02 (12%) mientras que el haplotipo HLA-DRB1*04:04,
DQA1*03:01, DQB1*03:02 esta ausente. Sin embargo, también se evidencia la
existencia de haplotipos hallados en poblaciones de la Orinoquia y la Amazonia,
principalmente el haplotipo HLA-DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 (30%) y
HLA-DRB1*09:01, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (12%), este ultimo hallado en
poblaciones clasificadas inicialmente pertenecientes a la familia Chibcha
(Guambinaos y Paez, 16% y 7.9% respectivamente), asi como en la Unica poblacion

de lengua Andina (Quechua), los Ingano con una frecuencia del 11.4%.
Poblacién Ge-Pano-Karib

Como se mencioné previamente, la Unica poblacion Amerindia de Habla Ge-Pano-
Karib es la poblacion Yucpa o Yukos. Esta tribu se encuentra ubicada en la serrania

del Perija, en la cual se observO como haplotipo mas frecuente, el DRB1*04:11,
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DQA1*03:01, DQB1*03:02 (51.3%) seguidos del DRB1*04:03, DQA1*03:01,
DQB1*03:02 (16.2%), DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 (16.2%),
DRB1*14:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 (13.5%), y DRB1*08:02, DQA1*04:01,
DQB1*04:02 (2.7%).

Poblacion Andina

La Unica poblacion de lengua Andina (Quechua) existente en Colombia es la
poblacién Ingano o Inga. Esta poblacion, presenta la mayor frecuencia del haplotipo
DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (24.3%) de las poblaciones estudiadas. Con
igual frecuencia se detectdé el haplotipo HLA-DRB1*08:02, DQA1*04:01,
DQB1*04:02, seguido de DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02 (12.9%),
DRB1*09:01, DQA1*03:01, DQB1*03:03 (11.4%), seguido de DRB1*04:03,
DQA1*03:01, DQB1*03:02 (24.3%), DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01,
DRB1*14:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01 y DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02
(24.3%).

Test de Neutralidad de Ewen-Watterson

Los resultados obtenidos para evaluar si presiones selectivas son responsables para
mantener balanceados los haplotipos HLA en las poblaciones Amerindias estudiadas
mediante el Test de Ewen-Watterson mostraron que no hay diferencias significativas
entre las frecuencias haplotipicas observadas y las esperadas (ver Tabla 8). Estos
resultados son consistentes con Neutralidad selectiva.
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Dendrogramas de Distancias Genéticas

La Figura 3 es el dendrograma neighbor-joining consenso obtenido a partir de las
frecuencias haplotipicas HLA clase Il con base en las distancias genéticas de Nei
(69). A la izquierda de cada nodo se incluye el valor de cuantas veces se observaron
las poblaciones a la derecha del nodo en 100 &rboles construidos mediante
bootstrap. EI dendrograma muestra dos clusters claramente diferenciados.

En el primero, las poblaciones de habla Chibcha del norte de Colombia (Arhuaco,
Kogui, Chimila, y Arsario) fueron agrupadas estrechamente. En el mismo cluster,
pero mas distantes estan las poblaciones Pdez e Ingano, esta ultima la Unica
poblacién de habla Quechua en Colombia. Fuera de este cluster se encuentran los
Guambianos.

En el Segundo cluster se encuentran las poblaciones Amerindias que se encuentran
en las regiones de la Orinoquia y la Amazonia. Dentro de este cluster también se
encuentran dos poblaciones que pertenecen a la rama Choc6-Paez de la
macrofamilia Chibcha (Embera y Waunana), y las tribus de habla Chibcha, Bari y
Tunebos, la primera localizada en la serrania del Perija, y la segunda en la region
norte de la Orinoquia Colombiana. La estrecha cercania entre los Embera, Tunebo y
Guahibo se debe probablemente a la alta frecuencia de los haplotipos DRB1*14:02,
DQA1*05:01, DQB1*03:01 y DRB1*16:02, DQA1*05:01, DQB1*03:01. La tribu Bari,
agrupada dentro de este cluster pero mas distante genéticamente, probablemente se
deba al flujo génico entre la tribu Yucpa (Unica poblacién de habla Ge-Pano-Karib de

Colombia) como se ha documentado previamente (Figura 3).
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Figura 3. Dendrograma con base en distancias genéticas de Nei para frecuencias haplotipicas HLA
clase Il (HLA-DRB1, DQA1 y DQB1) en poblaciones Amerindias Colombianas. Valores de bootstrap
en los nodos de cada rama.

Se construy6 un dendrograma consenso a partir de la distancia genética de Cavalli-
Sforza implementada en el programa PHYLIP y se incluyeron poblaciones
Amerindias (Guarani, Cayapa, Sikuani, Yucpas, Aché, Kaingang, Coreguaje, Nukak,
Bari, Embera, Waunanan, Tule, Mixteco, Mixe, Zapoteco, ljka, Ingano y Quechua)
para las cuales se han reportado frecuencias Haplotipicas HLA Clase Il en la
literatura. El analisis incluy6é bootstraping (100 replicas) seguidos del calculo de
distancia genética, dendrograma neighbor-joining para las 100 replicas y finalmente

la construccién del dendrograma consenso. Adicionalmente se utilizaron los datos de
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frecuencias haplotipicas descritas para una muestra de poblacién Afro-descendiente
de Estados Unidos como outgroup.

