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A. INTRODUCCION



A.1. EL ANALISIS DE LA ESTRUCTURA GENETICA DE
LAS POBLACIONES HUMANAS

Cada hombre es un individuo distinto, una realidad Unica e irrepetible, fruto
de las complejas interacciones entre su patrimonio genético y el ambiente fisico en
el que vive.

La variabilidad bioldgica y, en particular, la genética son las bases de la
diversidad humana, y son la base de una parte importante de la Antropologfa.

La Antropologia Molecular usa los lamados marcadores genéticos, con una
determinacidon genética simple (unigénica o de pocos genes y de penetrancia
completa). Generalmente se usan caracteres hematicos como son los grupos
sanguineos, los antigenos leucocitarios y las proteinas enzimaticas, porque son
faciles de extraer {sangre} y de determinacién simple segidn las técnicas de
aglutinacién paralos grupos sanguineos y los marcadores inmunoldgicos del suero,
la microlinfocitoxicidad para los antigenos leucocitarios (HLA) y la electroforesis e
isoelectroenfoque para ias proteinas.

El primer marcador genético estudiado en el hombre fué el sistema de grupo
sanguinec ABQO. En 1900, Landsteiner reveld la variabilidad existente entre los
individuos de una misma poblacién (polimorfismo). Posteriormente, Bernstein
demostro la base hereditaria de este sistema {polimorfismo genético) y Hirszfeid en
1918 demostré que las distintas poblaciones humanas se diferenciaban entre si en
las frecuencias génicas de este sistema (Roberts, 1986). Hasta la segunda mitad

de los anos 50, solamente fueron descubiertos sisternas de antigenos eritrocitarios



como el sistema MN (en 1927), P (18927), RH {1940-45), Duffy {1950}, Keli
{1946}, etc... En 1955, Smithies inventé el método electroforético en gel de
almidan para separar proteinas, y se descubrid el primer polimorfismao de proteinas
séricas que fué la haptoglobina. Posteriormente, por métodos de coloracion
especificas se han identificado numerosos marcadores enzimaticos. En los (itimos
anos, nuevas técnicas moleculares han permitido identificar numerosos

polimorfismos a nivel dei DNA (Roychoudhury y Nei, 1988).

La evolucion bicldégica consiste en los cambios que se producen en las
constituciones genéticas de los organismos. Cada individuo experimenta a través
de su vida multiples cambios en la morfologia, fisiclogia, comportamiento y otros
aspectos, peroc estos cambios carecen de permanencia, desaperecen con el
individuo. Los cambios que tienen lugar en los materiales hereditarios, pueden
pasar de un individuo a sus descendientes y por consiguiente, son acumulativos a
lo largo de las generaciones.

Existen una serie de factores microevolutives que pueden alterar las
frecuencias génicas en las poblaciones, dentro de estos mecanismos la seleccion
natural o las migraciones actdan en una direccién, mientras que la deriva génica es
un fenémeno totalmente aleatorio y que afecta al conjunto de fos genes.

Las migraciones y la deriva génica tienen efectos inversos, si la primera
tiende a hacer mas homogéneas las frecuencias génicas entre las poblaciones, en
mayor medida cuanto mayor es el flujo génico, la segunda las diferencia y, en
mayor grado, cuanto mas largo es el periodo de aislamiento. Asimismo, el efecto

de fundadores, que es un fendmeno consecuencia del azar, provoca diferencias en



la poblacién debido al reducido nimero de individuos que dan origen a una nueva
comunidad.

Las emigracidnes casuales y las otras formas de deriva génica, son fuerzas
evolutivas que tienden a influir de la misma manera sobre la varianza estandarizada
de las frecuencias de todos los genes, mientras que la seleccién actia de forma
especifica sobre cada uno de etlos. Por este motivo los datos sobre las frecuencias
génicas no sujetos a seleccion pueden ser usados para describir las relaciones
genéticas entre las poblaciones y para describir su historia microevolutiva.

La genética contribuye a un mejor conocimiento de la historia, y el interés
de una parte de la Antropologia es relacionar datos genéticos con la historia,
geografia, lengua y cultura. Ejemplos de este tipo de analisis son los que tratan de
la expansién démica efectuados por el equipo de Cavalli-Sforza, y que serén objeto
de un libro en vias de publicacién titulado: "History and geograpby of human
genes”, en el cual de forma sintética se tratan de relacionar lenguas y genes. Por
gjemplo, han demostrado en las poblaciones eurgopeas y medio-orientales la
presencia de un gradiente longitudinal de frecuencias génicas relativas a algunos
marcadores genéticos. Estos gradientes se han explicado como el resultado del
flujo migratorio ligado a la difusién de las primeras practicas agricolas y de la
domesticacidén, con un progresivo movimiento en direccion sur-este-norte-oeste de
poblaciones de agricuitores y de una fusién con ias poblaciones pre-existentes
(Cavalli-Sforza, 1992, Cavalli-Sforza y Piazza, 1993; Cavalli-Sforza et a/., 19393).
Aplicaciones de estos mapas también han sido llevados a cabo en ia Peninsula
Ibérica, poniendo en relevancia, la singularidad genética de los vascos {Bertranpetit

y Cavalii-Sforza, 1992; Calafell y Bertranpetit, 1993a; 1993b).



Estos mapas genéticos, resultado de las migraciones y del flujo génico, han
sido complementados al estudiar las barreras geograficas y linguisticas en relacién
con la distribucion de las frecuencias génicas (Barbujani, 1991; Barbujani y Pilastro,
1993; Barbujani y Sokal, 1990}.

A estos estudios del conjunto de la historia del hombre, hay que anadir la
gran cantidad de analisis que se han llevado a cabo para distintos grupos, en areas
geograficas limitadas con la finalidad de analizar la microheterogeneidad vy
aislamiento de determinados grupos de poblacién, como es el caso de los grupos
nativos americanos (Barrantes et a/., 1390; Black ef a/., 1988; Greenberg et a/.,
1986; Neel, 1991; Rickards et al., 1993; Salzano y Callegari-Jacques, 1988), en
Sicilia {Rickards et al., 1992), o grupos aislados de la Peninsuia Ibérica {(Aluja et al.,
1988; Calderdn e ibafiez, 1387; Carracedo et al., 1987; Mesa, 1973; Mesa et al.,
1992). Asimismo, se ha podido analizar el flujo génico de épocas recientes, como
son los grupos de poblacién gitana que han venido desde el oriente hasta occidente
(Mesa y Bernasovsky, 1989), o bien las comunidades de poblaciéon negra que se
han establecido en América, como consecuencia de la esclavitud (Battistuzzi et al.,
1986; Biondi et a/.,, 1988; Crawford, 1986; Salzano, 1987).

Estos estudios se han visto favorecidos por la informacién que aportan
algunos marcadores, que se encuentran sélo en determinadas areas del mundo, vy
que permiten una identificacidn rapida de {os movimientos migratorios, e incluso,
de la accidn de la seleccidn natural, como es el caso de los alelos HBR*S y HBR*C
de la hemoglobina, variantes de la G6PD, alelos ACP1*C y ACP1*R, o incluso, en
los udltimos anoes y con nuevas metodologias moleculares, la presencia de la

deleccién de nueve pares de bases en la regién V del DNA mitocondrial.



Por dltimo, no podemos olvidar la valiosa informaciéon que aportan los
estudios biodemogréaficos, que han permitido corroborar en muchos casos, la
informacién puesta a disposicidn con los marcadores genéticos (Calderdén,1983;
Fuster, 1983; 1987; Fuster et al., 1993; Jorde, 1980; Mielke et al., 1976; Morton,

1973: Pefa-Garcia, 1988)






A.2. INTERES DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS:

Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo precedente, el analisis de la
estructura genética de las poblaciones humanas constituye una rama muy
importante de la Antropologia, ya que nos permite, incluso, reconstruir la historia
evolutiva de estas poblaciones, utilizdndola junto con la informacién suministrada
por disciplinas como son la historia, linguistica o antropologia cultural. El papel de
la Antropologia Molecular, en este tipo de estudios, ha sido cada vez de mayor
relevancia debido al desarrollo de nuevas técnicas de analisis a nivel molecular, asi
como al mayor y més complejo tratamiento estadistico de los datos.

Por io tanto para estudiar las relaciones entre ias poblaciones humanas
actuales y con el fin de reconstruir nuestra historia evolutiva reciente, resulta muy
importante obtener informacién de aquellas poblaciones para las cuales no existen
datos de marcadores genéticos y, al mismo tiempo, intentar aportar pruebas que
corroboren o completen aspectos histdricos que han contribuido a determinar el
patrimonio genético de las poblaciones.

En este sentido, el estudio de la estructura genética de las comunidades
afro-americanas representa una dptima oportunidad para valorar la contribucién de
fendmenos evolutivos, como es el desplazamiento de grupos y 1a colonizacién de
regiones inhabitadas, que han jugado seguramente, un papel de extrema
importancia en la historia evolutiva de las poblaciones humanas. De hecho, para

estas comunidades se dispone de informacidn sobre su origen concreto, su historia



particular, y del aporte, en distinto grado, de diferentes grupos humanos que han
ocasionado un mayor o menor grado de mestizaje. Por lo tanto, el anélisis conjunto
de datos histéricos, demogréaficos y genéticos pueden permitir reconstruir los
patrones gue han ocasionado la actual poblacidn y dar una estima de las
contribuciones relativas de las varias poblaciones parentales que han originado su
actual "pool” génico.

En concreto, Ecuador es un pais muy interesante para este tipo de estudio,
ya que como se indicara posteriormente con mas amplitud, en una extensién
relativamente pequena (aproximadamente 270.000 km?) presenta zonas
geogréaficas muy distintas, con una serie de climas caracteristicos y representantes
de grupos humanos diferentes que son principaimente: la poblacién indigena,
individuos de origen caucasocide (consecuencia de la colonizacion), comunidades
negras {resultadc de la trata de esclavos procedentes de Africa}, y todo un amplio
abanico de grupos mixtos, consecuencia del mestizaje en distintos grados entre
ellos.

Dada la escasez de informacion genética en estos grupos humanos de
Ecuador (Matson et al., 1966; Jara et a/., 1989, Guevara et al., 1991), el equipo
de Antropologia del Dipartimento di Biologia de la Universitd "Tor Vergata" de
Roma ha planteado un estudio global de distintas poblaciones en este pais. Dicho
estudio multidisciplinar, en colaboracién con otros laboratorios europeos, de
Estados Unidos y ecuatariangs, cuenta con el estudio de los grupos sanguineos,
marcadores enzimaticos y séricos, marcadores del DNA mitocondrial, anélisis a
nivel del DNA de los genes de clase | y Il del sistema HLA, estudio de

polimorfismos de longitud de fragmentos por enzimas de restriccidn {RFLP) del gen



COL1A2, estudio de aspectos biodemograficos y epidemioldgicos... Dicho grupo
de investigacién ya habia estudiado, previamente, las comunidades afro-
americanas de Nicaragua (De Stefano, 1970-71; De Stefano y Jenkins, 1976;
Battistuzzi et al., 1986; Biondi et al., 1988).

Dentro del proyecto de Ecuador, dirigido por el Prof. G.F. De Stefano, se
incluye esta Tesis Doctoral que trata del analisis de la estructura genética de las
comunidades afro-americanas de Rio Cayapas y de Viche {Ecuador) y para [a cual
se plantean los siguientes OBJETIVOS:

1) Caracterizar geneticamente a las dos comunidades afro-americanas de
Ecuador, mediante el andlisis de los marcadores proteicos ACP1, ADA, AK1, CAZ,
ESD, GLO1, G6PD, PGD, PGM1, PGM1-IEF, PGM1-Tr/Ts, PGM2 y HBR.

2) Establecer el grado de heterogeneidad entre las dos comunidades afro-
esmeraldeftas de Ecuador.

3) Establecer relaciones genéticas de ambas comunidades, con el conjunto
de las comunidades afro-americanas y con las parentales africana, espanola e
indigena de indios Cayapas.

4) Cuantificar el grado de mestizaje a partir de los grupos pareniales
africano, espafol e indigena.

5) Utilizar un marcador del DNA mitocondrial caracteristico de poblaciones
indigenas, para establecer su eventual presencia o ausencia en el "pool” génico de
fas comunidades afro-americanas de Ecuador, para valorar la contribucién indigena
materna.

6} El estudio dei grado de aislamiento a partir de las matrices de migracién

y de las frecuencias de {os apellidos, teniendo en cuenta, la dificultad que plantea



la toma de datos biodemogréficos en este tipo de poblaciones.

7} Relacionar los datos histéricos, sociales y culturales con los aportados por

los datos genéticos y biodemograficos.

En este estudio se han tomado en consideracion los términos "negros”,
"blancos”, "indios e indigenas” por tratarse de vocablos muy extendidos, referidos
a grupos humanos americanos, mas o menos mezclados, con una serie de

caracteristicas concretas, como sinénimos de |0s grupos que presentan rasgos

negroides, caucasoides ¢ nativos americangs, respectivamente.

10



B. POBLACION ANALIZADA



B.1. HISTORIA:

América Latina es una amalgama de distintos grupos humanos, con una
distribucién no uniforme. Ademads, cuando se analizan los diferentes paises
encontramos que, mientras unos tienen una poblacién basicamente homogénea,
otros son muy heterogéneos. En esta variedad incide, fundamentalmente, no sélo
la existencia conjunta de una poblacién indigena y de otra de origen europea, sino
también, la de una poblacién africana {Benitez et Garcés, 1989), asi como una
mezcla de todas las componentes originales en distintos grados, que aparacen en

la tabla B.1.

Tabla B.1.- Distintos tipos de mestizaje, en distintos grados, entre los diferentes

grupos parentales y nomenclatura (tomado de Rosenblat, 1954/

MESTIZOS, CUATRALBQ, CASTIZO: INDIO x BLANCO
MULATOS, TRIGUENQOS, MORISCO: NEGRO x BLANCO
ZAMBO, LOBO, ZAMBAIGO: INDIO x NEGRO

LADINO: TRIHIBRIDO

El término de NEGRO es localmente despectivo y se usa a menudo, en su

lugar, el de MORENQO o CIMARRON.

11



B.1.7. HISTORIA DE LAS COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS DE
ECUADOR:

Respecto al origen de estas comunidades, objeto de este estudio, existen
diferentes fuentes de informacién: algunas basadas en datos arqueolégicos (Alcina
Franch, 1979), otras de tradicién oral {(Cabello Balboa, 1945), y, las mas recientes,

basadas en documentos escritos o en el andlisis de apellidos {(Savoia, 1990).

EPOCA PRECOLOMBINA:

"Hace por lo menos 4000 anos, mucho antes de que existiera Coldn,
africanos de la costa atlantica en modestas faldas se deslizaron por el mar y
llegaron al Brasil y de aqui a otros paises, de ahora, entre ellos al nuestro, -
Ecuador-; de seguro, no fué, una sino varias migraciones: asi pues, el negro y el
indio son los pilares étnicos de América" {Jurado, 1988). Son varios los estudiosos
que aportan observaciones y evidencias, sobre todo, de tipo arqueoldgico, que
fundamentan la presencia de negroides en la prehistoria, no sélo sudamericana,
sino ecuatoriana. Asi, Porras Garcés {1988) ha recopilado una serie de pruebas,
para apoyar esta hipétesis. Por ejemplo, las cabezas monoliticas, de hasta 35
toneladas de peso, producto de la cultura Olmeca {1.100 a.C.), que hay en San
Lorenzo {México), segun el autor, son representaciones de individuos negros.
También, Porras Garcés (1988) indica que, presentan rasgos negroides los craneos
encontrados en Tlalilco, Cerro de Mesas y Monte Alban (lugares preclasicos de
México}. Incluso, sefiala que la presencia del negro, en Costa Rica y Panama, es

confirmada por el Autor de "Las Décadas”, Pedro Martir de Anghiera, que era
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consejero de los Reyes Catoticos. Cuando relata la exploracidon de Blasco Nufiez de
Balboa, dice: "Ahi tropezaron con esclaves negros de una region dos dias de
Cariaca, habitada unicamente por negros feroces y extraordinariarmente crueles...
Entre indios y negros se esclavizan o matan mutuamente”.

Porras Garcés (1988) también aporta opiniones en el sentido de gque los
caracteres somaticos tipicos de individuos negros, no se han mantenidoc a causa
del reducido nimero de estos. De igual modo, sefala que estudios realizados en
una de las etnias amerindias mas antiguas y aisladas de México, "los lacandones”,
se han identificado "células enfermas”, resistentes a la malaria, que generalmente
se encuentran en los negros.

Por dltimo, centrandonos en el area de Ecuador, los antropdlogos Whitten
y Friedemann {1974) consideran un origen antiguo de las comunidades negras en
esta zona y, de igual manera, Porras Garcés {1988} examinando la abundante
informacion arqueoldgica recogida por Alcina Franch (1979} y Sdnchez Montariez
{1981} en la zona de Esmeraldas, destaca que en las figuras y estatuillas
publicadas por estos autores, se pueden observar claros rasgos negroides, en los
restos de Tachina (100-300 a.C.) y de Tiaone {La Tolita, Tumaco, 500 a.C. a 500
d.C.}.

En la Figura B.2. aparecen algunos de los restos de este periodo con

aparentes rasgos negroides.
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Fig. B.2.- Figuras y monumentos del periodo pre-cldsico de distintos origenes donde

se observan rasgos negroides {tomado de Porras Garcés, 1988).
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EPOCA COLOMBINA:

R. Savoia (1988a), que se ha dedicado a reconstruir la historia de los
afroamericanos de Esmeraldas, presenta comeo primera comunidad, la del relato de
Miguel Cabello {1577-1582) que se relaciona a continuacion:

"En el afio del Serior de 1563, por el mes de octubre, partio del puerto de
Panama un barco, una parte del cual alguna mercaderia y negros que en el venian,
era y pertenecia a un Alonso de lllescas, vecino de la ciudad de Sevilla, el cual
barco como hallase por aproa los sures [...] se entretuvo muchos dias sin poder
seguir su viaje, y pasados treinta dias de su navegacion, pudo hallarse doblado ef
cabo de San Francisco, en una ensenada que se hace en aquella parte que
llamamos Portete; tomaron tierra en aquel lugar los marineros y saltando a ella para
descansar, de una tan prolija navegacion, sacaron consigo a tierra a diez y siete
negros y seis negras, que en el barco trafan, para que les ayudasen a buscar algo
que comer, porque ya no tenian con qué se poder sustentar, dejando ef barco sobre
un cable. Mientras ellos en tierra, se levanté un viento y marea que le hizo venir a
dar ern fos arrecifes de aquellas castas, los que, en el ya quebrado barco habian
venido, pusieron su cuidado en escapar si pudiesen, algo de lo mucho que traian
{...] trataron de hacerse sus camino por tierra, y queriendofo poner en efecito
procuraron juntar 108 negros, los cuales y las negras se habian metido en el monte

adentro, sin propostio ninguno de volver a servidumbre "’

‘Miguel Cabello de Balboa, 1945. Verdadera descripcién y
relacién de la provincia y tierra de las Esmeraldas. En: Obras.
Vol. 1: 1-76. Quito. Citado en Alcina Franch (1976} .
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Alcina Franch y Pena (1980) describen que la regién donde desembarcaron
los negros de lllescas, era una zona fronteriza entre dos grupos tribales
importantes: los "Niguas™ y los "Campaces”. Los primergs ocupaban parte de la
cuenca del rio Esmeraldas, desde ia regidn de los "Yumbos" hasta el mar y, en la
costa, desde la desembocadura del Esmeraldas hasta el sur del cabo San Francisco
y zona dei Portete, donde se senala el desembarco de los negros {Figura B.3.). Los
"Campaces"”, habitaban en la serrania de la region de la costa, desde el cabgo San
Francisco hasta la Bahfa de Caraquez. Los indios "Campaces" parecian ser muy
agresivos y belicosos, mientras que los "Niguas”, presentaban una imagen mucho
mas amistosa.

Este grupo de negros que desembarcaron en Portete buscan refugio y
alimentos, y llegan a una localidad llamada "Pidi", habitada paor la tribu de los
Niguas. "Los barbaros della, espantados de ver una escuadra de tan nueva gernte,
huyeron con la mas nueva priesa que les fue posible y desampararon sus ranchos
y aun sus hijos y mujeres”'. Poco después regresarfan y pactarian con los recién
llegados, una vez que comprobaron que no podian vencerles y expulsarles del
lugar.

En esa época se habla de un caudillo de los negros que es Antdn, que
organiza una guerra contra los "Campaces” que se hallaban mds al interior. "Los
belicosos "Campaces” les dieron tal priesa que les mataron seis negros y algunos
indios amigos”. Asi fué como se sembrd el terror en toda la comarca. Anton,
considerado el primer caudillo, muere mas tarde y es sustituido por el lider negro
Alonso lllescas, el cual utiliza el sistema del terror usado por Anton para extender

su fama por todo el territorio.
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Fig. B.3.- Mapa de la Provincia de Quito publicado en 1750 (tomado de Savoia, a

1992].
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Asi escribia e! presbitero Miguel Cabello de Balboa, en 1582, basandose en
los datos que recogio directa y personalmente, ya que el 15 de Septiembre de
1577, desembarcé en Atacames e hizo buena amistad con el negro Alonso lliescas,
quién le relata, en forma de tradicién oral, toda la historia, la cual él plasma en sus
escritos. "De agui que las tradiciones o transmisiones orales son fuentes histdricas
cuyo caracter propio estad determinado por la forma que revisten: son orales 0 no
escritas, en su origen, y tienen la particularidad de que se cimientan en ta memoria
de los hombres de generacidén en generacion. La tradicion histdrica es fuente
histérica y merece cierto grado de credibilidad” {Coba Andrade, 1980). Este hecho
historico de tradicion oral también es referido en: Alcina Franch (1976}, Alcina
Franch y Pefa (1980), Cobo y Fresco (1980}, Estupinan Tello {(1283), Gonzélez
Suarez (1970). historiadores; Whitten y Friedemann {1974), antropélogos;
Bartolucci {1983), Vargas (1981) y Coba Andrade (1980}, cronistas; entre otros,
todos ellos aceptan la existencia de esa primera comunidad de negros en
Esmeraildas, no obstante, hay que tener presente que se basa en un relato unico,
lo cual obliga a que se tenga que considerar con una cierta cautela.

Teniendo en consideracion esta fuente, a partir de este momento, los negros
recién liegados empiezan a crear una comunidad, y lo hacen mezclandose con las
indias, asi, al menos, precisan varias fuentes. "El licenciado Salazar de Villasante
dice que los primeros negros han hecho un pueblo y tomado indias y casandose
con ellas y muitiplican”™. Por otra parte, Cabello Balboa escribe que Alonso de
lliescas: "le dieron por mujer una india hermosa, hija de un principal” (Alcina

Franch, 1976)
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En una época posterior, y con datos histdricos mas fidedignos se narra que
con la expedicién de Alvarado, llegan negros que participan en los enfrentamientos
militares de 1534, con Diego de Almagro {Whitten y Friedemann, 1974; Benitez
y Garcés, 1989). Este grupo queda en Ecuador en calidad de "negros libres" y da
lugar a gue en el sigio XVI se produzca una expansion de la poblacién negroide,
tanto en el nimero como en las zonas en las que habita. En particular, los negros
que se liberaron (antes de la abolicién de la esclavitud) en las costas de
Esmeraldas, dan lugar en la Provincia de Esmeraidas a "la Repudblica de los
Zambos" (Whitten y Friedemann, 1974) y al referirse al "zambo" se le define como
el hijo de un negro y una india, o de un indio y de una negra.

Esta poblacion crecié extraordinariamente, y "en 1600 se calculaba que
habia mas de cincuenta mulatos y zambaigos, y en 1620 llegaban a ser un
centenar {Alcina Franch, 19786).

Segun Alcina Franch (1976) existe en 1657 un pueblo de mulatos
denominado San Mateo, y que debe corresponder al actual Esmeraldas y, en 1678,
en la recién fundada ciudad de Atacames, hay 20 mulatos.

Ya en épocas posteriores, diferentes historiadores relatan que, durante un
periodo de 50 afios, mas de veinte expediciones, con soldados espanoles e indios,
llegaron sucesivamente a Esmeraldas, desde otras ciudades de Ecuador, como son
Quito-lbarra y desde Guayaquil-Portoviejo, para colonizarla, sometiendo a su
poblacidn negra, pero nunca lo lograron, y siempre fueron rechazados (Bartolucci,
1983; Speiser, 1985).

Otro hecho esencial en |a historia de la ocupacién negra de Esmeraldas fué

el hecho de que "en 1600, seguin Serrano Quiroz, existe un nuevo naufragio y
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atrae a las costas de Esmeraldas otro grupo de gente de color, aumentando con
ello la simiente que traeria luego la poblacidn negra actual” (Coba Andrade, 1980).

De igual manera, cuenta Estupifidn Tello (1977), "arrib6 a San Mateo un
navio procedente de Nicaragua, conduciendo negros y entre eflos flega Alonso de
Arrobe unido con una india nicaragdense y de esta union nacieron dos hijos: Juan
v Francisco. Surgen rivalidades entre los Arrobe y los llfescas. Alonso Sebastidgn de
lllescas, mds experimentado, ladino y fucho maté cruelmente a Alonso de Arrobe
manteniendo su fliderazgo”.

A partir del siglo XVIII, una nueva via de entrada de negros aparece en la
histaria de Esmeraldas. Procedentes de Colombia, llegaron numerosos cimarrones,
esclavos en su pais y que lograban fugarse para defender su libertad contra la
tirania. Seguramente, en Esmeraldas encontraban un paraiso para ia libertad, al
igual que los esclavos que escapaban de las haciendas regentadas por jesuitas de
la ecuatoriana provincia de Imbabura (limitrofe con Esmeraldas) (Pujol, 1970-71,
Bartolocci, 1983; Speiser, 1985; Jurado Noboa, 1992).

También, desde Colombia, a finales del siglo XV!I, un grupo de esclavos
negros entra en la provincia de Esmeraidas, para trabajar en las minas de Uimbi,
Cachavi y Playa de Oro. Se trataba de esclavos que realizaban este mismo trabajo
en las minas colombianas {Savoia, 1988b; Jurado Noboa, 1892).

Después de estos aportes desde Colombia, la poblaciédn negra de Quito y
Guayaquii, en 1781, era de, aproximadamente, 2000 individuos que constituyen
un 0,06% de la poblacién de Quito y el 0,6% de la de Guayaquil (Erickson et a/.,

1966).
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Los negros, inciuso, eran utilizados en su calidad de esclavos en las guerras
de independencia, en las cuales, algunas veces se les prometia la libertad, aunque
esta promesa fué escasamente cumplida y tuvieron gue esperar afios hasta [a
abolicion de fa esclavitud gque llegé a Ecuador en 1867 (Estupifian Tello, 1983).

Segun el Censo de ia Gran Colombia de 1825, en el Departamento del Sur,
actual Ecuador, habia 6.804 esclavos {Coba Andrade, 1980). Por otra parte, enese
mismo afo de 1825, Bolivar ordend un censo de esclavos negros en el terntorio
nacional, segun el cuai en Esmeraldas sélo habia 120 esclavos, que constituian un
1,7% del total de la poblacidn, el porcentaje mas bajo del pais (Estupihan Tello,
1983).

En la dltima década del siglo pasado, se produce un aporte muy importante
a la poblacién negra de Ecuador, lo contituyeron lgs 4000 Jamaicanos llevados por
el general Alfaro para la construccion del ferrocarril Quito-Guayaquil, que uniria la
sierra con la costa. Una vez terminadas las obras, dado gue no se aclimataban a
la cordillera, se despiazaron a Esmeraldas, donde se establecieron (Diaz, 1978;

Estupiftan Tello, 1283; Savoia, 1990).

EPOCA RECIENTE:

A comienzos del presente sigio se han dado sucesivas migraciones de vy
hacia Colombia, dependiendo en parte, de las fluctuaciones en el comercio de
productos agricolas: café, cacao y platano, fundamentalmente. Ademas, existen
entre 1850y 1920, una serie de movimientos migratorios de poblaciones negroides
concentradas en areas mineras del suroeste de Colombia. Asi, la poblacidon minera

de la zona de Barbacoas (sur de Colombia) se desplaza hacia la region de Tumaco
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{mas hacia el sur), después entré en Ecuador, hasta Limones y 1os rios Santiago vy
Cayapas, expandiéndose hasta Esmeraldas y, posteriormente, hacia el interior

(West, 1957} (Figura B.4.).
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Fig. B.4.- Migraciones que se han producido en este siglo en la costa humeda de/
Pacifico, que incluye Colombia y la Provincia de Esmeraldas en Ecuador (tomado

de West 1957).
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Los movimientos de poblacién negra desde Colombia a Ecuador se han
seguido produciendo en las dltimas décadas, incrementandose la pablacion
negroide de la provincia de Esmeraldas.

Estos desplazamientos implican una estrecha relacidn entre el Sur de
Colombia y el Norte de Ecuador, en su costa dei Pacifico, mas aun, en el norte de
Esmeraldas nunca se ha aceptado la frontera con la regién de Tumaco y, cuando
en 1989 Tumaco amenazd con anexarse a Esmeraldas, no parecid "una idea
absurda, coma la plantearon algunos medios de comunicacion, ya que siempre se
han sentido como una gran familia” {Savoia, 1990).

Ademds, hay que afadir que, con la crisis de algunos productos tropicales
{(banana) y con el auge del petrdleo, los negros migran del campo a la ciudad. La
ciudad de Guayaquil se convierte en el nucleo mas importante de pablacion negra,
aparte de Esmeraldas. También, existe un mayor fiujo de migracién negra hacia el
oriente ecuatoriano, aungue estd disminuyendo (Palenque, 1992).

Por otro lado, Esmeraldas ha recibido poblacién procedente de las provincias
de Manabi y l.oja, impulsada por las sequias de comienzos de los afos 70, ademas
llegan colonos de las provincias de Carchi e Imbabura, por medio del ferrocarril o
utilizando las nuevas carreteras que se estan abriendo entre Ibarra, San Lorenzo o
Quininde (Palenque, 1992).

Por tanto, a modo de resumen, cabe Senalar que los nuMerosos grupos que
alli se establecieron a lo largo del tiempo han podido tener distinta relevancia
considerando, por un lado, su diferente lugar de procedencia y, por otro, que el
numero de personas que las componian debid ser muy variable. La permanencia de

est0S grupos en esta regién se debe en gran medida a ia capacidad de adaptacidn
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de los negros al medio que ofrece la provincia de Esmeraldas. Probablemente,
Alonso lllescas, Antén y los demas que desembarcaron en el Portete en 1553,
habfan sido capturados en Africa. Si se considera que el drea del golfo de Guinea
es su lugar de origen, hay que tener en cuenta que junto a Esmeraldas, se trata de
zonas climaticamente semejantes, definidas como de bosque tropical Hluvioso, con
una vegetacion y fauna relativamente similares. Por ello, se entiende, que dada la
semejanza del cuadro ambiental, la adaptacién del grupo negro en esa region seria
muy alta {Alcina Franch, 1976}. Como dice Estupifian Tello (1983): "jLa vida le fué
facil en tan maravilloso paraiso!.. El negro tenia todo: las fértiles tierras estaban a
su arbitrio. Le bastaba abrir un pequefio claro en la manigua para plantar su rancho

y flamarse duefio..."

B.1.2. ORIGEN AFRICANO DE LAS COMUNIDADES AFRO-

AMERICANAS DE ECUADOR:

En los albores del siglo XVI, Fray Bartolomé de las Casas, lanzé su famosa
proclama sobre la humanidad de los indigenas. Este fraile espanol arguyd que
debian ser protegidos vy, para ello, otros grupos de trabajo deberian reemplazarlos,
asi recomendd fa importacién masiva de negros africanos que levarian a cabo las
tareas animales que, hasta ese momento, recaian en los nativos de América
(Bastide, 1969; Whitten y Friedemann, 1974).

Por este motivo, desde el siglo XVi al XVill se transfada un nuimero muy
importante de negros desde el continente africano hasta América. Las cifras dadas
por los estudiosos es variable y oscilan entre: 15 y 20 millones de negros {Coba

Andrade, 1980), a 9 millones y medio (Curtin 1975),
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La poblacion de esclavos negros que llegd a América procedia de diversos
lugares, que ha sido posible identificar a partir de la documentacion de la época.
Se distinguen seis zonas de origen, con distinta importancia en el tiempo (Benitez
y Garcés, 1989):

1) Norte de Africa, incluye Mauritania y Costa de Cabo Verde. Ademas, las
Islas Canarias eran lugar de concentracion de esclavos.

2) Guinea y el actual Senegal, de gran importancia en el siglo XVi, a los
esclavos procedentes de estas zonas se les conoce genericamente como los de los
rios de Guinea.

3) La region de Costa de QOro y de los rios de Sierra Leona, de donde
provenian los esclavos a finales del siglo XVI.

4) Camerin y Congo, a finales del siglo XVI y comienzos del siglo XVII, los
esclavos de cultura Bantd y Dahomeyana.

5) Rio Congo y regién de Angola, la zona mas importante desde mediados
del siglo XV!i en adelante.

6} Desde finales del siglo XVil comienza ia llegada de esclavos desde la zona
este de Africa, archipielago Malayo y de las Filipinas.

Si nos centramos en nuestra zona de estudio, Mdrner {1966) documenta
que, antes de iniciarse el trafico negrero directamente desde Africa, algunos negros
ya habian sido traidos por sus amos desde Espafia, para que participaran en las
luchas de la conquista. Efren Reyes (1967) escribe que las provincias
sudamericanas del Pacifico no recibieron un numero elevado de contingente negro,
y estima que de los 138.000 esclavos calculados sélo le correspondieron unos

8.000 esclavos a ia capitania General de Venezuela y el Virreinato de Nueva
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Granada, que incluia el actual Ecuador. De los mestizajes con otros grupos
surgieron mufatos, zambos y pardos libres, de 10s que los paises vecinos contaban
con un nUmero impaortante, tal es el caso de Venezuela con 406.000 y Colombia
con 140.000, mientras que en la Presidencia de Quito sociamente se contabilizaron
42.000. Los 8.000 esclavos negros y los 42.000 zambos y mulatos en Ecuador,
se localizaban en las plantaciones costenas y en los valles de la altiplanicie como
son Chota, Catamayo, asi como en los campos mineros de Zaruma.

En Ecuador, la poblacion negra liega, fundamentalmente, con la finalidad de
reforzar la mano de obra indigena en las minas y en los lavaderos de oro, asi como
para la implantacién de monocultivos en la zona tropical. Llegan principalmente a
Guayaquil, puerto que sirve como centro de recogida de negros para proveer de
mano de obra a las plantaciones de algoddn y cafa de azucar. También, es
importante Cartagena, en Colombia, donde iban los colonos desde Quito para
comprarlos.

En Esmeraldas hay que destacar, gue una parte de la poblacién negra no fué
propiamente esclava, sino que procede de los negros cimarrones, evadidos de
Panama o de las plantaciones de jesuitas del valle de Coangué (Chota y Salinas)
{Estupifian Tello, 1983).

Ademads, Ecuador no tiene un aporte directo de comercio negrero. Tan solo,
entre las rutas menores negreras figura una que va desde Veracruz hacia el
Altdntico {Cuba y Antillas) y de alli por tierra hacia Campeche, para luego llegar a
Honduras, Panama, Guayaquil, Callao y Valparaiso (Peralta, 1979}.

Erickson et al., {1966} refieren que los esclavos, que vinieron directamente

de Africa a Ecuador, eran del stock Bantu, si bien actualmente el porcentaje de
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negros pures es muy pequefio. Whitten {1974) y Whitten y Friedemann {1974}, al
referirse a la provincia de Esmeraldas y sur de Colombia, dicen que el origen de los
negros de esta zona esta en Africa occidental, ya que se identifican como Angolas
(Angola nor-central}, Lucuimi o Yoruba (Nigeria}, Mina {(San Jorge de Mina, Costa
de Oro}, Chambas (Nigeria), Carabali (Costa de Calabar, Nigeria), Bambana {Alto
Senegal en la Guinea Francesa), Guagui (Rio Niger en Nigeria), Mondongos
{Congo), Mandinga {Sudan Francés) y Dahomeyanos. Jurado Noboa (1992)
concreta que los esclavos de las minas de Barbacoas, los cuales migran
posteriormente a Esmeraldas, son Mandingas del valle de Gambia, Congos de habla
Bantlu procedentes del rio Congo y los Angolas del suroeste de Africa. Merrer
{1978) también sugiere el origen en Guinea, Costa de Marfil, Senegal, Congo,
Nigeria y Angola. West (1957) y Pujol {1970-71) al referirse al litoral humedo
pacifico opina que el origen ha sido la Costa de Guinea, Congo y algunos proceden
de Sudan occidental y Angola (Figura B.5.).

En cualquier caso, la documentacién escrita acerca de la procedencia en
Africa de estas poblaciones negras es escasa y, posiblemente, en algunos casos
sesgada porgue muchos negros eran de contrabando, y por o tanto, no eran
registrados cuando llegaban a América. Ademds, la identificacion de los esclavos
se hacia segun el puerto de embarque, pero no de acuerdo a su origen, y la
composicion de los barcos era, generaimente, heterogénea para evitar los motines

y las sublevaciones (Gonzalez et al., 1976).

27



Dm—

&Y, Fiumi

¢ del Su \
SIERRA LEONE DAHOMEY .

Lagos 180

___CosTA Utdah
O DE AVORIO ACC8, oFETh Of

Mina

Capo
delis Paime

OCEANO
ATLANTICO

Cabinde
! CONGC

Ambriz
fLoanda

ANGOLA

Bengueia

!
K

i
i
t

|
i
|
i
1

i

Fig. B.5.- Regiones de la costa atldntica de Africa de donde procedia la poblacion

negra que llego a Ecuador (tomado de Benitez y Garces, 1889).