Los resultados obtenidos muestran dos clusters. En el primero, se agrupan las
poblaciones Chibcha del norte de Colombia estudiadas en el presente trabajo, asi
como otras referenciadas en la literatura (Kogui, Chimila, Arzario, Arhuaco o ljka).
Dentro de este cluster, se encuentran la poblacion SERI del estado de Sonora en
México. En el mismo cluster pero mas distantes se encuentran las poblaciones
Paez, Guambiano e Ingano, agrupandose muy cerca las poblaciones Paez y
Guambianos con la muestra de poblacion Quechua incluida en el andlisis).

El segundo cluster muestra una separacién incipiente entre poblaciones Mexicanas
Mixteco, Mixe y Zapoteco, con las poblaciones Amerindias de Colombia y Sur
América. En este cluster, se ubican poblaciones Amerindias que presentan
frecuencias significativas para haplotipos HLA clase Il que no estan presentes en
poblaciones Chibchas del norte de Colombia como son los haplotipos: HLA-
DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQ@B1*03:02, HLA-DRB1*16:02, DQA1*05:01,
DQB1*03:01 y DRB1*04:04, DQA1*03:01, DQB1*03:02

Para estas poblaciones se observa que el dendrograma presenta ramificaciones que
son importantes mencionar. Una primera que agrupa a las poblaciones Tule o Kuna
de Colombia y a la muestra de poblacion Wayuu analizada. Un segundo grupo
conformado por las poblaciones Waunana, Embera y Bari, tanto las muestras
analizadas en este trabajo como aquellas reportadas por otros investigadores. Una
tercera agrupacion con las poblaciones Guarani, Cayapa, Tunebos, y Guahibos-
Sikuani; una pequefia ramificacion agrupando a las poblaciones Nukak y Guayabero;
y una ramificacién que incluye al resto de poblaciones de habla Equatorial-Tucanoa
(Piapoco, Cubeo, Curripaco, Puinave, Desano, Piratapuyo, Guanano, Tucano,

Coreguaje, Kaingang, Yucpas, Aché y Amazonicas) (Figura 4).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversos estudios se han realizado con el fin de analizar la variabilidad genética y
sus implicaciones evolutivas de las tribus amerindias. Entre ellos, el ADNmt, el
cromosoma Y Yy diferentes marcadores autosémicos incluyendo los marcadores del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) se han utilizado. Una revisién
reciente de marcadores genéticos uniparentales en poblaciones Amerindias de Sur
Ameérica fue publicado (70). En el presente trabajo hemos realizado el andlisis de
haplotipos HLA clase Il en una muestra grande de poblaciones amerindias que
pertenecen a diferentes familias linguisticas. Nuestros resultados han mostrado
diferencias marcadas entre los miembros de diferentes familias linglisticas. En
particular las comunidades de habla Chibcha y grupos que no hablan lengua
Chibcha mostraron diferencias contrastantes. En particular, los haplotipos que portan
alelos DRB1 * 04:04, DRB1 * 04:07, DRB1 * 04:11 y DRB1 * 09 eran los haplotipos

mas contrastantes.

El haplotipo DRB1 * 04:04, DRB4 * 01, DQA1 * 03:01, DQB1 * 03:02 habia sido
originalmente descrito en poblaciones de ascendencia europea (2). Sin embargo,
este haplotipo también se ha encontrado en los amerindios de la regién suroeste de
América del Norte (4,4%), (26), y en frecuencias significativas en algunas tribus
amerindias Suramericanas aisladas de Colombia, en los indios Cayapa del Ecuador,
la Kaingang, Guarani y Xavante tribus de Brasil, y en las tribus Toba y Wichi-Mataco
de Argentina (35, 38, 43, 50, 57, 67). Este haplotipo ademas presenta frecuencias
marginales en una tribu que pertenecen a la familia lingtistica Choco (Embera), y en
una de las tribus de habla Guahibo (Guayabero). Este haplotipo no se encontré en
ninguno de las 6 comunidades de habla Chibcha de Colombia, algunas analizadas
previamente por nosotros (71), asi como en las tribus Chimila, Bari y Tunebo
analizados en el presente trabajo, ni se encontro en la poblacion Bari y en los indios
Warao de Venezuela de la familia lingtistica Chibcha (43, 44). La Unica excepcion
de la presencia del haplotipo DRB1 * 04:04 en una tribu de habla Chibcha estaba
entre los indios Cayapas del Ecuador (57, 67). En este sentido, algunos autores han
postulado que los indios Cayapas se originaron en la regibn amazonica y emigraron
a los Andes y mas tarde a la region costera de Ecuador. Otros investigadores han
reportado que los indios Cayapas son originarios de los Andes, en la zona norte de