28



B.1.3. ORIGEN EUROPEO DE LAS COMUNIDADES AFRO-

AMERICANAS DE ECUADOR:

Respecto al aporte de poblacién caucasoide, a Perd, Ecuador y Bolivia, la
migracién de origen europec fué poco significativa, respecto a otros paises, debido
a la existencia de un gran nimero de indigenas y a la lejania de rutas maritimas
desde Europa. Existen datos de que a Ecuador, llegaron principalmente espanoles,
en un principio, extremefios y andaluces, y mas tarde, navarros, castellanos vy
vascos (Benitez y Garcés, 1989).

Dada la ausencia de informacién mas concreta. a titulo orientativo, en la
tabla B.3. se puede observar el aporte de emigrantes espancles a América segun

las distintas regiones (Foster, 1360).

Tabla B.3.- Numero de emigrantes esparnoles que lleqaron a América (tomado del

Catalogo de Pasajeros a Indias (15609-1534 en Foster, 1960).

REGION EMIGRANTES PORCENTAJE
Andalucia 2245 29,38
Castilla la Vieja 1476 19,32
Extremadura 1389 18,18
Ledn 921 12,05
Castilla la Nueva 880 11,52
Asturias y Galicia 320 4,19
Vascongadas 216 2,83
Murcia 48 0,63
Aragén 46 0,60
Cataluiia 38 0,50
Valencia 26 0,34
Navarra 23 0,30
Baleares 11 0,14
Canarias 2 0,03
TOTAL 7641 100,00
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B.2. ASPECTOS GEOGRAFICOS, SOCIALES Y

DEMOGRAFICOS

B.2.1. LOCALIZACION GEOGRAFICA: ECUADOR

Ecuador tiene una superficie de 269.178 Km?, se encuentra situado en la
costa occidental de América del Sur, entre los paralelos 1°27°23"" de latitud norte
y 5°00'40" de latitud sur, y entre los 80°59'43"" y 75°12'10"" de longitud
occidental. Limita al norte con Colombia, al este y sur con Perd y al oeste con el
océano Pacifico. También forman parte del territorio ecuatoriano las islas
Galépagos,‘ situadas a 1000 Km de la costa. Esta dividido politicamente en 20
provincias (Figura B.6.).

Tanto el territorio continental como el insular estd atravesado por la linea
ecuatarial.

La Cordillera de los Andes, dividida en dos ramas, Oriental y Occidental,
atraviesa el pais de norte a sur, dando lugar a tres regiones naturales: la costa, la
sierra y el oriente, con una amplia gama de climas por sus peculiares caracteristicas

geograficas.
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Fig. B.6.- Mapa de EFcuador, con sus 20 provincias. {tomado de Erickson et al.,

1966/

La poblacién de Ecuador segun el Censo de Pobiacion de 1990 era de
10.782.000 habitantes, de los cuales alrededor del 50% corresponden a indias
Quechua -Colorados, Cayapas, Cofanes, Awas, Jivaros o Shuaras, Saraguros,
Otavalefios, Aucas-, cerca del 40% son mestizos, algo menos del 10% blancos
descendientes de espanoles y, con menor porcentaje, mulatos v negros {Invierta

en el Ecuador, 1992; The New Encyclopaedia Britannica, 1991}.

31



Shuaras, Saraguros, Otavalefios, Aucas-, cerca del 40% son mestizos, algo menos
del 10% blancos descendientes de espanoles y, con menor porcentaje, mulatos vy

negros {Invierta en el Ecuador, 1892; The New Encyclopaedia Britannica, 1991},

La densidad de poblacion varia segun las distintas regiones, desde 120
personas/Km? en las zonas de la Costa hasta 20 personas/Km? en algunas areas
tropicales del norte de la Provincia de Esmeraldas. La poblacién urbana asciende
al b0% de la poblacion total. La tasa de crecimiento anual de la poblacion es del
3,3%, siendo la mortalidad infantit muy alta. La poblacidn es muy joven, ya que el
40% son menores de 15 anos (Erickson et al., 1966).

Las principales ciudades son Quito (la capital, con 880.000 habitantes) vy
Guayaquil {puerto principal, con 1.180.000 habitantes) en las cuales se concentra
el 25% de la poblacion total del pais (Invierta en el Ecuador, 1992). Esta
concentracion de la poblacion de Ecuador en estas dos areas urbanas es debida a
unimportante flujo migratorio durante la segunda mitad del siglo, desde zonas mas
deprimidas. Asi, por ejemplo, en el periodo comprendido entre 1950 y 1962, se
produjo unincremento de la poblacion en estas dos grandes ciudades de un 85%,
igualmente se ha dado un flujo migratorio desde la Sierra hacia la Costa,
incrementandose la poblacion de ésta en un 63,5% (Erickson et al., 1966).

El idioma oficial es el casteliano, aungue en algunas partes del pais se habla
el quichua y otras lenguas aborigenes. Existe libertad de culto, siendo la religion
catdlica la practicada por la mayoria de l0s habitantes.

Centrandonos enlas comunidades negras que viven actuaimente en Ecuador,

cabe sefialar, que nunca han constituido una proporcion grande en el pais, y parece
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que han establecido relaciones con blancos e indios, ya que, la estima del
porcentaje de negros puros es bajo (Erickson et a/., 1966). Ademas, en valores
absolutos, sunumero ha variado considerabiemente, porque en 1966, su poblacidn
era, aproximadamente, de 30.000 personas (Erickson et a/., 1966), mientras que
asciende, en 1987 a 500.000 personas, es decir, ¢l 5% de los 90 millones gue
existen en Ameérica Latina, frente a los 42 miliones de indigenas {Savoia, 1987;
Benitez y Garcés, 1989). Este notable incremento de negros en Ecuador se debe,
no solo a la tasa de natalidad, sino también al aporte de individuos procedentes de
paises limitrofes como Colombia.

Respecto a su distribucién dentro de Ecuador, los negros viven dispersos por
todo el pafs, aunque se concentran en mayor numero en la provincia de
Esmeraldas, constituyendo algo mas del 50% del total; del resto del pais, las
mayores representaciones corresponden al valie de Chota, Imbabura y Carchi con
unas 30.000 personas negras, e igualmente, Guayaquil y Puerto Bolivar donde se
diseminan unas 70.000, y, por ultimo, en la capital Quito tiene unas 50.000

(Bastide, 1969; Savoia, 1987).

B.2.2. PROVINCIA DE ESMERALDAS:

Wolf al referirse a Esmeraldas dice "es una joya preciosa aunque no labrada
en la costa del Pacifico {...) es tan prodigioso este suelo que yo, que habituaimente
odio a los mosquitos, tengo que confesar en honor de ellos, gque aqui hasta los
mosquitos son bondadosos y benignos” (Estupinan Tello, 1983).

Aparte de esta visidon, quizas demasiado lirica, la provincia de Esmeraldas en

Ecuador, pertenece al "Litoral Pacifico Himedo" que es una regién perfectamente
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delimitada, fisica como culturalmente, por tratarse de una zona de selva himeda,
con una humedad relativa del 90% y con manglares en la costa y, que presenta
unapoblacion predominantemente negra, aproximadamente def 80% (West, 1957).
Comprende al area andina septentrional, o litoral pacifico ecuatoriano desde la zona
de Tumaco en Colombia, hasta el limite meridional de |la provincia de Esmeraldas
{(West, 1957; Whitten, 1974; Whitten y Frieddeman, 1974; Alcina Franch et al.,
1987} {Fig. B.7.).

La provincia de Esmeraldas limita ai norte con Colombia, al sur con la
provincia de Manabi, al este con la provincia de Carchi y al oeste con el océano

Pacifico.
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Tiene una extension de 15.237 Km?, y esta dividida politicamente en 6
cantones: Esmeraldas, Eloy Alfaro, Muisne, Quininde, San Lorenzo y Atacames; 9
parroquias urbanas y 56 parroquias rurales {Figura B.8.}. Segun el V Censo de
Poblacion de Noviembre de 1990 (INEC, 1391), cuenta con 306.628 habitantes,
de los cuales 156.686 son hombres y 149.942 son mujeres, gue se distribuyen

en los distintos cantones segun la Tabla B.4.

Tabla B.4.- Cantones de la Provincia de Esmeraldas, con la poblacion y porcentaje

de individuos afro-esmeralderios.

CANTON EXTENSION POBLACION % POBL. NEGRA’

ESMERALDAS 2.982 155.456 60%
ELOY ALYARO 4.352 25.389 85%
MULSNE 1.369 22.537 15%
QUININDE 2.962 62.680 20%
SAN LORENZO 3.086 22.552 85%
ATACAMES 486 18.014 35%
TOTAL 15.237 306.628

* Datos del estudio de Loor Villagquiran facilitados por Monsenor
Enrique Bartolucci, Obispo de Esmeraldas (Comunicacidn personal,

1993) .
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La tasa de crecimiento anual de la poblacién urbana es de 6,4%, mientras
que la poblacién rural crece a niveles insignificantes de 0,1%, si bien, en el
conjunto, la poblacién de la Costa ha crecido respecto a la de la Sierra.

El relieve de la provincia es generalmente bajo y sus elevaciones no superan
los 300 m sobre el nivel del mar. Es muy importante el sistema hidrografico para
los esmeraldefios, pues constituye una via de comunicacidn hacia la serrania y
camino natural para transportar los productos que les proporciona la tierra. Es de
destacar el rio Santiago, que nace en la Cordillera Occidental y recoge las aguas de
los rios Uimbi, Bogotd, Tululbi y el Palabi; también, el rio Cayapas, mds caudaloso
gue el Santiago y navegable, nace en las montanas de Intac y sus afluentes
principaies son el Onzoles y Zapallo Grande. En la desembocadura se une al
Santiago y crea un delta en la Bahia de Ancdn de Sardinas; el rio Esmeraldas es el
més importante, su cuenca abarca 20.000 Km?, nace con ios deshielos del
Cayambe, Antizana, Cotopaxi y Pichincha, sus afluentes son el rio Blanco,
Guayllamba, Toachi y Quininde. También son importantes las desembocaduras de
los rios Santiago y Mataje, que dan origen a manglares y al archipielago de
Piankguapi (Conozca el Ecuador, Esmeraidas, 1987).

Los suelos de la provincia de Esmeraldas son muy ricos en recursos
vegetales. Mencidn especial merecen los recursos forestaies, que han hecho
posible la explotacion maderera en una extensién de 3000 hectareas. Estas
explotaciones estan constituidas por una gran variedad de especies entre las cuales
estan la balsa, chanul, laurel, sande, madera blanca, virola, guyacdn, tangaré;
ademads del caucho y la tagua. Ademas, el tabaco, café, cacao y bananas han

tenido en ei pasado un papel muy importante en la economia de la provincia,
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debido a la exportacién, aunque actualmente este comercio se encuentra muy
disminuido y constituyen junto a la yuca, judias, cafia de azucar, tomates, mangos
y aguacates parte de la dieta basica.

La industria mas importante es la de productos quimicos derivados de
petréleo, la maderera y la de productos alimenticios. Por ditimo, cabe indicar que
la situacién geografica de la provincia, su clima y las playas de Atacames, Sua,
Same, Camarones y Muisne la han convertido en un importante centro turistico del
pais.

Como va se ha indicado, las principales vias de comunicacién son los rios,
que por medio de cangas a remo o de motor, se utilizan para el transporte de las
mercancias desde el campo hasta tas zonas comerciales de la costa. Desde 1957,
funciona el ferrocarril desde lbarra -en la provincia limitrofe de imbabura- a San
Lorenzo, en el litoral.

La situacion sanitaria es preocupante. Son habituales enfermedades
tropicales como el célera, dengue, pian, paludismo y fiebre tifoidea, que ocasionan
muchas muertes anualmente. Atencién especial merece la oncocercosis (debida a
la microfilaria una especie de pardsito que provoca ceguera irreversible y lesiones
en la piel) que ha tenido un gran aumento en los Gitimos anos. El foco principal de
esta enfermedad se localiza en las cuencas de los rios Santiago, Cayapas y
Onzoles. Focos satélites aparecen a lo largo de los rios Verde, Viche, Canandé,
Coijimies, Sucio y Bilsa, debido al desplazamiento de individuos afectados. Desde
1980 a 1986, el aumento de la enfermedad ha sido de un 72,5%, habiéndose
extendido en varios kildmetros rio abajo siguiendo el curso del rio Santiago

(Guderian, 1892; Palenque, 1992).

38



En cuanto al nivel de instruccion, Esmeraldas esta entre las provincias que
mantiene un nivel mas alto de analfabetismo, del 18,9% en los varones y un
22,3% en las mujeres, datos correspondientes a la poblacion urbana, ya que en

poblacién rural, las cifras son adn mas altas.

Esmeraldas, es una provincia con poblacién predominantemente negroide,
gue tiene su origen en un aporte inicial que se instala en ese area en e siglo XVI,
junto a una mayor propercion de recientes inmigraciones procedentes de Colombia
gue suponen un incremento considerable, iniciadas a mediados del siglo XIX y, que
aun contindan en {a actualidad {(West, 1857; Alcina Franch y Pefia, 1980; Cobo vy
Fresco, 1980).

Actualmente, esta poblacién afro-esmeraldena se concentra sobre todo en
los cantones de Esmeraldas, Eloy Alafaro y San Lorenzo. Su situacién econdmica
es muy precaria, respecto al conjunto de la poblacidn, y se basa en una economia
de subsistencia. La tierra es sumayor riqueza, de la cual extrae alimentos, la tagua,
el caucho, el palo de balsa y otros productos forestales. Los rios y el mar también
les proporcicnan pescados y algunos emplean parte de su tiempo en buscar oro en
las orillas de los rios. Una buena parte de la poblacién se emplea como peodn en las
haciendas, en donde realiza trabajos sobre todo agricolas y también cuida el
ganado.

Savoia (1987) se ha interesado por la situacion social de esta comunidad y
nos refiere en su articulo la desposesién en un periodo reciente de {as tierras, que
hasta ese momento habian sido poseidas por los afro-esmeraldefios: "con el

despojo del derecho a la posesion de las tierras adquirido por siglos de permanencia
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y trabajo, y que revierte al Estado las posesiones carentes de titulo legai de
propiedad, la poblacién negra se vé empujada hacia la ciudad”.

Una vez residente en la ciudad, al negro costeno, por su tradicién y cultura,
te cuesta someterse alas exigencias de un trabajo industrializado, por lo cual, viven
en condiciones de marginalidad socio-econdmica y tan sélo se le ofrecen trabajos
de minima categoria: cargador, estribador, vigilante, ayudante de albanileria,
subempleado, etc..., incluso, los méas cultos ocupan puestos insignificantes en la
administracién municipal o provincial, otra parte, se dedica al contrabando con
Colombia (Diaz, 1977, Savoia, 1987; Benitez Garcés, 1989}. Ademds, en la
provincia de Esmeraldas existen unas 10.000 personas que son "morenos” gue
atraviesan indiferentemente la frontera entre Colombia y Esmeraldas, no se sienten
integrados en ninguna de las dos naciones y, en general, son gente sin trabajo fijo
(Meloni, 1979).

En cuanto a los asentamientcs, hay una fuerte preferencia por pueblos
nucleados, si bien las casas se distribuyen irregularmente, y en pocos casos existe
una calle o camino pianeado. Las construcciones se realizan con ramas de arboles
de forma entreiazada y rellenas de adobe o barro, con los tejados de paja. Suelen
ser rectangulares con el tejado a dos vertientes.

L.a familia es el nucleo basico de ia sociedad, caracterizada por la poligamia
y la organizacién patriarcal. El indice de matrimonios civiles 0 eclesiasticos no llega
al 10% (Erickson et a/., 1966; Herrer, 1978).

Son de religién catdlica y la mayoria de las fiestas se centran en vocaciones
religiosas, como la Navidad y la Semana Santa. Aunque la religiéon catélica esta

muy introducida por los misioneros, el negro conserva todavia parte de sus ritos
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y cultura africana, como es el caso del ritmo y de la muasica. Segan Whitten (1974)
y Speiser (1985} la marimba es un instrumento musical, que junto con los bombos,
cununus, guazas y maracas sirven para acompanar el canto y el baile en los ratos
de descanso y en las fiestas de las comunidades negras, si bien no se encuentran
en todas las areas geogréficas con la misma frecuencia. Tanto la musica como el
baile, han cogido el nombre del instrumento principal que es la marimba. Son
también, de destacar, los versos, décimas y cuentos que a modo de didlogo
competitivo, acompanados de musica recitan cuando tiene jugar un nacimiento,
bautizo, matrimonio o la muerte de un ser querido.

Dentro del conjunto de la poblacién afro-americana de la provincia de
Esmeraldas, nuestro estudio se ha centrado en dos comunidades pertenecientes al
cantdn de Eloy Alfaro y de Quininde. Dichas comunidades son:

1.- La comunidad afro-americana que vive a lo largo del Rio Cayapas y de
sus afluentes (ver Figura B.8B.}. Se trata del area mds poblada del interior
{aproximadamente 10.000 habitantes) del cantén de Eloy Alfaro, donde la
poblacion negra alcanza el 85% del total. Esta comunidad domina sobre el grupo
de indios Cayapas que convive con ellos, formado por cerca de 2000 individuos
(Barret, 1925; Carrasco, 1380). Este ultimo grupo, debido a la presién ejercida por
los afro-esmeraidefios se ha visto obligado a adentrarse cada vez mas en la selva,
viviendo en aldeas mindsculas (Ortiz, 1976}, alejados y en actitud defensiva (Alcina
Franch y Pena, 1980). Por ello, el indioc Cayapa no quiere ai negro y en esta zona
sus relaciones con estos son frias, "odian y temen al negro" (Ortiz, 1983). En
consecuencia, parece existir una cierta independencia entre ambas comunidades

y, segun Diaz (1978}, basdndose en datos culturales, dice que después de siglos
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de coexistir en el mismo territorio no se han producido mezclas significativas entre
los dos grupos.

Z2.- En contraposicidn a lo indicado para la comunidad de ric Cayapas,
dispersa, la otra comunidad afro-americana estudiada, se encuentra localizada
dentro de un nucleo poblacional que es Viche (ver Figura B.8.). Esta localidad
pertenece al cantdon de Quininde, el segundo mas poblado de la provincia de
Esmeraldas, del cual el 20% de la poblacién es negra. Viche es parroquia en
dicho cantén y cuenta con 3.026 habitantes {INEC, 1991) de los cuales un

alto porcentaje son mestizos, muilatos y ladinos.

B.2.3. ASPECTOS SOCIALES Y DEMOGRAFICOS:

Segin Aicina Franch {19786), es evidente que dentro del primer grupo
de negros llegados a Esmeraldas en 1553, se tuvieron que formar parejas
entre ellos que prolongaron la estirpe negroide por algunas generaciones,
pero, la mayor parte de los varones tuvieron, posiblemente, que mezclarse
con mujeres indias, de cuya unidn comienza la nueva hibridacién
"indoafroecuatoriana”. Jurado Noboa (1992) documenta gue hasta 1790, que
se inicia el continuo y numeroso aporte de poblacién negra desde Nueva
Granada (actualmente Colombia), la mayoria de fa poblacién era indo-mestiza.

Magnus Mdrner (1966) opina que la desproporcién entre los sexos en
el grupo africano forzosamente inmigrado era considerable, encontrandose las
mujeres en infima minoria. Asi, se ha estimado que en la primera generacién
de negros que desembarcd, habia tres veces mas de hombres que de mujeres.