Ecuador, y como resultado de la expansion del imperio Inca durante el siglo 15y la
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invasion espafiola en el siglo 16 se trasladaron a la costa de Ecuador (72-75). La
presencia del haplotipo DRB1 * 04:04 en los indios Cayapas se explica por el flujo de
genes de otras tribus indigenas, en particular de la poblacion Inca. En este sentido,
La tribu Ingano situado en la seccién suroeste de Colombia, un grupo de habla
quechua, son descendientes directos del imperio Inca y presentan la mayor
frecuencia del haplotipo DRB1 * 04:04 (24,3%) descrita por nosotros (76). Por lo
tanto, es posible pensar que la presencia de este haplotipo entre los indios Cayapas
de deba a flujo génico. La presencia del haplotipo HLA-DRB1 * 04:04 entre las
poblaciones amerindios del Norte, Centro y Sur América, asi como entre las
poblaciones de ascendencia europea indica que este haplotipo representa un

haplotipo HLA ancestral.

El haplotipo DRB1*04:07, DQA1*03:01, DQB1*03:02 es una de los haplotipos HLA
clase Il mas frecuentes entre las poblaciones de habla Chibcha. La mayor frecuencia
se encontrd en la tribu Chimila (84,1%), seguido por el Arsario, Kogui, Bari, Arhuaco
y Tunebo, asi como en las tribus Embera y Waunana de la rama Choco-Paez de la
familia Chibcha. Este haplotipo también se habia encontrado en América Central
entre las tribus amerindias mexicanas, Seri (44%), mazatecas (28%) y Mixteco
(29%) (29, 77), entre los Cayapa tribu amerindia del Ecuador (27%), la tribu Wayuu
de Colombia (11,5%), los Guarani en Brasil (38), y en las tribus Mapuche y
Tehuelche de Argentina (41). Como contraste, este haplotipo presenta muy bajas
frecuencias entre algunas tribus amerindias de la Orinoquia y Amazonia de
Colombia (Guahibo 1,9%), Cubeo 0,8% y Puinave 04%).

El haplotipo DRB1*04:11, DQA1*03:01, DQB1*03:02 es un haplotipo comun entre
las tribus indigenas de la Orinoquia Colombiana con frecuencias que oscilan entre el
2% (Guahibo) al 28,1% (Nukak). Entre los grupos de habla Chibcha, sdlo la tribu Bari
porta este haplotipo con una frecuencia de 25%. La tribu Yucpa (el Unico grupo de
habla Karib) comparte la misma ubicacion geogréfica con la tribu Bari en la sierra de
Perija y mostré la mayor frecuencia de este haplotipo (51,4%). En un informe
anterior, este haplotipo DRB1 * 04:11 habia sido descrito en una frecuencia del 60%
entre los Yucpa de Venezuela (66) y entre los Aché (74,1%) de Paraguay (38) como
el haplotipo predominante HLA de clase Il. Ademas, este haplotipo esta presente en

la tribu Wayuu (familia linguistica Arawak), ubicada en el zona norte de Colombia
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(39). La presencia de grupos de habla Arawak y Karib en la parte norte de Colombia
y Venezuela es el resultado de la expansion / migracion de las tribus de la region
amazonica hacia la parte norte de América del Sur que mas tarde poblarian las islas
del Caribe. Por lo tanto, la presencia del haplotipo DRB1*04:11 en la tribu Bari
podria explicarse por flujo genético de las tribus amerindias que migraron de la
region amazédnica hacia la parte norte de Colombia.

Es de interés, que el haplotipo DRB1 * 09:01, DQA1 * 03:01, DQB1 * 03:03 mostro la
frecuencia mas alta en la tribu Tunebo (familia linglistica Chibcha). Este haplotipo
no se encontré en ninguna otra tribu de habla Chibcha de Colombia o Venezuela. Se
encontré a frecuencias entre cerca de 1% y el 7% en algunas tribus amerindias de
las regiones de la Orinoquia y Amazonia (Puinave, Guahibo, cubeo, Tucano,
Desano, Piratapuyo). De estas tribus, solo la tribu Guahibo estd mas cerca
geograficamente a los Tunebo. Sin embargo, la frecuencia de este haplotipo entre
los Guahibo fue de sdlo 1,9%, una frecuencia similar (2%) para la poblacién Guahibo
(también conocido como Sikuani) habia sido informado anteriormente (50). Por lo

tanto, la alta frecuencia de este haplotipo entre los Tunebo queda por explicar.