Por otro lado, "los negros, al igual que los espanoles, ejercian una atraccién
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sexual mayor en las indias que la que ejercian los mismos indios”. Estos
aspectos hacen que factores politicos, fiscales, religiosos y de proteccién al
indio, obliguen a las Ordenanzas Municipales de Quito a que se cree una
legislacion en 1551 que ordena: cualquiera india que se echare con negro
recibiria 100 azotes mientras que al negro se le castrase”. Asi, se intenta
evitar el contacto con los indigenas, porque se considera que "los negros eran
portadores de maias costumbres y podian ser elementos subversivos del
orden" y existe miedo al resultado bioldgico de uniones interraciales. Se
considera al zambo como "maldita generacién de negros e indios que no
sirven de otra cosa que de ladrones borrachos y verdugos crueles de los
miserables indios”; y, ademads, existe el riesgo de un alianza entre los negros
y los indios con el fin de derrocar el dominio de los europecos, tengamos en
cuenta que los espaftoles temian una confabulacién de ambas razas en su
contra {(Magnus Morner, 1966).

La eficacia de estas leyes no esta totalmente valorada, si bien, segin
Whitten y Friedemann {1974) el resultado de tales restricciones ha sido que
en Colombia y Ecuador no existen hoy en dia, practicamente, poblaciones de
"indios negros” similares a los "Black Caribs" de América Central {Roberts,
1983).

Otro aspecto de gran interés, con una perspectiva distinta a los datos
historicos, se refiere al estudio realizado por Savoia {1390} sobre la historia
social de la poblacion de Uimbi {en el cantdn de Eloy Alfaro, provincia de
Esmeraldas}. Dicho estudio se ha basado, en parte, en la tradicién oral, que

se confirma por medio de archivos, dando lugar a resultados de gran
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coherencia. Observa que las familias mas antiguas proceden de la costa
Colombiana, de finales de 1700 y principios de 1800, vy lo comprueba, por
ejemplo, a través de los apellidos "Valencia™ en Uimbi, o "Arroyo" en Playa
de Oro.

Se consideran apellidos esencialmente negros: "Mina", "Angulo",
"Ayovi", "Nazareno", "Quifionez", "Caicedo", "Lastre", "Cuero", "Canga”...
gue tienen origen en las inmigraciones colombianas {Estupifian Tello, 1983).

Llegaron de Colombia blancos y mestizos, los "Tello™ se asentaron en
la Tola; los "Estupinan” en todas las costas de la zona norte, hasta Rioverde;
los "Concha” en todo el rio Esmeraldas y sus afluentes; los "Plaza" en la zona
de Atacamses. Estas son las migraciones de blancos, pero que llevaban
consigo a los esclavos negros, que tenian sus propios apellidos.

De la regiédn interandina llegaron: los "Calderén”, "Cervantes",
"Coronel”, "Jijén", "Pimentel", "Checa",

De Guayaquil: los "Murieta" y "Lavayen", aunque por ejemplo no
existen otros de esta ciudad como son "Arosemena", "lllingworth”,
"Baquerizo”, "Rocafuerte”....

De Manabi: los "Cedenio”, "Delgado", "Mieles", "Alarcon”, "Macias”,
"Loor", "Duefas”.

Procedentes de Europa son: "Drouet”, "Yannuzzelly™, "Weir".

Procedentes de Jamaica son: "Wilson", "Car®, "Jhonson", "Marret",

"Moor" (Moro), "Merlin", "Brown", "Martin", "Goyes", "Klinger”, "Broon"...
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Savoia (1990) analiza, también, la endogamia, a partir de las parejas
formadas, y observa que el pueblo negro "ha quedado aislado y encerrado
geografica y biologicamente", dandose uniones, casi exclusivamente, entre
familias def mismo pueblo, que han dado origen a un parentesco generalizado.
Por ejemplo, hace referencia a un matrimonio de 1897 que escribe: " ...
impedimento: la abuela del novic fue hermana del abuelo de la novia”, el cura

escribe ademas: "... en atencion a la estrechez del lugar y a la necesidad de

evitar el incesto y legitimizar la prole... los casa..." El autor concluye que,
actualmente, ta migracion es una realidad, y la gente mas joven sale al mundo

exterior, principalmente a las grandes ciudades, abriéndose a la vida nacional.
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C. MARCADORES ESTUDIADOS



C.1. POLIMORFISMOS PROTEICOS.-

Hasta hace 30 afios, se creia que casi todos los genes estructurales eran
monomédérficos. Esta idea se abandond cuando fué posible estudiar los productos
de los genes estructurales por medio de electroforesis de proteinas. Asi se ha
podido dar una estima del grado de variabilidad de los genes estructurales, que con
el estudio de los grupos sanguineos no era posible, ya que la determinacién de un
antigeno requeria la existencia de un antisuero, y de dos formas aiternativas del
sistema de grupo hematico para tener la condicidn de polimorfico.

En 1966, Lewontin y Hubby, y paralelamente Harris introdujeron esta técnica
en la Biologia de Poblaciones, con fa intenciéon de medir la variacién génica en
poblaciones naturales seleccionando muestras de proteinas elegidas al azar,
identificaron las aloenzimas, que son variantes geneticamente controiadas por las
isoenzimas. Los genetistas de poblaciones y evolucionistas se preocupan cada vez
mds por el problema del significado bioldgico de la variacidn polimdérfica en la

estructura primaria de ias proteinas.

ELECTROFORESIS

En 1937, Tiselius perfecciond la electroforesis sobre almidén, que permitia
la separacion de proteinas basado en la movilidad diferencial segun su carga neta
cuando se aplicaba un campo eléctrico. En 1949 y 1950, mediante la aplicacién

de estas técnicas, Pauling, ltano y Neel identificaron las variantes S y C de la hemoglobina.
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En el caso de la electroforesis sobre geles de poliacrilamida se combina la
migracion en el campo eléctrico y las dimensiones moleculares sobre un tamizado
molecular.

La mezcia de proteinas a separar migra sobre un soporte inerte, tamponado
a un valor de pH continuo, estable y lineal, sin que exista un "punto final de
migracién”.

Cuando se aplica un campo eléctrico a un medio que contiene particulas
cargadas, las particulas 0 moléculas con carga negativa {aniones) migran hacia el
electrodo positivo (dnodo), mientras que las particulas con carga positiva {cationes)
migran hacia el polo negativo (cdtodo).

lLLas proteinas son moléculas anféteras, es decir, son particulas con carga
positiva o negativa dependiendo del tampdn o "buffer" en el que se encuentran. En
pH béasico tienen carga negativa, en el punto isoeléctrico son neutras, y a pH acido
tienen carga positiva.

Tras la electroforesis, las posiciones de las enzimas especificas o de las
proteinas no enzimaticas, se pueden visualizar por tinciones histoquimicas
especificas aplicadas directamente al medio electroforético. Los fenotipos
resultantes son bandas coloreadas indicativas de regiones con actividad enzimatica
o de concentracion proteinica. Para estas bandas se ha propuesto recientemente
la denominacién de electromorfos.

Aunqgue la diferente movilidad de los polipéptidos es debida a que existe, al
menos, un aminodcido diferente, la misma movilidad no implica secuencias de
aminodcidos idénticas. Esto se debe a que 16 de los 20 aminoacidos comunes

poseen cadenas laterales no ionizables y son electroforeticamente neutros, dentro
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de la gama de pH de los tampones gue generalmente se emplean en los estudics
electroforéticos. Solo 4 aminoacidos estan cargados: Arginina y Lisina son basicos

(negativos) y los acidos Giutdmico y Aspértico tienen caracter acido (positivos}.

ISOENZIMA O ISCZIMA son variantes moleculares de una enzima, con
diferentes propiedades en su movilidad electroforética, pero que catalizan la misma
reaccion bioguimica. Sus propiedades fisico-guimicas pueden ser muy diversas (por
ejemplo, catalizar fa misma reaccion pero con distinta cinética). Pueden estar en
una misma céluta o bien son distintas isocenzimas las gue se encuentras en células
de distintos tejidos o presentes en diferentes estados del desarrollo.

La aparicion de variantes isoenzimaticas se debe fundamentalmente a:

1) distintos loci codifican para cadenas polipeptidicas de enzimas,

2} un Unico locus con multiples alelos que codifican para distintas cadenas
polipeptidicas,

3) las llamadas isoenzimas secundarias, debidas a modificaciones post-
traduccionales de las cadenas polipeptidicas.

El caso mas frecuente es el del alelismo multiple. Asi, en un mismo individuo
pueden existir distintas cadenas. En el heterocigoto, con dos alelos distintos, se
presenta un patron mas compliejo respecto a ios homocigotos.

1. Si la enzima es monomérica (una sola cadena polipeptidical el
heterocigoto es una cadena mezcla y a su vez diferenciada de la de los
homocigotos.

2. Sila enzima es multimérico {con dos 0 mas cadenas) aparecen isoenzimas

hibridos. En este caso se pueden presentar
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2.1. Homoméricas: cuando las distintas subunidades son cadenas
polipeptidicas todas iguales.
2.2. Heteroméricas: cuando las distintas subunidades son distintas
cadenas polipeptidicas.
El patron electroforético depende del numero de subunidades de la enzima

y del niumero de cadenas polipeptidicas distintas con las que se forma la enzima.

HETEROCIGOTO

HOMOCIGOTO HOMOCIGOTO
S— S
MONOMERC
AR _
DIMERO -
. —
_— a
TRIMERO —
——
| ] ——
e [
—————
TETRAMERO S—
_— E—

Fig. C.1.- Patron de bandas electroforético de las proteinas segun su estructura

ftommado de Harris y Hopkinson, 1976).
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Las electroforesis presentan una serie de limitaciones como por ejemplo:

1) proteinas con distinta estructura primaria, y formadas por distintos alelos,
pueden ser indistinguibles electroforeticamente, y por lo tanto definidas como
productos de un mismo alelo.

2) variantes con distinta actividad enzimatica, isoelectroforéticas, solo son
distinguibies en el caso de una muy distinta actividad, identificable desde el punto
de vista cuantitativo.

3} no permite distinguir productos génicos inactivos o ausencia de productos

génicos, resultado de una deleccién total o parcial del gen.

Algunas de estas limitaciones se han superado por el uso de una técnica
descubierta por Kolin en 1955, el isoelectroenfoque {IEF). Se basa en la separacidn
de distintos isoenzimas en un campo eléctrico en el cual se ha establecido un
gradiente de pH. Las proteinas migran a lo largo del gradiente hasta detenerse en
el punto en el cual el pH del gel corresponde al pl de la enzima. Esta técnica
presenta un alto poder de resolucidn, y una diferencia de 0,01 unidades en el valor
de pl puede dar lugar a una separacidn apreciable. Por esta técnica ha sido posible
identificar en los polimorfismos nuevos subtipos con frecuencias apreciable dentro
de los ya existentes, asi como una microheterogeneidad, que no habia sido

evidente a través de la electroforesis convencional, como es el caso del PGM1.
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C.1.1. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA (E.C. 3.1.3.2))

CARACTERISTICAS:

Las fosfatasas acidas (ortofosfdrico monoester fosforilasa acida) son enzimas
pertenecientes al grupo de las fosfohidrolasas y fosfotransferasas, que catalizan la
transferencia de grupos fosfato desde esteres fosfato aagua (reaccion de hidrélisis)
0 a varios alcoholes aceptores (reaccion de transferencia). Son capaces de actuar
en dos pasos: el primero es la reaccién del enzima y el sustrato ester fosfato, con
la consecuente formacién de un complejo enzima-fosfato y un derivado alcohdélico
{Goilden y Sensabaugh, 1986).

E + R-OP — E-P + R-OH

Las reacciones de hidrolisis y transferencia son alternativas y producen
respectivamente fosfato inorganico o un nuevo ester fosfato:

E-P + Agua —= E + Pi (Hidrdlisis)

E-P + R-OH —= E + R’-OP (Transferencia)

Aunqgue su funcidn fisiolégica no es aln conocida, estos mismos
autores sugieren que su papel bioldgico podria ser el de una flavin mononucleétido
fosfatasa, dada su marcada especificidad por la riboflavina b-fosfato.

En el hombre, se han identificado distintas enzimas con propiedades
fosfatasicas y con maxima actividad para los valores de pH inferiores a 7, que han
sido clasificadas en relacién con los tejidos en los cuales se han encontrado por
primera vez, 0 en los que se ha observado una mayor actividad. Se han

diferenciado una fosfatasa dcida eritrocitaria, hepatica, renal, prostéatica y
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placentaria (Harris y Hopkinscn, 1976).

Estas formas isoenzimdticas son codificadas por distintos loci, asi, la
fosfatasa acida eritrocitaria es determinada por un locus simple ACP1 que codifica
para isoenzimas monomeéricas, mientras que la placentaria es determinada por dos
loci: ACP2 y ACP3 que codifican para isoenzimas monodiméricas vy
heterodiméricas. Es probable que otros loci sean responsables de la determinacidn

de otras isoenzimas.

VARIANTES FENQTIPICAS Y MODELO GENETICO:;

La fosfatasa 4cida eritrocitaria no es especifica de glébulos rojos, se ha
demostrado su actividad en higado, rifdn, musculo esquelético, bazo, prostata y
leucocitos (Blake et a/., 1973).

Inicialmente, se descubrieron por electroforesis en geles de almidén 5
fenotipos distintos, denominados A, AB, AC, BC y B segun su distinta movilidad
{(Hopkinson et al., 1963), mientras que el fenotipo C fué identificado mas tarde {(Lai
etal., 1964). Los estudios familiares demostraron que estos fenotipos eran debidos
a la presencia de 3 alelos codominates comunes ACP1*A, ACP1*B y ACP1*C
(Hopkinson et al., 1964).

Son distintas formas isoenzimdticas codificadas por un Unico locus
autosémico localizado en el brazo corto del cromosoma 2, y mas concretamente
en la regidn 2p25.1 (Junien et af., 1979, Wakita et a/., 1985}.

Los seis fenatipos comunes representados en la Figura C.2., se diferencian
por la presencia de patrones electroforéticos con distinta movilidad y actividad

relativa. El patron de los homocigotos A, By C se caracteriza por dos componentes
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iIsoenzimaticas, una rapida ("tast", F) y otra lenta {"slow”, S} segun la movilidad
anddica. Las isoenzimas As y Af tienen movilidad especifica y presentan actividad
refativa equivalente, tos isoenzimas Bs y Cs y las Bf y Cf presentan, por parejas,
igual movilidad pero distinta actividad enzimatica. Las bandas Bs y Cf tienen una
actividad menor respecto a las bandas Bf y Cs. Los patrones de los heterocigotos
consisten en la presencia simultanea de las bandas correspondientes a ambos

alelos, v es indicativo de la estructura monomeérica de las isoenzimas.

+
e e S—
s BN —— maw
A  e— mm—
— e paet e N
Origen
A BA B CA cB c
+ |
] @
o -
.s
R
FENOTIPOS A 123 C

Fig. C.2.- al Patron electroforético de los seis fenotipos comunes de la enzima
ACPT en tampdn citrato/fosfato a pH 5,9 (tomado de Harris, 1975). b} Detalie de
los homocigotos ACP1 A, By C, con las movilidades y actividades relativas de los

isoenzimas s y f ({tomado de Dissing y Sensabaugh, 1988).
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Por estudios llevados a cabo en tas dos componentes isoenzimaticas s y f
producidas por los tres alelos ACP1*A, ACP1*By ACP1*C, se ha demostrado que
existen diferencias significativas en la actividad especifica, Km, Ki, composicién
aminoacidica, estabilidad frente a la temperatura y otras caracteristicas fisicas y
quimicas para las isoenzimas f y s formadas para cada uno de los alelos ACP1*A,
ACP1*B yv ACP1*C; sin embargo, presentan caracteristicas idénticas o muy
similares las tres isoenzimas f codificadas por los tres alelos distintos, y las tres
isoenzimas s. Esto sugiere que las isoenzimas f y s llevan a cabo funciones
celulares distintas {Dissing y Svensmark, 1290).

Dissing y Sensabaugh {1287, 1888) postularon al estudiar las isoenzimas Bs
y Bf que podrian ser sintetizadas por entidades moleculares separadas, y que era
posible que el locus ACP1 estuviese formado por dos genes estructurales ligados

que codificaban para proteinas similares, pero no idénticas.

GEN ACP1*B

oA [ EE]

& TRANSCRIPCION

TRANSCRITO PRIMARIO
RN A .
"PROCESSING"
MR N A [1]2]3] [+ &z Ju]
Bs Br

Fig. C.3.- Mecanismo hipotético para la formacidn de los diferentes RNAm s y f por
medio de un "splicing” alternativo del gen ACP1*B (tomado de Dissing vy

Sensabaugh, 1988).
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Esto regquerirfa mutaciones muy poco probables para cada par de genes
asociados de los alelos ACP1*A, ACP1*B y ACP1*C, vy ademas, se podrian dar
recombinaciones entre 10s genes ligados, dando lugar a variantes que no se han
descrito. Por este motivo, lo mas probable, es que las isoenzimas f y s asociadas
a cada alelo surjan por un "splicing" alternativo del RNAm transcrito (Figura C.3.},
el cuai ya ha sido descrito para otras proteinas polimdrficas. Incluso se podria
predecir, que los productos génicos ACP1*B y ACP1*C, los cuales tienen igual
movilidad electroforética, tuvieran secuencias peptidicas idénticas.

El analisis por isoeiectroenfoque de las variantes comunes de la ACP1 no ha
mostrado diferencias en su patrén de bandeo, ni ha mostrado otro polimorfismo

(Burdett et a/., 1977: Randall et a/., 1980).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Se ha demostrado que la actividad fosfotransferdsica es fenotipo
dependiente. La cantidad de actividad fosfatasica acida relativa a los diferentes
fenotipos ha mostrade gran variabilidad en el ambito de la misma clase fenotipica
y una diferencia significativa entre las actividades medias de las seis clases
fenotipicas. Los eritrocitos de individuos C, B y A presentan una variacion media
de la actividad gue puede ser expresada aproximadamente en la relacion 4:3:2. Los
heterocigetos tienen niveles de actividad intermedios a {0s valores encontrados
para los distintos homocigotos. En la Figura C.4. estan representadas las
distribuciones de actividad fosfatdsica eritrocitaria en las poblaciones generaies y
en los fenotipos comunes (Spencer et a/., 1964b; Harris 1975; Mohrenweiser vy

Novotny, 1982).
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ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

Fig. 1.3.- Distribucion de la actividad fosfatdsica eritrocitaria en poblacion general

y en /os fenotipos comunes {tomado de Harris, 19758).

También se han encontrado diferencias en el comportamiento de los alelos
Con respecto a su termoestabilidad para temperatura entre los 47 v 54°C en el
orden C>B>A (Luffman y RHarris, 1967).

l.a actividad fosfatasica es activada con distinta intensidad segun et fenotipo
por ia adenosina {(CA>CB>A>BA>B), inosina ¢ hipoxantina
(B>BA>A>CB>CA}], mientras gue e! acido {oiico tiene un efecio negativo
(C>CA>CB>A>BA>B) (Mansfield y Sensabaugh, 1978; Sensabaugh y Goiden,
1978).