El arbol NJ generado con base a las frecuencias de haplotipos HLA clase Il (Figura
3) mostrd principalmente la presencia de dos clusters. En uno de ellos, las tribus de
habla chibcha del norte de Colombia (Arhuaco, Kogui, Chimila, Arsario). Mas
distante dentro de ese grupo son los Ingano (Quechua) y P&ez (idioma sin
clasificacion en la actualidad). El otro grupo incluye todas las tribus amerindias de la
Orinoquia y la Amazonia, asi como los Embera y Waunana (grupos de habla Choco)
de la region del Pacifico de Colombia, cerca de Panama. En este sentido, vale la
pena mencionar, que estudios anteriores sobre mtDNA y marcadores genéticos
nucleares han mostrado diferencias significativas entre los grupos de habla chibcha
de Panama (Kuna y Ngobe) y las tribus Embera y Waunana (78) de la rama Choco-
Paez de la macrofamilia linglistica Chibcha. Estos resultados son significativos, ya
que estudios recientes basados en el analisis de SNP, muestra que las tribus
Emebera y Waunana son genéticamente distantes de las poblaciones de habla
Chibchas de Colombia y América Central (5), resultados que estan de acuerdo con

nuestra resultados basados en MHC de clase Il (Figura 3).
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La presencia de algunos haplotipos MHC de clase Il que tienen altas frecuencia
entre las tribus amerindias de las Orinoquia y Amazonia (Equatorial-Tucano y
familias linguisticas Ge-Pano-Carib), y presentes en algunas tribus de habla Chibcha
podria ser debido a la expansion geografica y el flujo de genes de la poblaciones
ancestrales hacia su actual ubicacion. Un ejemplo de esta expansion es la tribu Bari,
en la Sierra de Perija, entre Colombia y Venezuela, donde el flujo de genes se ha

documentado con la tribu Yucpa (lengua Karib) (28, 66).

Las diferencias encontradas en los haplotipos de MHC de clase Il entre los grupos
de habla chibcha de Colombia y las poblaciones amerindias no-chibchas indican que
las poblaciones de habla chibcha podrian haberse originado de la poblacion
ancestral en Mesoamérica por un periodo de deriva genética y flujo genético antes
de extenderse hacia el sur hasta América del Sur. Estudios adicionales realizados
por nosotros y por otros autores, analizando haplogrupos de ADN mitocondrial (79-

81) también han mostrado diferencias entre las poblaciones Chibchas y no Chibcha.

Estudios previos han mostrado una relacion entre las tribus de habla Chibcha de
Centroamérica con poblaciones Chibcha del norte de Colombia basados no sélo en
los datos genéticos, como el ADNmt (80), sino también sobre la base de aspectos
culturales como los patrones de asentamiento compartidos, iconografia, materiales

bienes y lingulistica (82, 83).

Recientemente, se ha postulado que flujo genético inverso entre tribus de habla
Chibcha situados en la zona Istmo-Colombiana podria haber ocurrido de manera
retrograda a través del istmo de Panama después del asentamiento inicial en
Ameérica del Sur, en patrticular, a partir de los hallazgos genéticos de la tribu Cabécar
de Costa Rica (5). Aunque se trata de una conclusion plausible, dicho estudio sélo
incluyé dos poblaciones de habla Chibcha (Kogui y Arhuaco) y dos poblaciones
pertenecientes a la rama Choco- Paez de la familia linglistica Chibcha (Embera y
Waunana) de Colombia. Entre estas ultimas, es conocida su migracion retrograda
hacia Panaméa de la poblacion Waunana durante el siglo XX. Los mismos autores
también indicaron otro escenario alternativo en el que las poblaciones ancestrales
Chibchas se diferencian del resto de la poblacién Amerindia antes de extenderse en

Ameérica Central y del Sur. En este trabajo, con base en SNP, confirma la asociacion
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genética de las poblaciones de habla Chibcha del norte de Colombia en un mismo
cluster del dendrograma, en cercania genética con las poblaciones de habla Chibcha
de Centro América. Mas distantes se encuentran las poblaciones Embera y

Waunana en una ramificacion aparte a las poblaciones del norte de Colombia.

Estudios adicionales que incluyen mas tribus de habla chibcha como Arsario,
Tunebo, Bari, Warao y Chimila de Colombia, asi como las tribus amerindias
Chibchas de Panama como los Ngobe y Kuna entre otros, contribuiran a clarificar
este aspecto. Adicionalmente, el analisis simultaneo de ADNmt, del cromosoma Y
(SNP y microsatélites) y el andlisis de marcadores autosomicos en las tribus
Amerindias de América del Norte, América Central y Sur América proporcionaran
evidencia importante que ayudara a entender mejor las diferencias detectadas en el

presente estudio.
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ANEXOS
A) Tablas de sondas HLA-DRB y HLA-DQBL1, y patrones de reactividad para los

diferentes alelos, Tepnel-Lifecodes Corporation Stanford, CT.

B) Articulo aceptado para publicacion.