Lucarini et al.. (1989) y Gioria-Bottini et a/., {1989} han encontrado una
modulacion de la actividad fosfatasica genotipo ADA dependiente. La agenosina
deaminasa transforma ia adenosina, que no tiene efecto modulatorio apreciable
sobre la actividad fosfatdsica, en inosina, que €s un potente madufador de esta
Gltima. £En efecto, en fos individuos con fenotipo ADA 1-1 se presenta una

actividad mavyor respecto a los de fenotipoc ADA 1-2.
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La funcién fisiolégica de esta enzima no ha sido aclarada, pero Mohrenweiser
y Novotny {1982} consideran que la ACP eritrocitaria es la fosfatasa del flavin
mononuctedtido (FMN}. Han observado que conla variante ACP1*GUA-1, asociada
a una baja actividad fosfatdsica, hay un incremento de la actividad de la glutation
reductasa y una presencia mayor de esta proteina en la forma holoenzimatica. La
variante ACP1*GUA-1 descrita por primera vez por Tanis et al, (1977) es
polimorfica {13%) enlos indios Guaymi de América Central (Costa Rica y Panama).
Las dos ispenzimas determinadas de este alelo, tienen una movilidad electroforética
similar a la de las isoenzimas comunes Bs, Bf, Cs y Cf, pero son distinguibles
porque presentan menor actividad relativa; los homocigotos raros de este alelo,
presentan una cas! completa ausencia de actividad y los heterocigotos una

actividad relativa inferior a la de ambos homocigotos B y C.

INTERES ANTROPOLOGICO:

La fosfatasa acida eritrocitaria es un utilisimo marcador antropoldgico.
Ademas de los dos alelos comunes ACP1*A y ACP1*B, que presentan frecuencias
polimdrficas en todas {as pobiaciones humanas, ef aleio ACP1*C es tipico de las
poblaciones caucasoides. Un cuarto alelo, ACP1*R, restringido a poblaciones
negroides, fué detectado en negros americanos (Giblett y Scott, 1965}, y mds
tarde se comprobo que aparecia en pobfaciones sudafricanas con frecuencias
elevadas de hasta el 24% (Jenkins y Corfield, 1972; Harris y Hopkinson, 1978).

En las Figuras C.5. y C.B. aparecen las distribuciones de las frecuencias de

los alelos ACP1*A y ACP1*C en distintas poblaciones humanas.
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Fig. C.5.- Frecuencias percentuales en distintas poblaciones humanas del alelo

ACP1*A (tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).
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Fig. C.6.- Frecuencias percentuales en distintas poblaciones humanas del alefo

ACP1*C (tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).
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Ademas, se han descrito numerosas variantes, algunas con frecuencias

polimérticas en determinadas poblaciones humanas, como €s por ejemplo, el alelo

ACP1*GQUA-1 ya descrito y el ACP1*TIC-1 encontrado con frecuencia del 11% en

los indios Ticuna del Brasii {Neel et a/., 1980). Enia tabla C.1 aparccen algunas de

las variantes alélicas raras encontradas y en la Figura C.7. se presentan los

patrones efectroforéticos e isoelectroforéticos en refacion a las variantes comunes

de algunas de ellas.

Tabla 1.1.- Variantes alélicas raras def locus ACP7T.

VARIANTE SOBLACION

ACPID Thailandia

ACP1*E Jinamarca

ACPL=F Lepalia . S.A.
ACPL*G Espaiia, .8 A
ACP1*H

ACEI*T

ACP1*E Folonia

ACPLI*M Negros americanos
ACP1*N Negros americancs
ACh1*D Blancos americanocs
ACP1*S Blancos ameyricance
ACP1*T Elancos americanos
LCPR1*1] ilancos americance
ACP1*TIC- Indios Ticuna, Brasil
LCP1*GUA-1 ‘ndlice Guaymi. Costa Rica
ACEPI+KUY Checos lovadquia

REF. BIBLIOGRAFICA

Xarp v Subtton., 1967
Sorenson, 197% (1.

Radam, 1%82: Nelson et ad.. 1984 I

kadan, 1982: Nelson et &J.., 1984

Martin et al.., 1882 (1,

Martin =t <i., 1982 {1:

Turowska. 1984; Kuhnl v Spielmann, 1585 (1}
Nelson et al., 1985 (1}

Shirlev et ail..19%87 (1); Miller et ai.. 1987
Shirley et al..1887 (1) Miller ec al., 1987
Shirlev et al.,1987 (1}); Miller =t a.. 1987
Miller et al., 1988

Miller ec ai., 1988
Yoshirara v Mohrenweise, 1980 (I
Mohrenweiser v Novotwny. 15982 (2
Arnaud et ai.., 1989

(1) Citado en Miller et a/., {1288).

También, se han identificado por estudios famiiiares alelos “silentes”

ACP1*0 [Herbich et al., 1970; Dissing y Svensmark, 1276; Dobosz, 1983: Raczec

y Grzesik, 1986},
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Fig. C.7.- Patron electroforético e isoefectroforético de los componentes
isoenzimadticos codificados por variantes alélicas raras y comunes (tomado de Miller

et al., 1988).

Asimismo, con respecto a la distribucidn mundial de los distintos alelos de
la ACP1, hay que mencionar las observaciones de Walter (1976} sobre la
correlacién negativa vy significativa entre las frecuencias de ACP1*A vy la
temperatura media anual, lo que llevé a suponer que el gen ACP1*B podria tener
una ventaja selectiva en los climas calidos. Spedini et a/., (1980} han observado
en poblaciones de Africa correiaciones significativas entre el alelio ACP1*R vy la
humedad. Modiano et a/., {1968) en estudios lievados a cabo en Cerdena, observan
que las frecuencias de ACP1*A v ACP1*C son mas elevadas vy con actividad

superior en individuos B-talasémicos y deficitarios para la G6PD. Sin embargo,
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Palmarino et al., {(1975) destacan que la frecuencia del alelo ACP1*C esta
correlacionada positivamente con la altitud y negativamente con la malaria y la
presencia de G6PD Mediterrdnea.

Ademas, han sido muchos los estudios que han tratado de evidenciar una
posible relacidon entre los fenotipos de la ACP1 y distintas enfermedades, si bien
en pocos casos se ha observado una correlacidn significativa. Son de destacar la
relacién entre el fenotipo CB vy la psoriasis vulgaris {Walter et a/., 1377), la posible
asociacién entre el fenotipo A y BA con las enfermedades atdpicas del tipo de la
dermatitis atépica, fiebre del heno, rinitis alérgica, asma bronquial y urticaria aguda
(Brachte! et af., 1979); las enfermedades reumaticas (Krylov et al., 1985); el
aumento de la actividad enzimatica en pacientes con anemia megalobldstica
(Hopkinson et al., 1964) y la elevada frecuencia del aielo ACP1*A en nifios con

mayor desarrollo intrauterino o macrosémicos (Amante et al., 1990).
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C.1.2. ADENOSINA DEAMINASA (E.C. 3.5.4.4))

CARACTERISTICAS:

La adenosina deaminasa (ADA, adenosina aminohidrolasa)l cataliza la
reaccion irreversible de deaminacion de la adenosina y de la Z2-desoxiadenosina

respectivamente, en 2’ desoxiinosina (Figura C.8.).

NH ' 0K
N NH
L]
HOCH
ADA :
+ k0 4+ NH,
H H
OH O
Adenosina Inosina

Fig. C.8.- Reaccion de deaminacion irreversible catalizada por la adenosina

deaminasa (tomado de Cuzzocrea et al., 1984).

La accion catalitica de esta enzima, al igual que otras qQue intervienen en el
catabolismo de las purinas, es de vital importancia para la actividad celuiar,
provocando su alteracion efectos clinicos. Asi, con la ausencia de actividad
adenosina deaminasica linfociataria esta asociada una forma severa de
inmunodeficiencia (SCID) (Giblet et &/, 1972}, e! incremento de la actividad
adenosina deamindsica provoca una anemia hemolitica cronica (Kahn et a/., 1979).

Edwards ef a/., {1971) han encontrado diferentes isoenzimas en todos tos
tejidos y organocs examinados, pero varian sus patrones electroforéticos. Las
1soenzimas de los gldbuios rojos se conocen con el nombre de "ADA eritrocitaria”

y se han encontrado en todos los tejidos, excepto en el rindn. Ademas de estos,
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se han descrito otras cinco isoenzimas "especificas de tejidos™ ifamadas a, b, ¢, ¢
y € en funcion de su patrén de migracion, son probabiemente isoenzimas

secundarias, derivadas de la "ADA entrociraria" (Figura C.9.).
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Fig. C.9.- Diagrama que muestra las isoenzimas ADA en distintos tejidos tomado

de Edwards et al., 1971).

La isoenzima a, ta mas anddica, solo se ha encontrado en higado y pulmén,
donde es la componente isoenzimatica prevalente. Las isoenzimas b y ¢ tienen
distribucion mas amplia, y unicamente no estan presentes en fibroblastos y rikdn.
Las ¢ y e son las predominantes en rindn e intestino pero, mientras que la forma
e esta presente solo en estos dos drganos, la d aparece en todos 10s tejidos vy
organos analizados. Respecto a los pesos moleculares, para las isoenzimas de los
eritrocitos, se obtuvo un valor de 33970 dalton, de 280000 dalton para las b y ¢,
siendg la e la de peso maximo con 435000 dalton, lo cual podria indicar gue ias
isoenzimas ADA histoespecificas se hallan compuestas de polimeras (Edwarads et

al., 1971).
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VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO:

El polimorfismo de la adenosina deaminasa se describid por primera vez por
Spencer et al., (1968) en electroforesis sobre geles de almidén a pH 6,5, usando
lisados eritrocitarios,

Se han identificado tres patrones comunes distintos (Figura C.10.). El
primero, denominado 1, estd constituido por tres componentes isoenzimaticas
situadas a intervalos reguiares que muestran una intensidad de coloracidn
progresivamente menor en relacidn directa a su distancia. El segundo, denominado
2. presenta también tres componentes isoenzimaticas y una igual disminucion de
la intensidad de coloracién en sentido anddico, aungue todas las componentes
difieren del patrén 1 por una movilidad electroforética menor. El Ultimo fenotipo,
el 2-1, presenta 4 componentes, que son el resultado de la sobreposicion de los
dos patrones precedentes, consecuencia de {a estructura monomérica de esta

enzima.

~«— ORIGEN
ADA TTPO 2-1 2 1 2-1

Fig. C.10.- Patron de bandas de fos isgenzimas de la ADA (tomado de Spencer et

al., 1968).
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Spencer er al., (1968} han obervado, una alteracién progresiva de los
patrones electroforéticos de la enzima al aumentar (os dias de conservacion del
hemolizado a 4°C. En efecto, para los fenotipos 2 vy 1, las componentes
isoenzimaticas de movilidad mas lenta disminuyen la intensidad hasta desaparecer
despueés de algunos dias; las otras componentes muestran sin embargo, un
aumento de la intensidad de la coloracion y, en ambos patrones, aparece una
banaa con migracidn mas anaodica. En la Figura C.11. se comparan los patrones de
un individuo con fenotipo 1, obtenidos de un hemclizado fresco, y después de

varios dias de conservacion a 4°C.

DIAS CONSERVACION e 0 * ORIGEN

Fig. C.11.- Fotografia del gel electroforética con los patrones de la enzima ADA
observados en tres hemolizados de fenotipo ADA 1, v que han sido conservados

0, 5y 10 dias a 4°C {tomado de Hopkinson y Harris, 1868).
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Un cambio similar se observa también para el fenotipo 2-1, pero resulta mas
dificil de hacer una descripcion precisa dada la mayor complejidad del patron. Este
efecto de "conservacion”, resulta aceierado si se ahade en el hemolizado fresco
glutation oxidado, y en el hemolizado conservado puede ser disminuido anadiendo
R-mercaptoetanol o giutation reducido (Hopkinson y Harris, 1969). Ei cambio en
el comportamienta electroforético de las componentes isoenzimaticas en el
hemolizado conservado ha sido explicado como resuitado de la reaccion gue tiene
lugar entre el grupo ticlico presente, en la superficie de la enzima, con el glutation
oxidado que se encuentra en concentracion elevada en el hemolizado, cuando este
es conservado en refrigerador. Esto conlieva a la formacion de un compuesto mixto
enzima-SG con iiberacion de GSH:

{ADA) - SH + GSSG —(ADA} -5 - 5G + GSH

La incorporacion de tripéptidos implica la introduccion de dos grupos
carboxilicos y de un grupo aminico y por {o tanto, un incremento de ia carga
negativa de la enzima, con un cambio en la movilidad electroforética. Esta
hipotesis se ha probado experimentalmente por Hopkinson y Harris {1969},
observando las variaciones de los patrones electroforéticos anadiendo reactlivos
tiolicos, como el iodoacetato, iodoacetamida o maleato. Dichas variaciones
resultaron compatibles con las de la hipdtesis del grupo SH libre en cada banda de
la ADA eritrocitaria.

Tischfield et a/., {1974} han localizado el tocus que codifica para la
adenosina deaminasa en el brazo largo del cromosoma 20. Estudios mas recientes

de Honig et af., (1984} y Rothschild ef &/, (1983} lo han situado en ia region
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20012-g13.7 entre el centromero v el locus D20S17. El locus esta estrechamente
relacionado con el correspondeinte a SAHHM, que codifica para la S-adenosil

homocisteina hidrolasa {Mahandas et a/., 1984: Bissbort et g/., 1987).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Battistuzzi et a/., (1981) han estudiado la distribucidn de actividad adenosin
deaminasica en lisados eritrocitarios intactos y en lisados linfocitarios, en los
fenotipos 1 y 2-1. Los resultados se observan en la Figura C.12. L.a comparacion
de la distribucion de actividades enzimaticas de los lisados eritrocitarios en los dos
fenotipos muestra una superposicion aunque, de forma general, los vaiores mas

altos se encuentran en el fenotipo 1 y los mas bajos en el 2-1.
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Fig. C.12.- Distribucion de /a actividad enzimdtica ADA de fos fenotipos 1 21 en
al hemolizados, b/} eritrocitos intactos, c} finfocitos. Las lineas horizontales ndican

los valores medios de actividad (tomado de Battistuzzi et al., 1987/
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Una distribucion similar, también ha sido descrita por Roger y Hopkinson
(1981}. La actividad en {os eritrocitos intactos ha resultado, por el contrario,
significativamente distinta. Inicialmente, se ha relacionado con una forma ietai de
inmunodeficiencia debida a una insuficiente actividad para esta enzima (actividad
inferior al 1% respecto al normal, tanto en eritrocitos como en linfocitos). kEn otros
casos, ia deficiencia de esta enzima, al menos en i0s eritrocitos, No parece causar
patologia alguna (Jenkins et a/., 1979). Las principales consecuencias de un déficit
para [a actividad adenosindeaminasica linfocitaria son el marcado acumulo en estas
céluias de dos sustratos, la adenosina y la 2-desoxi-adenosina, que, a
concentracion elevada, resultan ser toxicas. Asociado al déficit de ia actividad
adenosindeamindsica, se ha observado también un déficit de la actividad de la S-
adenosil-homocistema hidrolasa. Esta dltima escinde {a S-adenosii homocisteina en
adenosina y homocisteina. Su baja actividad es debida, probablemente, ala elevada
concentracion de adenosina y 2-desoxi adenosina, potentes inhibidores de este
enzima. Resuitaria, asi, un actmulo de S-adenosil-homocisteina, que, a su vez,
produciria la inhibicidon de todas las reacciones de transmetilacion S-
adengsiimetiornina dependientes. Dicho acumulio seria responsabie, al menos en
parte, del déficit inmunitario {Kredich y Hersfield, 18379, 1983).

Hirschhorn y Ellenbogen (1986} han puesto en evidencia la heterogeneidad
genética aque caracteriza la deficiencia de la actividad adenosin deamindsica. Asi
han identificado en diversos individuos deficitarios para la ADA, distintas
isoenzimas anomaias que difieren en la movilidad electroforética, pl, estabilidad
para los valores de Km y Vmax.

Jenkins et al., (1979) han encontrado en los !Kung de ita Republica
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Sudafricana una frecuente deficiencia de ADA debida a la presencia dei alelo
ADA*8, comun en esta poblacidn con frecuencias del 11%, que codifica para una
enzima caracterizado por una baja estabilidad. El fenotipo ADA 8 presenta un nivel
de actividad enzimatica eritrocitaria del 2-3% respecto al normal, v del 30% en los

linfocitos, de forma gue ng causa consecuencias en el sistema inmunitario.

INTERES ANTROPOLOGICO:

Ei locus ADA es polimorfico en ias poblaciones asidticas y europeas, en
donde ia frecuencia del alelo ADA*2 suele ser inferior al 10%. En Africa, sdlo en
unas pocas poblaciones ha resultado ser polimdriico. En amerindios, los datos

disponibles hasta ahora, indican ausencia de polimorfismo {Figura C.13.).
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Fig. C.13.- Distribucion porcentual de las frecuencias del alelo ADA*2 en distintas

poblaciones humanas (tomado de Roychoudhury vy Nei, 1988/
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Ademas de las tres variantes fenotipicas 1, 1-2 v 2, comunes en casi tcdas
las pehlaciones humanas, se han identificado otras variantes raras. Eniatabla C.2.
aparece la relacidon de las variantes alélicas raras hasta ahora descritas, y en (a

Figura C.14. el patron electroforético de algunas de ellas.

'

Fig. C.14.- Patron de bandas de algunas de las variantes raras def locus ADA en

relacion a los fenotipos comunes (tomado de Henke et al., 1986).

Tabla C.2.- Variantes raras del locus ADA.

VARTANTE POBLACION REF. BIBLIOGRAFICA

ADA* Inglaterra Hopkinsoen v Harris, 1969%

ADA= 4 Dinamarca Jissing v Fnudsen, 1%6%
Alemania Manz et ai., 1979 (1

BDAwc Negros U.S5.4. Detter ev =_., 1970 (1
Mozambilque Renninger v Bimboese, 1370
“hecosglovagula Radgam =¢ i.., 1975

ADA*? Alemania Radam et a’.. 1574

ADA=T Alemania Berag et a-., 13875 [li

EDA* - 'Kung, Sudatrica Jenkins e oal., 187%

MDA HSuigaria Nenkov e al., 1981 il
Hlemania Henke et a.., 1984

(1t Citado en Weissmann et a/., 1982.
{2} Citado en Henke et a/., 1986.
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Al igual que para otras enzimas, sé ha descrito un aielo silente gue en
heteroctgosis determina una disminucion de, aproximadamente, la mitad de la
actividad enzimatica, respecto de ias genotipos normales (Brinkmann et a/., 1973;
Chen et al.,, 1974). Dicho alelo ADA*Q parece estar asociado con la
"inmunodeficiencia severa” {SCID, "Severe Combined immunodeficiency”) , vaque
ins niflos que presentan dicha enfermedad son también deficientes en ADA {Chen

etal., 1974).
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C.1.3. ADENILATO QUINASA (E.C. 2.7.4.3))

CARACTERISTICAS:

La adenilato qguinasa (ATP-AMP transferasal pertenece al grupo de las
transferasas. Participa en la fosforilacion del adenosindifosfato (ADP}, gue se
transforma en adenosintrifosfato (ATP).

2 ADP == ATP + AMP

Se han identificado tres tipos de adenilato quinasas. La AK1, AK2 y AK3,
gue se distinguen electroforeticamente y por técnicas bioguimicas e inmunoldgicas.
Las isoenzimas AK1 son sensibles a la inhibicidon con bajas concentraciones de
nitrato de plata, mientras que las AKZ son resistentes a este tratamiento. Tanto ia
AK1 como la AK2 se encuentran en higado, corazén y rinon, pero en eritrocitos,
musculo esquelético vy cerebro, sélo existe la AK1 {Khoo y Russell, 1972). El tercer
grupo de isoenzimas, la AK3, fueron descubiertas recientemente, y se diferencian
de las anteriores por su movilidad electroforética, que es mas anddica, y por ia
especificidad de sustrato, ya que solo presentan actividad con GTP+ AMP o
ITP+AMP pero no con el ATP+AMP, parece ser que se trate de la
nucleosidotrifosfato adenilato quinasa (E.C. 2.7.4.10.}. Estas AK3 parecen
resistentes al AgNQ, y se han descrito en placenta, higado y cerebro, no
apareciendo en gidbulos rojos (Wilson er a/., 1876).

El peso molecular de la AK es de 24000 D en hematies humanos. Es
caracteristica su estabilidad frente al calor y a valores extremos de pH.

El locus AK1 se encuentra en el cromosoma 9, al igual gue el locus AK3
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(Povey et al., 1976}, mientras que el locus de la isoenzima AK2 se locatiza en el

crcmosoma 1 (Nguyen Van Cong et al., 1972).

VAEIANTES FENOTIPICAS Y VIODELO GENETICO:

Fildes y Harris (1366} descubrieron el poiimorfismo de la AK1, por
electroforesis en gel de almiddn, con tampdn citrico-NaOH a pH 7,0. Lievaban a
cabo una reaccion quimica que provocaba la reduccion det MTT y formacion de
formazan en 10s sitios donde la enzima era activa. Dicha reaccidn, que aparece en
la Figura C.15., es ia conversion enzimatica del ADP a ATP produciendo fosfato
gue se requiere para el paso de glucosa a gilucosa-6-fosfato por accion de la
hexcquinasa. A continuacion, la glucosa-6-fosfato es oxidada por la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, con la consiguiente reduccion de NADP a NADPH, et MTT

es reducido a formazan en presencia de PMS y se observa un color azul-violaceo.
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Fig. C.15.- Reaccion quimica gque produce la coloracion de la actividad . -eniato
guinasa. £l ADP es el sustrato y los otros compuestos subrayados se encuentran

en la mezcla de reaccion (tomado de Fildes y Harris, 1366).
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Esta enzima, también se puede visualizar por fa reaccion de fosfo-
enolpirGvico a acido pirtvico y el paso de este a lactico, por accion de la enzima
lactico deshidrogenasa.

Se observaron tres fenotipos distintos, el AK1 1, 1-2 y 2. Las tres fenotpos
difieren entre si por el nUmero, intensidad y posicidn de las bandas iscenzimaticas
(Figura C.16.). El fenotipo AK1 1 se compone de dos bandas, la mas intensa
practicamente en el punto de origen y otra, menos coloreada, hacia el anodo.
Existen, ademas, otras dos bandas menos intensas mas anodicas. El fenotipo AK1
2-1 consta de las mismas bandas, pero mas claras, y de una quinta banda
catddica. Finalmente, el fenotipo AK1 2 se caracteriza por una banda catddica muy
activa y una banda de menor intensidad en el punto de partida. Dicho modelo,
caracteristico de una estructura monomeérica, no difiere en los hematies y en los

distintos tejidos corporales.
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Fig. C.16.- Patrdn de bandas de fos distintos fenotipos de la AK1 en electrororesis
en gel de almidon con tampon citrato-NaOH a pH 7,0 (Tomado de Fildes y Harris,

1866).
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Por estudios familiares, Fildes y Harris {1966) interpretaron estos tres
fenotipos como combinaciones de los productos génicos de dos alelos
codominantes autosémicos, el AK1*1 y el AK1*2.

Bowman et al, {1967) con tampodn de migracién fosfato a pH 6,2,
observaron que el fenotipo AK1 1 tenia una sola banda cercana al origen, el AK1
2 una sola banda mas catddica v, el heterocigoto ambas bandas (ver diagrama de
la Figura C.18.}. Al no observar las bandas secundarias que veian Fildes vy Harris
{1966) dedujeron que eran debidas a la incubacion prolongada y que correspondian
a una coloracién secundaria de las enzimas G6PD y PGD.

Asimismo, se ha observado que el patron de bandas de esta enzima presenta
bandas adicionales en pacientes con leucemia aguda granulocitica, leucemia
linfobiastica y anemia apléstica {Schlesinger et a/., 1986).

Dicho locus se encuentra en el cromosoma 9, en la regidn 3034 (Ferguson
etal., 1976}, y se ha visto que esta en acoplamiento cromosémico con el locus del
sistema ABQ, a una distancia de 0,15 unidades de recombinacion (Rapiey et a/.,
1967). En dicha regidén cromosomica aparecen los genes ABO-NP (responsable del
sidrome de Nail-patella u onicopatelar) y AK1 {Schleuterman et a/., 1269, O:zelius
et al., 1992).

El gen consta de 12 kb y tiene 7 exones y 6 intrones {Matsuura et a/.,
1989). Ei peso molecuiar de los productos génicos es de 21,7 KDaltons. Se han
analizado las secuencias aminoacidicas de los productos proteicos de los alelos
AK1*1y AK1*2, v se ha observado que sdlo existen diferencias en el péptido del
segmento 109-127, donde el glutédmico de la posicion 123 en el producto del

AK1*1 es glutamina en el del AK1*2, produciendo cambios en la estructura
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terciaria de la proteina {Luz et a/., 1990).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Respecto a la actividad enzimatica, parecen existir diferencias entre los
distintos fenotipos. Rapley y Harris {1970) y Modiano et a/., {1970b}, en adultos,
observaron que la actividad AK1 1 era mucho mas elevada que la dei fenotipo AK1
1-2. Sin embargo, estas diferencias no se confirman en sangre de cordén umbilical,
donde la actividad enzimatica es mas reducida que en la sangre de adulto. Luz et
al., (1990) afirman que la actividad de la isoenzima del alelo AK1*2 es 3,5 veces
menor gue el del AK1*1.

Se ha identificado un alelo silente AK1*0, que en heterocigotos induce una
disminucién de la actividad enzimatica del 50% (Singer y Brock, 1871; Weissman
y Pribilla, 1981}.

La deficiencia de la adenilato guinasa esta asociada con la aparicion de
anemia hemolitica. Se ha observado que la sustitucion de la Arg por Trp en
posicion 128, afecta a la actividad catalitica y a la solubilidad de 1a AK en el citosol

{(Matsuura et al., 1989).

INTERES ANTROPOLOGICO:

En todas las poblaciones humanas predomina el alelo AK1*17, siendo en
muchas de ellas monomdrfico, ya que el alelo AK1*2 sélo aparece con una
frecuencia relativamente elevada en las poblaciones de origen europeo {Figura 3).
Existen algunas excepciones, como son los Sandawe y Nyaturu en Tanzania que

presentan frecuencias del 1% para el alelo AK1*2 y en la India y Pakistan de,
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aproximadamente, un 10% (Tills et a/., 1970; 1971).
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Fig. 3.- Distribucion def alelo AK1*2 en las distintas poblaciones del mundo

{tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).

Ademés de los alelos AK1*1 y AK1*2, se han identificado algunos alelos
raros. Asi, Bowman et a/., {1967) describieron un fenotipo raro AK1 3-1
caracterizado por la banda del alelo 1 y una banda mas anddica. También, han
observado este alelo raro AK1*3 Radam y Strauch (1871) en un familia de Berlin,
y Seger et al., {1278). El alelo AK1*4, identificado por Rapley et al., {1967) se
caracteriza por una migracion mas lenta que el alelo AK1*1. Finalmente,

Santachiara-Benerecetti et a/., {1972), en Andra Pradesh (india}) han identificado
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un alelo AK1*5. £l patrén de bandas, respecto a ios fenotipos normales se puede

observar en la Figura C.18.

Fig. C.18.- Patrén de bandas de las variantes raras respecto a fos fenotipos

normales de AK1 flevados a cabo por electroforesis a pH 7,0 {tomado de Harris y

Hopkinson, 1976).

£l alelo AK1*2, ademas de ser relativamente frecuente en Europa, se ha

encontrado a menudo en pacientes hemofilicos (Laszio et al.,, 1985).
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C.1.4. CARBONICO ANHIDRASA Hl (E.C. 4.2.1.1))

CARACTERISTICAS:

Las carbdnico anhidrasas (carbonato dehidratasa o carbonato hidrolasa)
aceleran el intercambio de O, y CO,. Ademas de la hidratacion de CO, y
deshidratacion del bicarbonato o acido carbdnico, catalizan la hidratacion de los
aldehidos o llevan a cabo una actividad esterdsica. Asi, las funciones serian:

1) CO, + H,0—=H,CO, H* + HCO,
2) R-CHO + H,0—=R-CR (OH),

3) R-COOR’' + H,0—=R-COO + H* + R’-OH

Son metaloenzimas que llevan zinc en su molécula. Se han identificado en
todos los seres vivos, incluso en bacterias, debido a su funcién fundamental. En
un principio, en el hombre, se identificaron tres formas isoenzimaticas que se
llamaron A, By C. Tashian {1969) denomind Carbonico-anhidrasas | y Il {CA1 y
CAZ2) alas By C, proponiendo que la A era un isémero de la isoenzima B.

Tanto la CA1 como la CA2 presentan gran actividad en lisados de gldbulos
rojos aduitos, pero sélo aparecen trazas en los glébulos rojos fetales. Parece ser
gue no se alcanzan los niveles de actividad del adulto hasta la edad de cinco anos.

La CA1 se encuentra, "post mortem", en otros tejidos, como son el higado,
rinén, retina; sin embargo, la CAZ2 presenta una distribuciéon mucho mas amplia en
los tejidos, si bien, en el feto la actividad en los mismos tejidos es siempre muy

baja.

33



Se ha detectado una carbdnico anhidrasa Il {CA3) que se encuentra,
principalmente, en el muasculo esquelético. También, se ha descrito la carbdnico
anhidrasa IV (CA4), asociada a la membrana y en las mitocondrias, principalmente
en el pulmén; se ha descrito, incluso, hasta una carbdnico anhidrasa Vi (CA7)
{(Montgomery et af, 1991).

Todas ellas son proteinas globulares, con un peso molecular de 29,000 D,
con cierta homologia en su secuencia aminoacidica, pero con distintos papeles
fisiolégicos.

Se ha comprobado gue son determinadas por distintos loci autosémicos. Por
otra parte, mientras que la CA1 migra anodicamente, la CA2 lo hace
catodicamente, si bien existen variantes genéticas con una movilidad alterada.

La CA1 y CA2 se diferencian entre si en numerososos parametros fisico-
quimicos, como es el pH 6ptimo, la Km o la inhibicién por acetazolamida.
lgualmente se ha observado que el metil-umbeliferil acetato es hidrolizado
rapidamente por la CA1, pero lentamente por la CA2; sin embargo, el
fluorescindiacetato es el sustrato optimo de la CA2 mientras que tiene peor

afinidad por la CA1.

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO:

Se han descrito numerosas variantes alélicas para la CA1 (Harris y
Hopkinson, 19786), mientras que para la CA2, después de examinados 1256
individuos de distintas poblaciones, Moore et al., (1971) observé una variante en
negros americanos, que se denomind CAH. Dicha variante tenia una movilidad

electroforética mas acusada respecto a la correspondiente normal CA C. Se
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identificaron homocigotos C y H y heterocigotos CH. En 1973, Moore et &/,
confirmaron la teoria de que ia CA*C y CA*H eran alelos de una misma isoenzima,

y posteriormente, a esta CA*C se ia did el nombre de CAll*h y mas tarde de

CAZ2*2.

Hopkinson et al., (1974) describen ef patron de bandas de l0s tres fenotipos

de la CA2, atribuidos a dos alelos comunes el CA2*1 y et CA2*2 (Figura C.18.).

CA, -2

ORIGEN

2-1 1
2 o o

Fig. C.19.- Patron de bandas de fos tres fenotipos comunes de la CAZ (tomado de

Hopkinson et al.. 1874).

El fenotipo CA2 1 es una isoenzima que migra catodicamente, ei 2-1
presenta dos bandas caracteristicas del patron del fenotipo 1 y dei fenotipo 2,
tipico de estructura monomerica.

Esta variante CA2*2 que sdélo aparece can frecuencias polimdrficas en
poblacion negra, se ha detectado que es debida a la sustitucion de una asparragina

{Asn} de fa posicion 253 por acido aspartico (Aspj {Lin y Deutsch, 1872).
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El locus de la CA2 se localiza en el cromosoma 8 (Venta et a/., 1983),
concretamente en ia region 8q22 (Nakai er a/., 1987). En esta region esta el cluster
de las carbénico anhidrasas y se ha comprobado que estan en el orden CA2, CA3
y CA1. Las dos primeras distan 20 Kb y la CA1 esté separada de la CA3 80 Kb vy
se transcribe en direccion opuesta a las CA2 y CA3 (Lowe et a/., 1991). El gen de

la CA2 esta formado por 7 exones y 6 intrones (Figura C.20.) con un tamaio de

3b Kb.
g2 I
_H19.3 - Kuw63
H25 R L Kuw 22
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Fig. C.20.- Modefo genético del gen de la Carbdnico anhidrasa If {tomado de Venta

etal., 19917).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Estudios familiares, en los que los miembros de la famiiia presentaban niveles
de actividad bajos para ambas isoenzimas, CA C y CA B, indicaron gue existe un
control genético cuantitativo para los niveles de esta enzima.

Se ha estudiado el caso de una familia que presentaba deficiencia para la
CAZ provocada por una mutaciéon puntual que cambiaba el aminoéacido histidina
{His}, de la posicién 107, por tirosina (Tyr}, al cambiar el triplete CAT por TAT
{(Venta et af.,, 1991). También, se ha observado que existen una serie de

aminodacidos invariables en las carbdnico anhidrasas, que hacen posible su actividad
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catalitica como por ejemplo, la Ser29, GIn28, Pro30, Tyr194, Ser197 y Trp209
(Martensson et al., 1992), o la His94 donde se une el zinc {Alexander et al., 1993).
Si los aminpacidos entre las posiciones 190-210 se ven alterados, la actividad
enzimatica disminuye (Krebs y Fierke, 1993).

La actividad CA esta regulada por distintos factores hormonales, asi, se ha
observado que existe una correlacion inversa entre la concentracion de tiroxina en
el plasma y los niveles de CA1 y CAZ2 en los giébulos rojos. La presencia de
progesterona o estrégenos en la sangre puede inducir un aumento de la actividad
de la CA en el endometrio (Tashian y Carter, 1976). Estudios mas recientes han
puesto en evidencia que la caicitonina (CT) duplica la actividad de la CAZ2Z, mientras
gue fa hormona paratiroidea {PTH) provoca una disminuién de la actividad en un
509%. Esto indica que la CT regula la actividad enzimatica en dos lugares de
intercambio de CO,, como son el eritrocitc y el pulmon {Arlot-Bonnemains et af.,
1985).

Por otro lado, siendo una metaloenzima que contiene zing, cuando los niveles
de éste son bajos en el plasma, aparecen niveles bajos de CA.

Los niveles de actividad, tanto para la CA1 como la CA2 son ligeramente
mayores en poblacion negra. Ademaés, el que no exista una distribucién bimodal
respecto a la concentracion de CA en los glébulos rojos, {Figura C.21.} parece
sugerir que se trata de un modelo de control poligénico {Tashian y Carter, 1976).

Tanto en poblacién caucasoide como negroide se ha observado una

correiacidn directa entre los niveles de CA1 y CA2.
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Fig. C.21.- Distribucion de los niveles de actividad CAZ2 en varones y mujeres

aduftos {tomado de Tashian y Carter, 1976j.

La deficiencia de CAZ2 esta asociado a un sindrome autosdmico recesivo de
osteopetrosis con acidosis tubular renal y calcificacién cerebral (Sly et af., 1983).
En recién nacidos, se ha observado una retencion de CO,, hipoperfusion
pulmonar y atelectosis, cuando los niveles de actividad de la CA en el corddn

umbilical eran muy bajos (Tashian y Carter, 19786).

INTERES ANTROPOLOGICO:

El alelo CA2*2 solamente se presenta en poblaciones negroides y su
frecuencia varia desde O en poblaciones de Uganda y Etiopia hasta 0,19 en Nigeria

{Carter, 1972) (Figura C.22.).
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Fig. C.22.- Distribucion de las frecuencias del alelo CA2*2 en distintas poblaciones

def mundo.

Se han descrito algunas variantes raras para la CA2:

- CAZ*Bombay o CA2*3, que presenta frecuencias del 1,3% en Parsis
{India) v frecuencias muy bajas en Marathi, Bombay (Ghosh, 1978).

- CAZ2*Australia o CA2*4 variante descrita en aborigenes de Australia, con
frecuencias de! 1,6% {Blake, 1978).

- CAZ2*London presente en afroamericanos que viven en Inglaterra {Tashtan
et al., 1380).

- CA2*Detroit en caucasoides de Estados Unidos (Tashian et a/., 1980).

- CAZ*Hiroshima, descrita en Japoén {Goriki, citado en Tashian et a/., 1980].

- CA2* Jogjakarta, descrita en la isla de Java (Indonesia), en la cual la lisina
que se encuentra en posicion 17 cambia por el glutamico, provocando un pl gue
difiere en 0,8 unidades respecto de la CAZ2 normal. Este cambio aminoacidico es

provocado por una mutacion puntual: AAA/G por GAA/G. La especificidad
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enzimartica y ta constante cinética no es distinta de la variante normal (Jones et a/.,
1982).

- CAZ2*Melbourne, descrita en Melbourne (Australia), en la cual la proima de
posicion 237 cambia por histidina. La especificidad enzimatica no varia, pero la Km
es distinta. Es debido a que la prolina actia como puente de contacto para unir en
la estructura secundaria la region 233-236 con la 229-231 y esta unidn se reaiiza
por medio de puentes de hidrégeno. Sin embargo, fa histidina no afecta al lugar
activo de la enzima (Jones y Shaw, 1983).

lgualmente, se ha descrito un caso de polimorfismo privado para esta
enzima, es e! caso del aleto CA2*BAN-1, con frecuencias de 0,054 en ios indios
Baniwa de Brasil. Presenta una migracion electroforética menor de la variante
normal CA2*1 vy una menor actividad enzimdtica, que se traduce en menor
intensidad de coloracion (Mohrenweiser et al., 1979).

El patrén de bandas de algunas de estas variantes raras respecto de las

normates se puede observar en ia Figura C.23.

Detroit -
London-

1 2 3 4 -oan t

Fig. C.23.- Patron de bandas de algunas variantes raras de la CAZ.
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C.1.5. ESTERASA D (E.C. 3.1.1.1))

CARACTERISTICAS:

En ios tejidos humanas se han identificado un gran niumero de diferentes
ester carboxilico hidroiasas, llamadas comunmente esterasas. Estas enzimas
cataiizan la reaccién de hidrdlisis de un ester carboxiiico en alcoho! y acido

carboxilico.