“YUNIS, Juan J.; YUNIS, Edmond J. and YUNIS, Emilio. MHC Class Il haplotypes of
Colombian Amerindian tribes. Genet. Mol. Biol. [online]. ahead of print, pp. 0-0. Epub
Apr 09, 2013. ISSN 1415-4757. http://dx.doi.org/10.1590/S1415-
47572013005000014”
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, histéricas y linglisticas de las 24 poblaciones Amerindias

estudiadas.
Etnia Generalidades Aspectos Familia Lingiiistica
Histdricos
Arhuaco También  llamados | Su historia se remonta a la época de la | Chibcha. EI 90% de la
lika, Ica, Bintuka, conquista cuando la incursion espafiola poblacién es
, . en el territorio diezmé a los Ilamados )
Businka, Busintana. | . . . . monolingual.
_ indigenas Tairona. Una vez culminadas
Habitan el sur de la | |35 campafias de pacificacion de las
Sierra Nevada de | provincias indigenas que habitaban el
Santa Marta. 9.394 | territorio de La Sierra, la precaria
habitantes. situacion de Santa Marta durante el
) periodo colonial, permiti6 a los
Agricultores. sobrevivientes un relativo aislamiento
territorial que propicié su proceso de
reconstitucion étnica. Los indigenas
adoptaron nuevos patrones  de
subsistencia y residencia en funcion de
su ubicacion en zonas mucho maés
pendientes que las ocupadas por los
espafioles afios atras.
Kogui Ubicados en la | Tienen un patrén de residencia movil, | Chibcha
vertiente norte y sur | Poseen varias fincas en diferentes pisos
. térmicos. Una vez por semana se
de la Sierra Nevada
desplazan a los pueblos donde se reunen
de Santa Marta, en | jirededor de la Casamaria, casa
los Departamento de | ceremonial masculina. Se organizan en
Magdalena y Cesar linajes patrilineales llamados Tuxe y
matrilineales Ilamados Dake
Arsario Ubicados en la Sierra | Organizados en linajes paternos Yy | Chibcha
Nevada de Santa | Mmaternos. Su poblacion alcanza unos
1922 individuos
Marta, en los
Departamento de
Magdalena, Cesar y
Guajira, comparte
territorio con los
Kogui y Arhuacos
Chimila Ubicados en torno a | El hombre cabeza de familia organiza el | Chibcha
la poblacién de San | trabajo. El patron de residencia es
" matrilocal. Las uniones matrimoniales
Angel en las llanuras . L
pueden ser mixtas entre indigena vy
entre el | mestizo o campesino. Existe una alta
departamento  del | incidencia de Prlrigo Actinico en la
Magdalena y Cesar. poblacion.
Tunebo Cordillera oriental de | Poblacion estimada entre 2500-3000 | Chibcha

u’'wa

Boyaca, Arauca,

individuos. La poligamia es permitida
pero se prohibe el matrimonio entre
primos.No tienen organizacion
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Casanare, Santander

jerarquica.

Bari Se ubican en la | Se calcula que la poblacion en Colombia | Chibcha
Motilones Serrania del Perija | €S inferior a 1000 individuos. El patron
de residencia es semisedentario. Los
traspasando la L
familiares por parte de la madre son
frontera ¢oNn | aliados y se pueden casar entre si, pero
Venezuela llegando | los familiares por parte del padre son
al Golfo de Maracibo | parientes y no se pueden casar.
Embera Distribuidos en el | Poblacion estimada de cerca de 50.000 | Lengua pertenece a
Chocs, Antioquia, individuos. Inicialmente considerados | |3 rama  Chocé-
como una sola comunidad indigena con .
Cauca, llegando hasta . P Paezan de la Familia
los Waunana denominados Choc6. Sin
Narilio y Putumayo. | embargo las diferencias linguisticas | Chibcha
indican que son dos poblaciones
diferentes.

Waunana Habitan el Chocé | Poblacion estimada en 3000 individuos. | Lengua pertenece a
Colombiano  (2000) Originqlmente habitaban en la parte baj,a la  rama  Chocé-
en la region del el . Rios San \?uan en el Choco. Paezan de la Familia

B ) Recientemente (Siglo XX) una buena _
Darién asi como en | parte de la poblacion se ha desplazado a | Chibcha
Panama (1000) cerca | Panama. Su agricultura es seminémada
de la frontera con | con quema-siembra. Durante el dltimo
Colombia. siglo en algunos asentamientos se _P)a

dado la mezcla con poblacion
afrodescendiente.

Paez Regidn de | Se considera el segundo pueblo indigena | Lengua sin clasificar
Tierradentro  entre | &N Colombia con cerca de 139.000 | ¢n el  momento.

individuos. Algunas hip6tesis de su -
los  departamentos I - . Inicialmente
) llegada a la region de Tierradentro situan -
de Cauca y Huila. | g, origen en las Selvas Tropicales clasificada como
También llamados perteneciente a la
Nasa. rama Choco-Paezan
de la Familia Chibcha.