R-CO-R' + H,0 Z—* R-OH + R’-COOH

La mayor parte de ias enzimas esterdasicas tiene una actividad catalitica
aparentemente no especifica. Por este motivo, su diferenciacion y clasificacion ha
sido basada no solo, sobre la especifidad del sustrato ¢ por el comportamiento
electroforético, sino también, considerando otras caracteristicas, coma su
distribucion segun los tejidos, su sensibifidad a fos diversos inhibidores y su peso
molecular. Las esterasas pueden ser divididas en dos clases principales: las acetil-
esterasas (ESA), que tienen una preferencia por los esteres del dcido acético, con
tres iscenzimas: A1, A2 y A3, vy, las butiril-esterasas (ESB}, que presentan una
actividad maxima con los esteres del dacido butirico. Las esterasas C y D se
incluyen en las acetil-esterasas pero se diferencian de estas por una serie de
propiedades y, por eso, tienen una denominacion diversa.

Coates et al., {1975) son los primeros que han efectuado un estudio
comparativo sobre {as enzimas esteradsicas y han visto que la complejidad de fos
patrones electroforéticos varia segun los tejidos y la coloracidn empleada. En la

Figura C.24. se muestran {os patrones electroforéticos obtenidos de extracto de
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higado fetal y aduitc, y de un hemolizado eritrocitario, con dos métodos de
coloracién distintos. Como se puede observar, el higado adulto presenta un patrén

mas complejo

{a) UMBELIFERIL ACETATO (b NAFTHL-ACETATO
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Fig. C.24.- Fotografia de un gel de almidon y esquema del patron electroforético
flevado a cabo en tampdn tris-mdlico a pH 7,2 de las enzimas esterasicas
observadas en fisados eritrocitarios y en higado fetal y adufto. La coloracion se ha
realizado con aj 4-metil-umbeliferii acetato y b) a-naftil acetato. E  lisado
eritrocitario es de fenotipo ESD 2-7 y fas muestras de higado son ESD 7. (Tomado

de Coates et al., 1975).
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Coates et a/.. (1975) han evidenciado que las esterasas D se distinguen del
resto de ias esterasas, fundamentalmente, por cuatro propiedades:

1°.- Se pueden detectar con susiratos filuoroégenos derivados de la 4-metii-
umbeliferona, como son el acetato y €l butirato, pero no con los sustratos
cromogenos o tiocolinicos como el naftol, que son validos para el resto de las
£sterasas.

2°.- El pH 6ptimo de la ESD oscila entre 5,0 v b,5, mientras gue el resto de
las esterasas presentan un pH éptimo mas alcalino (6,5).

3°.- La ESD es resistente a la inhibicidn frente a combinaciones de fésforo
inorganico como el dietil p-nitrofenil fosfato o ia acetazolamida.

4° .- De los 120 individuos examinados por Coates et a/., (1975} |la esterasa
D ha sido el dnico sistema de esta familia de enzimas que se presentaba
electroforeticamente polimdrfica. Sélo se han descrito dos variantes raras en ei

sistema ESA 1-3 {Tashian, 1969).

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO:

La esterasa D estd ampliamente distribuida por todo el organismo y se ha
detectado en todos los tejidos humanos gue se han examinado, incluso en tejidos
"postmorten”™ de adultos, tales como leucocitos, corazén, higado, bazo, rindn,
puimdn, cerebro, génadas, musculo esguelético, intesting, celulas infoides, reting,
coroides (Hopkinson et al., 1973; Coates et a/., 1975).

El polimorfismo de la esterasa D fué descrito por primera vez por Hopkinson
et al., (1973}, en lisados eritrocitarios, mediante electroforesis en gel de almidon

a pH 6,5, usando como sustrato, fluorescente, el 4-metil-umbeiiferil acetato. Se
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han evidenciado 3 patrones electroforéticos distintos, denominados ESD 1, ESD 1-
2y ESD 2 (Fig. C.25.), determinados por dos alelos codominantes autosomicos:
ESD*1 y ESD*2. El patrdn del fenotipo ESD 1 presenta 3 bandas con movilidad
anodica, con actividad decreciente en sentido anddice. También, el patron ac
fenotipo 2 esta caracterizado por 3 bandas con actividad decreciente en sentido
anddico, aungue con mayor migracion electroforética. Ei patron del heterocigoto
ESD 1-2 presenta tres bandas, dos de las cuales con movilidad electroforética igual
a las correspondientes bandas principales de los patrones homocigdticos, y una
tercera con movilidad intermedia y mayor actividad. Estos patrones sugieren que
la enzima tenga una estructura dimérica, con las dos subunidades codificadas de

los dos alelos ESD*1 y ESD*2.
+

Fig. C.25.- Patron electroforético revelado utilizando como sustrato el meti/-
umbeliferil-acetato, de los tres fenotipos comunes de /a esterasa D (tomado de

Nishigaks et al., 1983).
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Recientemente, &l empleo de técnicas electroforéticas de alto volitaje en
agarosay deisoelectroenfogue en poliacritamida (PAGIF) en un intervalo de pH 4-5,
han demostrado una heterogeneidad del fenotipo ESD 2, que se subdivide en dos
proteinas distintas codificadas por dos alelos, el alelo ESD*2 vy ei aieic ESD*5
{Olaisen et al., 1981).

Los estudios clasicos de Hopkinson et al., {1973) y de Coates et al., {1375}
proponen que la ESD es un dimero con peso molecular de 60KDa. Young er al.,
(1988), han presentadc la secuencia completa del cDNA dei gen de la ESD, que se
corresponde con una cadena polipeptidica de 282 aminoacidos con peso moiecular
de 30KDa.

Los estudios de Van Heyningen et al., (1975) asignan el locus ESD al
cromosoma 13. Sucesivamente, Sparkes et a/., (1380) han observado en sujetos
con retinoblastoma, caracterizados por la presencia de una deleccién c una
duplicacion parcial de la region gq14-22 o de la g12-14 del cromosoma 13, la
localizacion del gen €SD en la region 13g14. Los loci ESD y Rb (el tocus
responsaple del reunoblastomal resultan estar muy cercanos, a una distancia de
cerca de 100 kb {Lee er a/., 1987) y, por lo tanto, estrechamente asociados

{Sparkes er a/., 1983).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA.:

Nishigaki et a/., (1983) han estudiado la actividad enzimatica rela' va de los
tres fenotipos y su distribucion, que aparecen enla Figura C.26. Se puede -bservar
una ejevagda variabilidad dentro de las clases fenotipicas v que los valores medios

de actividad son significativamente distintos y se pueden resumir en la relacién
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Fig. C.26.- Distribucion de los valores de actividad enzimética de la ESD en los tres

fenotipos comunes (tomado de Nishigaki et al., 1983).

Horai y Matsunaga (1984) han confirmado, parcialmente, estos resuitados
de Nishigaki et a/., (1983) obteniendo valores distintos de actividad en las tres
clases fenotipicas, pero no han observado 1a caracteristica distribucion bimaodal,
encontrada por los primeros. Scott y Wright {1978) han observado un rédpido
descenso de la actividad esterasica "in vitrg" a 25°C, y ademas, una mayor
inestabilidad dei homodimero ESD 2. Cowell et a/., {(1386) han medido la activiad
relativa de los tres fenotipos en presencia de 3-mercaptoetanol encontrando soéio
menor actividad para la ESD 2 (Figura C.27.}. La actividad enzimatica depende,
probablemente, de un grupo sulfidrilo, cuya oxidacién provoca la inactivacion de
la enzima; ta presencia de [3-mercaptoetanol impediria la oxidacidon, manteniendo
a la enzima activa cataliticamente. La menor actividad enzimatica asociada al
fenotipo ESD 2 es probabiemente debida a una menor afinidad de esta isoenzima
por el sustrato; el hecho de no aparecer diferencias entre los fenotipos 1 vy 1-2

hace suponer que ias diferencias encontradas por Nishigaki et a/., (1383) vy por
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Horai y Matsunaga (1984) sean debidas a una estabilidad diferencial de las

isoenzimas (Cowell et a/., 1986).
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Fig. C.27.- Distribucién de los valores de actividad enzimatica de fa ESD en

hemolizados tras el tratamiento con 3-mercaptoetanol {tomado de Cowell et al.,

1986).

No se sabe nada en relacion con la funcidén de la ESD y de su papel en el
metabolismo. Al encontrarse en tejidos fetales, como por ejemplo, el higado fetal,
hace suponer que su sintesis sea hepética, y que comienza antes del nacimiento,
no encontrandose cambios en los niveles de actividad enzimatica durante el
desarrollo {Coates et a/., 1975).

Es importante subrayar que Apeshiotis y Bender {1986} y Eiberg y Mohr
{1986) en estudios, tanto familiares como poblacionales, han demostrado que el
polimorfismo de la S-formil glutation hidrolasa (FGH, E.C. 3.1.2.12}, puesto en
evidencia en lisados eritrocitarios por Uotila (1984} y por Board y Coggen {1986)

son en efecto idénticos al polimorfismo de la ESD.
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INTERES ANTROPOLOGICO:

Los alelos ESD*1 y ESD*2 presentan frecuencias polimérficas en todas las
poblaciones humanas {Figura C.28.). En las poblaciones europeas y africanas el
alelo ESD*2 se encuentra con las frecuencias mas bajas, alrededor del 10%. Las
poblaciones asiaticas presentan valores mas altos, como es el caso de la India en
donde se llega a alcanzar un 24%, o el Japon con el 35% (Harris y Hopkinson,
1976}. En los amerindios las frecuencias estan alrededor del 30%. Aborigenes

australianos y melanesios muestran, en general, frecuencias bajas.
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Fig. C.28.- Distribucion de las frecuencias percentuales del alelo ESD*2 en

distintas poblaciones humanas (tomado de Roychoudhury y Nei, 1388).
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Ademads, se han descrito numerosas variantes raras en poblaciones humanas.

isoelectroenfoque, presentan

Algunas de ellas, puestas de manifiesto por
polimorfismo en ciertas poblaciones, as{ el aleio ESD*5 alcanza en poblacion
caucasoide frecuencias que oscilan entre 0,014 y 0,021 y el alelo ESD*7 que en
poblacion japonesa oscila entre 0,008-0,011 (Weidinger y Henke, 1388). El
descubrimiento de estos alelas con frecuencias polimorficas, que sélo se pueden
detectar por IEF, ha incrementado el interés de este marcador en los estudios
noblacionales. En la tabla C.3. aparecen algunas variantes raras, con (a poblacion

en la que han sido descritas, y en la Figura C.29. se presentan los patrones

isoelectroforéticos de algunas de ellas.

Tabla C.3.- Variantes alélicas raras del locus ESD.

VARTANTE POBLACION REF. BIBLIOGRAFICA
ESp*3 Alemania Bender y Frank, 1374;:
Rittner y Muller, 1975

ESD*4 Alemania Berg et al., 1976

ESD*Ma Mamelodi Hitzeroth et al., 1976 (1}

ESD*3 7] Japén Suzuki et ali., 1978 I

Z5D*3Negritc Negros Omoto er al., 1978

SID*G Alemania Martin, 1979 ({(1:

ESD*R Alemania Radam et al., 1980

ESD*" Alemania Siege y Schwehn, 1983 11
Japdn Nishigaki & Itoh, 19584

ESD*(Cph Dinamarca Dissing y Eriksen, 1984

ESD*Dusseldorf Alemania Henke v Baster, 1984 (1)

ESD*Yamaguahi Japén Yuasa <=t aj., 1985 (1}

ESD*Berlin Alemania Weidinger ec al., 1983 (1)

Z8D*Kofu Japén Komatsu et al., 1885 (1)

ESD*11 Alemania Henke et al., 1986

ESD*B Gradl et al., 198¢

Es5D*Lisboa Porcugal Munier et al., 1588

ESD*Raleigh Alemania Weildinger (2]

ESD*DusZ Alemania dudkenbeck et al., 1988

Agemas se han identificado otras dos variantes alélicas raras en los indios Aymara
de Chile {Ferreli et al., 1980} y en los Atacameno de Chile (Goedde et af., 1985},
pero no se han caracterizado.

(1) Citado por Munier et af., {1988}

{2} Citado por Huckenbeck et al., {1988)
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Fig. C.28.- Patron de bandas de algunas variantes raras de ESD por
Isoelectroenfoque, en un gradiente de pH 4,5-5,5 (tomado de Nishigaki e Itoh,

1984, Gradl et al., 1986).

También, se hanidentificado, mediante estudios familiares, afeflos "silentes”,
ESD*Q (Marks et al., 1977, Sparkes et a/., 1979; Koziol y Stepien, 1980).

Respecto a la asociacion de ta enzima ESD con ciertas enfermedades, ia mas
evidente, corresponde al fuerte ligamiento entre el locus de la ESD y el gen para
‘el tumor del retinoblastoma (Rb). Cowell er a/., (1986} midieron la actividad "in
vitro" de la ESD en pacientes con retinoblastoma y observaron que ei fenotipo ESD
2 presentaba una actividad de menos del 75%, mientras que los heterocigotos y
los homocigotos ESD 1, no mostraban diferencias significativas. De este modo, se
considera a la ESD como un marcador informativo para el diagnostico en familias
afectadas por dichas enfermedades. Recientemente, Fafanas et a/., (1930)
observan un incremento significativo de la frecuencia de heterocigotos para la ESD
en pacientes con una historia famiiiar de esquizofrenia, si bien son necesarios otros

estudios que apoyen estos resultados.
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C.1.6. GLIOXALASA | (E.C. 4.4.1.5))

CARACTERISTICAS:

Lareaccion glioxaldsica cataliza la transformacion irreversible de metil-glioxal
en acido lactico. Esta conlleva una primera conversiéon de metil-ghoxal en un
tioester, el S-lactosil glutation catalizada por ia GLO1 (lactosii glutation fiasa, E.C.
4.4.1.5.) que necesita glutation reducido como cofactor, y de una posterior
hidrélisis del S-lactosil glutation que forman acido lactico y glutation reducido,

catalizado por la GLOZ (lactosil glutation hidrolasa, E.C. 3.1.2.6.}). {Figura C.30}.

CH, CH, (i}H,
, | L
(’;zo Glfoxalasa I py—_c—ou Gl/ioxalasa [/ w-c-om
H--C=0 C=0 + H,0 HO—C=0
+ +
GSH GSH
GSs

Fig. C.30.- Reacciones catabolizadas porla GLO1 y GLOZ (tomado de Valentine y

Tanaka, 19617).

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO:

Los genes estructurales que codifican para estas dos enzimas glioxalasicas
estan localizados en cromosomas distintos. Bender y Grzeschik {1976} y Olaisen
et al., (1976} han focalizado ef gen de la GLO1 en el brazo corto del cromosoma
6, entre la region del HLA vy el locus PGM3, en asociacién con el locus de la 21-
hidroxilasa, mientras que la GLOZ se ha localizado en el cromosoma 16, por Honey

y Shows (1981).

101



La GLO2 ha resultado electroforeticamente monomoarfica en poblaciones
caucasoides y en las negras de Estados Unidos, y polimdrfica sotamente en una
poblacion de Micronesia, de ta isla de Nauru {Board, 1980).

El polimorfismo de fa GLO1 ha sido evidenciado por primera vez por Kémpf
et al., (1975} a través de electroforesis en gel de almidén a pH 7,8. Se observd la
presencia de tres patrones electroforéticos comunes, el 1, 2-1 y 2, expresiones de

dos alelos codominantes el GLO1*1 y el GLO1*2 (Figura C.31.)

®
r

 J Dy

5.0 T o xr-d gres ra

FENOT X PG 2-1 1 2-1 2

Fig. C.31.- Patron de bandas electroforéticas de los tres fenotipos comunes de fa

enzima GLO1 (tomado de Kompf et al., 1975).

Los patrones de ambos homocigotos presentan una sota banda gue en
migracidn anddica pertenecen, la mas lenta al fenotipo GLO1 1, siendo el fenotipo
GLO1 2, el mas rapido. El patron de los individuos 2-1 presenta ambas bandas
junto con una tercera, intermedia, y con una actividad relativa doble respecto de

los precedentes. Los tres patrones indican gue la enzima es activa cataliticamente

en forma de dimero.
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ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Actualmente no se sabe con seguridad cual es el papel fisiologico de la
reaccién ghoxalasica, si bien, se ha encontrado en todos los tejidos. Knox (1362}
ha sugerido, dado que el glioxal es una sustancia téxica, que el complejo
catabdlico glioxalasico actua como desintoxicante. Szent-Gyorgi et a/., (1367)
considerando la actividad del giioxal como inhibidor de la division celular, opinan
gue la accion de ias dos enzimas tiene gue ver con la estimulacion de la division
celular y del ensambiaje microtubuiar. También, se ha sugerido, gue podria
representar un estimulador fisiolégico de la division celular, porque elimina el
metiighoxal gue es un supuesto inhibidor de dicho proceso {Riddle y Lorenz, 1973).

Es interesante subrayar que, no se relacionan la deficiencia de actividad de esta

enzima con efectos clinicos concretos {Valentine et a/., 1970).

INYERES ANTROPOLOGICO:

Los alelos GLO1*1 y GLO1*2 aparecen, practicamente, en todas las
poblaciones con frecuencias polimdérticas. Elalelo GLO1* 2 muestra las frecuencias
mMas altas en la mayoria de las poblaciones examinadas y en ia Figura C.32. esta
representada ia distribucion mundial de {as mismas.

En poblaciones europeas su frecuencia es ligeramente superior de la del alelo
GLOT "1 t(cerca del 56%) mientras que resulta mucho mas alta en poblaciones
africanas vy orientaies. Las frecuencias mas altas corresponden a Australia vy
poblaciones del Pacifico, en donde se alcanzan valores det 90% al 100% (Busi et

al.. 1979; Mc Loughiin et a/., 1982; Spedini et a/., 1982; Weissman, 1983).
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Fig. C.32.- Frecuencias porcentuales del alelo GLO1*2 en el mundo (tomado de

Roychoudhury vy Nei, 1988).

Se han encontrado una serie de alelos raros, que se resumen en la tabla

C.4., y en la Figura C.33. se da su patron de bandas electroforéticas en relacion

a las variantes normales.

Tabla C.4.- Variantes raras de la enzima GLO7T

VARIANTE POBLACION REF. BIBLIOGRAFI(CA

GLO1*3 Italia Ranzani et al., 1978
GLOC1*Sic Sicilia, Italia Beretta et al., 1983
GLO1+*4 Costa de Marfil Arnaud et al., 1988
GLO1+*% Bwa, Mali Arnaud et al., 1988
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Fig. C.33.- Patron de bandas de las variantes raras de la GLO1 en relacion con los

alelos normales.

También para la GLO1 se han identificado alelos silentes, con disminucion
de la actividad glioxalasica. Arnaud et a/., (1988) han descrito dos individuos con
fenotipo 2-0 que muestran dos bandas, la de migracién anddica rapida que
caracteriza al patron del fenotipo 2 y la de migracion intermedia del fenotipo 2-1
pero con menor actividad.