Ingano También conocidos | A finales del siglo XV llegaron al Valle | Quechua. Un gran

como Inga. Son el | de Sibundoy para evitar la resistencia de | orcentaje  de la

grupo Quechua que
vive mas al norte de
América del Sur

Habitan en un area
de 195.900
hectareas. Los Inga
comparten territorio

con los kamsa.

los Kuaiker de Narifio se dirigieron a la
zona del actual Putumayo, donde
guedaron aislados de los deméas grupos
quechuas. Durante la conquista, se
desplazaron a zonas de los
departamentos de Caqueta y Narifio. Una
vez asentados en su territorio, el
establecimiento de las  misiones
capuchinas tuvo un gran impacto en su
cultura. La tradicion migratoria ha
marcado la vida y la identidad cultural
del pueblo Inga. La migracién a zonas
urbanas data de los afios treinta cuando la
guerra contra el Per( y la colonizacion
militar hicieron que cerca de mil Inganos
del Alto Putumayo se desplazaran a otros
pueblos vecinos e incluso a Venezuela.

poblacién es bilingle
(espafiol). Andino
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Wayuu Habitan la Peninsula | El resguardo estd limitado por el mar | Arawak. Su lenguaje
de La Guajira de | Caribe hacia el noreste y por Venezuela | hace parte de Ila
Colombia y de | hacia el oriente. Alta, media y baja | conservacidn y
Venezuela  80.000- | guajira, es la subdivision del territorio en | reproduccidon étnica.
120.00 habitantes, | Colombia. Se presume que sus raices | Esta lengua presenta
representan el 20.5% | pueden venir directamente de Guyana, | algunas diferencias
de la poblacién | ya que estd estrechamente relacionada | dialectales
indigena  Nacional. | con el Lokono de Surinam. dependiendo de la
Pastores zona de habitacién
seminémadas. Se
conocen 630 o mas (Alta, media o baja
clanes Wayuu Guajira), pero son
distribuidos por la minimas. Es la
peninsula. segunda lengua mas

hablada de Colombia
(wayunaiki. Tucano-
Ecuatorial.
Guambiano | La Etnia esta | Algunas hip6tesis sostienen que llegaron | Al igual que los
localizada en la parte | desde Ecuador en compafiia de 10s | paeces, los estudios
. conquistadores.  Sin embargo, otros ) o
occidental de la - - recientes se inclinan
i estudios proponen, para el siglo XVI, la
cordillera central, a | existencia de una gran etnia -pubenses- | @ Pensar que la
3.000 metros de | conformada por los grupos habitantes de | lengua guambiana es
altura sobre el nivel | la zona 'y bajo el gobierno de dos | de dudosa
del mar, en el Cac_lques._ Tras _un, largo  proceso ‘Ele clasificacion.
q " ; del resistencia, los indigenas de Guambia
épartamento € | fueron otorgados en encomienda para
Cauca. 20.782 | trabajar las tierras ocupadas por los
habitantes, es decir, | descendientes de los conquistadores.
3% de la poblacien | Posteriormente y como resultadc_) de la
_— . lucha de sus caciques, se les asignaron
indigena nacional. . L
varios de los resguardos que continlan
Ocupan una ocupando.
extensién de 18.521
hectdreas.
Puinave Se ubica en el | En el pasado la estructura social estaba | Se afirma que los

Guainia, oriente de
Colombia, entre las
largas llanuras de los
departamentos  de
Meta y Vichada vy las
fronteras de Brasil y
Venezuela. 5.381
habitantes,

distribuidos en un
de 3.203.745

hectareas.

area

organizada en clanes; grupos exogamicos
de descendencia patrilineal, que ostentan
el poder sobre el area de un rio. En la
actualidad esta forma de organizacion se
ha transformado, debido principalmente,
a que en una misma aldea coexisten
varios grupos domésticos.

grupos Puinave del
rio Inirida tienen un
idioma
independiente, pero
con vinculos con los
Makul. La lengua de
los Puinave no posee
ninguna
denominacién en la
actualidad, aunque
se incluyen dentro de

los Tucano-Ecuatorial

Guanana o
Guanano

Se ubican en la
frontera con Brasil,

La estructura sociopolitica del pueblo

Guanano responde a un complejo

Tucano Oriental. Se
hablan
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en la parte media del

sistema de organizacidon jerdrquico,

principalmente en la

rio Caiari, | repartido en linajes patrilineales. Este | cuenca del Rio
departamento del | también se ha venido modificando por la | Vaupés de Colombia
Vaupés. 1.172 | presencia de colonos. Se casan con |y Brasil. Tucano-
habitantes. Transitan | Macunas y Bards. Manifiestan un uso | Ecuatorial
frecuentemente celoso de su lengua y en su territorio el

entre Brasil y | espafiol y portugués son excluidos.

Colombia.

Piratapuyo | Noreste de la regién | La estructura sociopolitica del pueblo | Tucano Oriental.
del Amazonas, bajo | Piratapuyo responde a un complejo
ssone e rgizien e, | s i e 1 ot
departamento del dep a(;uerdo (I;onJ ngL)JpoISI de plalrientes nores’fe.de la region
Vaupés. También hay | consanguineos. amazénica, en la
asentamientos en cuenca del rio
Brasil. 630 Vaupés de Colombia
habitantes, en un y Brasil. Tucano-
perimetro de Ecuatorial
3.354.097 hectéreas.

Desano Noroeste del | Poblacién de 2457 individuos. Sistema | Tucano Oriental.
departamento del | de organizacidn jerarquico repartido en | Tucano-Ecuatorial
Amazonas. Ocupan | linajes patrilineales
principalmente el
cafio Abiyu,
tributario del Vaupés
y Papuri y los cafios
Maku-Paranay Vifa.

Yucpas o | Serrania del Perijd | También conocidos como Motilones | Ge-Pano-Karib,

Yukos entre Colombia vy | pacificos del Cesar. Se estima que | subfamilia Karib.
Venezuela existen entre 2500 a 3000 individuos. Se

permite el matrimonio entre primos
cruzados. Un vardn puede casarse con la
hija de su hermana y una hembra con el
hijo de su hermano.

Guayabero Ubicados a lo largo | Se dedican a la pesca y casa y al cultivo | Lengua Guahibo de la
del Rio Guaviare y a | de la yuca brava subfamilia Arawak de
las orillas de sus la familia Tucano-
afluentes Ecuatorial

Guahibo- Habitan la regién de | Como modo de subsistencia practican la | Lengua Guahibo de la

Sikuani la Orinoquia entre los | agricultura de tumba y quema, siendo el | subfamilia  Guahibo

rios Meta, Guaviare y
Arauca

Casabe el principal alimento juto al maiz,
platano. También cazan y recientemente
se han dedicado a la pesca. Es una
sociedad patriarcal y la unidad familiar
esta conformada por una pareja mayor
con sus hijos solteros, las hijas con sus

de la familia Tucano-
Ecuatorial
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esposos y nifios

Nukak o Ka | Localizados en la | Antes de 1988 poco contacto existia con | Lengua pertenece a
‘Kua region del Guaviare, | esta comunidad. Son cazadores- | la rama Maku-
entre los rios Inirida y | recolectores. Se estima que su nimero | Puinave de la familia
Guaviare. es inferior a 500 individuos. Organizados | Tucano-Ecuatorial
en grupos de 10-30 individuos. Son
ndémadas, construyen pequefios
campamentos por pocos dias. Al parecer
son relacionados linglisticamente con
loos Maku, los Bara-Yujup, los Né déb en
la regidon del rio Parana Boa-Boa y los
Up'de en el noroeste de Brasil.

Cubeo Habitan la cuenca del | Subsistencia por agricultura itinerante y | Rama Tucano de la
rio Vaupés, y sus | pesca. La economia es igualitaria y se | familia Tucano-
afluyentes Caduyari | fundamenta en las relaciones entre | Ecuatorial
y Querari, en los | conjuntos y segmentos en donde la
departamentos del | autonomia de cada grupo fortalece el
Vaupés, Guaviare y | conjunto. Cada poblado tiene un
Guainia, y algunos en | “capitdan” como autoridad.

Brasil

Tucano Localizados en el rio | Poblacién estimada en cerca de 7000 | Tucano Oriental.
Vaupés en los limites | personas. Practican la exogamia, su | Tucano-Ecuatorial
de los departamento | patron de residencia se basa en la
de Guainia y Vichada | patrilocalidad para los hombres y en la
y en los rios Papuri y | virilocalidad para las mujeres.

Paca en la frontera | Tradicionalmente reconocen a los
con Brasil. También | Tuyuca, Tariano y Siriano como sus
en las cabeceras dee | aliados

los rios Unilla, Utia y

en Pacoa

departamento del

Vaupés.

Curripaco Localizados en el Rio | Poblacién estimada en 7827 individuos. | Lengua pertenece a
Isana y cabeceras del | Grupo afin a los Piapoco y Puinave. la subfamilia Arawak
rio Negro, sobre las de la familia Tucano-
margenes izquierda y Ecuatorial
derecha  del rio
Vaupés,
departamento de
Guainia, Vaupés vy
Vichada.

Piapoco Localizado en una | Los Piapoco se subdividen en una serie | Arawak. Es una de
region boscosa entre | de clanes exogamicos. Los datos revelan | las  familias mas
los rios Vichada y | que la etnia posee 4.466 personas. | extendidas en
Caqueta, en los | Ocupan un area de 661.761 hectdreas.. Sudamérica. Abarca

departamentos  de

Diversos procesos migratorios los

desde Bolivia hasta
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Vichada,
Guainia.

Meta

y

llevaron hacia las sabanas de los Llanos y
por ultimo, a mediados del siglo XX y
como consecuencia de los auges
extractivos, a territorios selvaticos
ubicados en el bajo Guaviare.

Suelen tener relaciones exogamicas con
los sikuani, puinaves y salivas, ademas
con los Achaguas

las islas del Caribe.
Tucano-Ecuatorial
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Tabla 2. Estudios HLA Clase Il en Poblaciones Amerindias

del continente Americano

Tribu Ubicacion |Referencia

TOBA Argentina |Cerna et al, 1993
MATACO-WICHI |Argentina |Cerna et al, 1993
XAVANTES Brasil Cerna et al, 1993
KOGUI Colombia |Yunis et al, 1994
ARSARIO Colombia |Yunis et al, 1994
ARHUACO Colombia |Yunis et al, 1994
CHIMILA Colombia |Yunis et al, 1994
WAYUU Colombia |Yunis et al, 1994

BARI Colombia |Presente estudio
YUCPAS Colombia |Presente Estudio
GUAMBIANO Colombia |Yunis et al, 2001

PAEZ Colombia |Yunis et al, 2001
INGANO Colombia |Yunis et al, 2001
EMBERA Colombia |Presente Estudio
WAUNANA Colombia |Presente Estudio
NUKAK Colombia |Presente Estudio
GUAHIBOS Colombia |Presente Estudio
GUAYABERO Colombia |Presente Estudio
PUINAVE Colombia |Presente Estudio
PIAPOCO Colombia |Presente Estudio
TUNEBO Colombia |Presente Estudio
CUBEO Colombia |Presente Estudio
GUANANO Colombia |Presente Estudio
TUCANO Colombia |Presente Estudio
DESANO Colombia |Presente Estudio
PIRATAPUYO Colombia |Presente Estudio
CURRIPACO Colombia |Presente Estudio
Ticuna (Erlich) Brasil Mack et al, 1998.
Kogui2 Colombia |Tratchenberg et al, 1996
lika Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Sikuani Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Nukak?2 Colombia |Tratchenberg et al, 1996
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Coreguaje Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Ingano?2 Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Waunana2 Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Embera2 Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Tule Colombia |Tratchenberg et al, 1996
Cayapa Ecuador Tratchenberg et al, 1995
Guarani-M'bya Brasil Tsuneto et al, 2003
Guarani-Kaiowa Brasil Tsuneto et al, 2003
Guarani-Nandeva |Brasil Tsuneto et al, 2003
Aché Brasil Tsuneto et al, 2003
Kaingang Brasil Tsuneto et al, 2003
Amazonia Brasil Tsuneto et al, 2003
Quechua Perl Tsuneto et al, 2003
BARI2 Colombia |Guedez et al, 1994.
Guarani Brasil Petzl-Erler et al 1997.
Kaingang?2 Brasil Petzl-Erler et al 1997.
YUCPA2 Venezuela |Petzl-Erler et al 1997.
MAZATECAN México Arnaiz-Villena et al 2000.
MAYOS México Arnaiz-Villena et al 2007.
SERI México Petzl-Erler et al 1997.
MIXE México Petzl-Erler et al 1997.
ZAPOTECO México Petzl-Erler et al 1997.
MIXTECO México Petzl-Erler et al 1997.
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Tabla 3 .

Poblaciones Amerindias estudiadas

en el presente

trabajo
Comunidad Namero de | Familia Macrofamilia

Individuos |Linguistica

1 CURRIPACO 49 ARAWAK ECUATORIAL-TUCANOA

2 PIAPOCO 25 ARAWAK ECUATORIAL-TUCANOA

3 WAYUU 88 ARAWAK ECUATORIAL-TUCANOA

4 KOGUI 42 CHIBCHA  |CHIBCHA

5 ARZARIO 18 CHIBCHA CHIBCHA

6 ARHUACO 107 CHIBCHA  |CHIBCHA

7 CHIMILA 88 CHIBCHA CHIBCHA

8 BARI 90 CHIBCHA  |CHIBCHA

9 TUNEBO/ UWA 29 CHIBCHA  |CHIBCHA

10 EMBERA/CATIO 73 CHOCO CHIBCHA

11 WAUNANA/NOANAMA | 60 CHOCO CHIBCHA

12 GUAHIBOS/SIKUANE |34 GUAHIBO | ECUATORIAL-TUCANOA

13 GUAYABERO 42 GUAHIBO |ECUATORIAL-TUCANOA

14 YUCPAS 47 KARIB GE-PANO-KARIB

15 PUINAVE 175 MAKU ECUATORIAL-TUCANOA

16 NUKAK 29 MAKU ECUATORIAL-TUCANOA

17 GUAMBIANO 65 No clasificada

18 PAEZ 51 No clasificada

19 INGANO 100 QUECHUA |ANDINO

20 CUBEO 72 TUKANO ECUATORIAL-TUCANOA

21 GUANANO 118 TUKANO ECUATORIAL-TUCANOA

22 TUCANO 37 TUKANO ECUATORIAL-TUCANOA

23 DESANO 49 TUKANO ECUATORIAL-TUCANOA

24 PIRATAPUYO 24 TUKANO ECUATORIAL-TUCANOA
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