Kavathas y De Mars {1981) han identificado un individuo heterocigoto 2-0
gue presentaba una sola banda débil con migracion andédica veloz. En este caso,
el alelo silente codifica para una subunidad que determina, al menos en eritrocitos
y linfocitos, una ausencia de actividad enzimatica. La ausencia de |la banda de
migracién intermedia es debida muy probablemente a una gran inestabilidad del

heterodimero.

105



106



C.1.7. GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (E.C. 1.1.1.49.}

CARACTERISTICAS:

El estudio de la GB6PD empieza hace siglo y medio, aunque fué descrita por
primera vez en el afito 1931, por Warburg y Christian, con el nombre de "fermento
intermedio”, en levadura de cerveza y en globulos rojos humanos. Se encuentra en
todos los organismos y en todos los tejidos, porque lleva a cabo un papel
fundamental en el metabolismo intracelular. Es la primera enzima en el ciclo de las

pentosas, catalizando el paso de glucosa-6-fosfato a 6-fosfo-lactona (Figura C.34.),

(0,, Drogas)

7N\

2 GSH G-5-5-G

AT P NADPT NADPH, H*

P AD
GLUCOSA LAGJH’-—%L‘ 6-FOSFO-LACTONA

t
J {1) (2) }\ Wt

RUTA 6-FOSFOGLUCONATO
GLICOLITICA NADF*
- Jl‘ ™~
NAD* NADH

3)
\ ( NADPH, HT,
\\

€Oy

L ACTATO L—é PIRUVATO
AL RIBULOSA-5-FOSFATO

Fig. C.34.- Rutas metabdficas relacionadas con fa deficiencia de fa G6FPD. [os
peroxidos y la enzima glutation peroxidasa contribuyen a la oxidacién de GSH,

especialmente con /la actuacion de ciertas drogas (Tomado de Kirkman, 1971).
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La GBPD es una enzima oligomérica, formada por un dimero o un tetrémero,
cuyas subunidades son idénticas (Yoshida, 1968). Estd formada por 515
aminoacidos con un peso molecular de 62487 D. Cada subunidad contiene 11
restos aminoacidicos de cisteina que son importantes en la actividad catalitica, ya
gue inhibidores de tales grupos, como son el hidroxi-mercurio benzoato y el N-
etimaleimida, provocan una inhibicién de la enzima (Luzzatto y Afolayan, 1968)

En eritrocitos humanos el NADP™ estabiliza la forma oligomérica de ta enzima
y no existe en forma monomérica. Como el pH en estas células es de 7,2, proximo
al punto de transicidn del equilibrio entre la forma dimera y tetramera, se cree gue
tales formas estan en cantidades similares {Bonsignore et a/., 1971; Kirkman,

18971 Babalola et a/., 1976).

VARIANTES FENOTIPICAS, MODELO GENETICO Y ACTIVIDAD ENZIMATICA:

Desde la época de los griegos se observd gue ciertas personas estaban
hipersensibilizadas a las habas e incluso al polen de dicha planta. Este fenémeno,
caracterizado por ictericia y hemolisis, se denomin¢ favismo. A mediados del
presente siglo, se observaron estos mismos sintomas en individuos negros, gue
presentaban hipersensibilidad a farmacos antimalaricos del tipo de la pamaguina
y primaguina. Estudiando ambos casos, se comprobd un descenso del giutation
reducido {(GSH) en ios hematies de estas personas sensibilizadas, producido por una
disminucion de la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Fiatz vy
Xirotiris, 1980). Posteriormente, se ha visto gue otras drogas antimalaricas {(como
la pentaquina), sulfonamidas {como la sulfopiridina y sulfanilamidal, y agentes

antibacterianos (como la nitrofurantoina), provocan crisis hemolitica cuando existe
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INDIVIDUGS

NUMERO Dt

deficiencia para la G6PD (Betke et al., 1367}.

Cuando se estudiaron los niveles de actividad enzimatica, en pobfacion
negra, se observaron diferencias en el sexo. Asi, en la Figura C.35. se puede
observar como en los varaones existe una distribucidn bimodal, mientras que en las

mujeres hay una amplia gama de valores (Harris, 1975).

%4l
1

- MUJERES

400

«1 VARONES

304
i

2

NUMERO Dt INDIVIDUQS

U[

e 200 30 %00 100 200 300 400

NIVELES DE G6PD NIVELES DE G6PD

Fig. C.35.- Distribucion de fos niveles de actividad de la G6PD en 235 varones y

284 mujeres de Nigeria {tomado de Harris, 1975).

Dichas diferencias se pudieron explicar cuando, en 1958, Childs et &/,
descubrieron que el gen responsable de la carencia de la GB6PD se localiza en el
cromosoma X. Los varones pueden tener presente el alelo normal ¢ el mutante, que
causa fa defiencia, pero no ambos, dando fugar a dos genotipos hemicigoticos. £n
las mujeres, sin embargo, al tener dos cromosomas X, pueden existir tres genotipos
distintos y una amplia gama de actividades enzimaticas. Esto es debido a que

existe gran variabilidad de expresion del gen carencial GBPD en las mujeres
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neterocigotas, la cual se ajustaria a la hipdtesis explicada por M. Lyon (13861),
refativa a la inactivacion de un cromosoma X en las ceélulas somaticas de las
mujeres. Davidson et a/., {1963} estudiaron ia GBPD a nivel ceiular para comprobar
la existencia de dicho tendmeno de ia lyonizacion. De acuerdo con esta hipotesis,
en cada ceélula somatica de mamifero existe un craomosoma X activo vy un
crcmosoma X inactivo; por ello lgs productos de los genes presentes en el
cromosoma X no aparecen en cantidad doble en las hembras respecto a ios
machos. Davidson et a/., (1963) observaron clones de fibroblastos humanocs de
heterocigotos expresaban solamente uno de los alelos GBPD.

También se ha utilizado la G6PD para ver |a activacion del cromosoma X
durante la maduracion de los pocitos v de su inactivacion en ia vida embrionaria
(Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

Ademas, Kirkman y Hendrickson (1963} observaron que la actividad
enzimatica normal presentaba dos tipos electroforéticos, con una velocidad de
migracion de tipo B (lenta, que se define como 100%) y de tipo A (rapida, con
moviiidad relativa de 110%). En las poblaciones negras los portadores del defecto
enzimatico presentaban una actividad reducida {que es del 10-20% respecto a la
normal} y movilidad de tipo A, denominandose a esta variante G6PD*A-. En las
poblaciones caucasoides se encuentra, casi exclusivamente, el tipo B, y en
poblaciones mediterraneas la variedad carencial {con una actividad del 5%) exhibia
las propiedades del tipo B, por o gque se designa como GBPD*B- o tipo
mediterranec. En la Figura C.36. aparece un diagrama con el patréon de bandas
electroforéticas de las variantes mas frecuentes, tanto en varones como en

mujeres.
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Fig. C.36.- Patron de bandas electroforéticas de jos distintos fenotipos observados

en poblacion de raza negra, en varones y en mujeres (tomado de Harris, 1975).

Ademas de los viejos criterios de distincion de las variantes G6PD, como era
la movilidad electroforética y la actividad catalitica, se han afadido otra serie de
parametros fisico-quimiceos como por gjemplo, la Km GBP, Km NADP, Ki NADPH,
la dependencia de la Vmax, del pH, la estabilidad de la enzima al calor y al
porcentaje de utilizacion de andlogos de sustratos. Estos métodos posteriores han
revelado una gran heterogeneidad dentro del grupo de variantes con actividad vy
movilidad electroforética similar.

Bernstein (1980) ha encontrado dentro de los tres tipos G6PD B, A y A-
muchas variantes que difieren en la termostabilidad. Modiano et al., (1979)

estudiando la maxima actividad de la G6PD A y B, en madres e hijos, han
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detectado dos variantes G6PD*B, la B1 y B2, y dos variantes G6PD*A, la A1 y
A2.

Dada la complejidad de esta enzima, en 1967 el grupo de estudio WHO
{(Betke et al., 1967) ha propuesto métodos de analisis estandarizados para la
tipificacion de variantes G6PD. Estos métodos han permitido descubrir mas de 300
variantes G6PD distintas vy, junto con la hemoglobina, es la proteina humana de la
cual se han descrito mayor nimero de tipos, tanto comunes Comao raros.

Las variantes GBPD se clasifican segtn:

a) su frecuencia, es decir, si son polimodrficas o no,

b} Ila manifestacion clinica,

c} el nivel de GBPD en los eritrocitos.

Respecto a la manifestacion clinica y el nivel de G6PD, Beutler {1383}
las clasifica en cinco clases:

I. Variantes con déficit enzimatico grave, asociadoc con anemia
hemolilica crénica no esferocitica (CNSHD),

It. Variantes con déficit enzimatico grave, inferior al 10%, sin CNSHD,
con formas de anemia hemolitica aguda (AHA),

itl. Variantes con déficit enzimatico leve o moderado, con actividad
entre 10-60% del normal que no se asocian, generalmente, a patologia ctinica,

V. Variantes gue no presentan déficit enzimdatico, con actividad
normal, entre 60-150%,

V. Variantes que presentan un aumento de la actividad enzimatica.

Et conjunto de las més de 300 variantes enzimaticas, han sido tabuladas por

Yoshida, Beutier y Motulisky {1971); Beutler y Yoshida (1973); Yoshida y Beutler
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{(1978: 1983). En ia tabla C.5. aparece el nimero de variantes descritas segun su

frecuencia y comportamiento electroforético para las distintas clases.

Tabla C.5.- Resurnen de fas variantes GE6PD (tomado de Luzzatto y Metha, 1888/

Polimorficas Movilidad electrofordcica

Zlase Numer:n Kapida Normal Lenta Movilidad % Total
I L N 20 30 32 3 52
Ii 49 G 29 39 4] 64 1G9
111 22 A0 25 13 38 82 T4
IV 14 32 i5 2 26 95 43
YV - 2 - 100 2
Total 26 28 91 84 135 73 310

£l locus del gen G6PD, usando hibridos celulares somaticos con varias
traslocaciones X-autosomicas, se ha localizado en la region telomérica del brazo
fargo def cromosoma X, en {a banda Xq28, distal a la region fragil Xq 27.3,
responsable de una forma de retraso mental. En la Figura C.37. aparece el esquema
del gen de la G6PD, que tiene 18 Kb y consta de 13 exones y 12 intrones,
variando las dimensiones de los exones codificantes, entre 12 y Z36 pb. El RNAmM

dei gen de la G6PD es de 2269 nuciedtidos (Martini er a/., 1986; Vulliamy et a/.,

1992).
Kb 0 { .12 13 14 15 16 17
r 7 T T T T T 1
—A4— ——- -
[ I Iovin vl IX X1 X
Nucleotide 202 intron V 1116 1311
Endonuclease Aeglll Fokl Pru 11 FPst 1

Fig. C.37.- Organizacion del gen de la G6PD, con los 13 exones en negro y 12
intrones en blanco ftomado de Kay et al., 1992).
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Vulliamy et al., (1988) han estudiado el gen de la GBPD, observando que tas
distintas variantes son provocadas por mutaciones puntiformes en distintos

exones. Enla tabla C.6., aparecen estas variantes mas frecuentes, con algunas de

SuUs caracteristicas moleculares.

Tabla C.6.- Caracteristicas bioquimicas y moleculares de algunas de las variantes

de la GE6PD (tomado de Vulfiamy et al., (1988).

Variance G6PD Expreaidn Actividad Moviiidad FPoaiclon Cambi o Camb1o
clinica enzimdtica electrofordtlica mutacron Bage \minodcdiin
% del pnormal % del normal

8 Normal 100 ] -

s Normadl 84 D15 376 A0 ABETI- —ABT

A AHA 10-23 Tl 202 G--h Val--Me:
3786 A--73 Ael- - AED

B- AHA 0-7 i0g 5632 c--7 Ser--Fhe

AHA: Anemia Hemolitica Aguda

En la Figura C.38. aparecen las mutaciones que dan lugar a algunas de las

variantes G6PD mas estudiadas y frecuentes en poblaciones.
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Fig. C.38.- Mutaciones puntiformes del gen G6PD que provocan variantes. Los

numeros romanos indican /os exones (tomado de Vufliamy et al., 19392).
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INTERES ANTROPOLOGICO:

VARIANTES POLIMORFICAS SIN DEFICIT ENZIMATICO:

Dentro de las numerosas variantes G6PD poiimdrficas, con una actuvidad
igual o similar a la G6PD B, solamente tres de ellas estan muy difundidas:

1.- El alelo GBPD*B se ha encontrado en todo el mundo vy es indistinguible
de ta G6PD def chimpancé y de goriia (Lucotte y Ruffie, 1982).

2.-LaGBPD*A es muy comun en poblaciones de Africa, con frecuencias que
varian de unos iugares a otros, desde el O al 40% (Bernstein et a/., 1380).

3.- La G6PD*Karthoum se encuentra en el noreste africano v en Arabia, con
frecuencias que oscilan alrededor del 1% (Bayoumi et a/.,, 1879; Saha er al.,
1983).

Las otras vanantes encontradas son locales, o caracteristicas de una
poblacion concreta, o de poblaciones, que habitan en un area geografica iimitada.
Asi, por ejempio, Reys et a/., (1970) en poblacion Bantu de Mozambique, ademas
de las tipgs comunes B, A y A-, han detectado las variantes, con actividad narmal,

GBPD*Lourenzo Marques, G6PD*Inhambene y G6PD *Manjacaze.

VARIANTES POLIMORFICAS CON DEFICIT ENZIMATICO:

AREA MEDITERRANEA: Estudios anteriores al 1960 pusieron de manifiesto gue,
en el drea del Mediterrdneo, existia una variante G6PD con actividad baja vy
movilidad electroforérica del 100% respecto de la GEPD*B. La frecuencia mas alta
se ha encontrado en Grecia continental e insular, apareciendo un gradiente hacia
el oeste: italia y Espana (excluida Cerdena), norte: Bulgaria y Rumania, este:

Turquia v Libano, y hacia el sur: Egipto y Argelia. En un principio se penso que se
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trataba de un modelo de difusion simple, pero al realizar estudios con mas detalle,

se identificaron en estos paises muchas variantes.

Por ejemplo, en Grecia, ademas de la GB6PD Mediterranea, existen (as

variantes GBPD * Athenas-like, GBPD*Orchomenosy GGPD *Union-Markham, todss

ellas caracterizadas, igualmente, por una deficiencia enzimatica vy movilidad def

100%, aungue con un distinto pH de actividad optima y funcién enzimatica con
{

~~

diferentes analogos del sustrato. Como se puede observar en la Figura C.39.,

existe gran heterogeneidad de variantes en las distintas poblaciones mediterraneas.

.

1

ESPANC
Mediterranea 0.
Betica 0,
tthens-lik>  0,i
tnion U,

LRGELIZ
Kabyle 1.0
Laghouat o,”
Blida 0,2
Themiz 0,2
Titter: 0,2
zlger 0,2
Fig. C.389.

CERDEN:

SICILL:

g s
Mediterrapea 1,v BLLG%RIh
cliary FUHRNT Hedlterransa o ¢
-aatiar , Medlterranes o  COrinth 0,3 PRECL:
Sassarl U tanea 0, Hed)
deattle-like 1:  ctnems=ima g favous b fetterranea
e-]ike 1, Corintt 0,; Otrasvar. 1 thens-iike
rchonencs
L -Markhan

seattle-]ike

Mediterranea
Defic. leve 1. : ;
N \\ N

EGIPTC
Hediterranea 0,
athems-like 0,6

Af= T

HAPOLES
Hediterranea 0,"
Defic, lea |08

. i ) D £ 0,3
MATERY (SUR ITS01%) 3: e
Moditerrames ,u Tp?aH egn }';
Defic. jez & Aashoper (-
Otras var. 2.5

Mapa de la region Mediterranea y del Proximo Oriente, con e/

pofimorfismo de la GEPD fadaptado de Luzzatto y Battistuzzi, 1988, Rickards et al.,

1888, Calabro et al., 1990;}.

116

1



Esta considerable “fragmentacion” de la variante Mediterdnea es
incompatible con el modelo de difusién y se habla de dos grupos de variantes
{Luzzatto y Battistuzzi, 1988}. Por una parte, la mediterrdnea B- y ias tres descritas
anteriormente en Grecia, muy similares en sus caracteristicas electroforéticas, que
podrian ser el resultado de la radiacién desde Grecia y del desplazamiento de esta
civilizacidn hacia el este y oeste del pais. Por otro lado, las restantes variantes
tendrian un origen autdctono en los distintos lugares donde se han identificado.

También, existen estas variantes en el Norte de Africa: en Egipto, por
ejemplo, la GBPD *Mediterranea es relativamente abundante (0,5%]), mientras que
no existe en Argelia. Quizas sea debido a las costumbres enddgamas de estas
poblaciones del norte de Africa, que han diferenciado entre si a las pobiaciones en
mayor grado que en el Sur de Europa {Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

Por ditimo, es conveniente destacar, que también se pueden examinar
recientes migraciones en el Mediterraneo, a través del andlisis de la G6PD. Por
ejemplo, la deficiencia de GB6PD descrita en Francia es el resultado de
desplazamientos de individuos procedentes del Norte de Africa y del Sur de ltalia,
o por ejemplo, la deficiencia de la G6PD cobservada en las ciudades industriales del
Norte de Italia {1%), son el resultado de migraciones recientes desde el Sur de este

pais y desde Cerdena.

AFRICA SUDSAHARIANA: En Africa el déficit es debido sobre todo a la variante
lamada GBPD*A-, que se presenta en la mayor parte de los grupos, con una
frecuencia gque varia en funcion del drea geografica, mas que respecto al grupo

étnico (Luzzatto, 1973).

117



Sin embargo, existe gran heterogeneidad genética, apareciendo otras
variantes deficitarias. Por ejemplo, en Nigeria sélo se ha encontrado G6PD*A-, en
cambio, en Mozambique se ha identificado una variante rara con frecuencias
menores del 0,1%. También, se han detectado en poblaciones de Mali y Senegal
otra variante rara, la GEBPD*Mali con frecuencia del 12,5% vy del 4,5%,
respectivamente; otros tipos son {a GBPD *Dakar, con un 3%, y la G6PD *Matam,
con un 2%, también en Senegal. Estas variantes presentan actividad del 1-5% vy
movilidad electroforética normal por lo que se la considera de fenotipo G6PD
deficitario.

Ademéds, Kahn et al., (1373) han encontrado el tipo G6PD B- en poblaciones
que viven al sur del Sahara, asi en Sudan con frecuencias del 3% (Saha et al.,
1983), Chad con el 7%, Ghana con el 10% (Owusu y Opere-Hanta, 1972), en Mali
el 10% vy en el grupo Bedik del Senegal con el 1% (Bouloux et af., 1972). Estos
datos se han interpretado considerando un flujo génico proveniente de las
poblaciones arabes, en donde el tipo GBPD B- esta bien representado.

También, hay que destacar las frecuencias apreciables de variante G6PD*A
en poblaciones del norte dei Sahara, como son un 5% en la Peninsula del Sinai,
2,4% en Egipto v 16,4% en Libia, y entre el 9 y 12% en Mali y Algeria. Sin
embargo, la G6PD*A-, practicamente, no ha sido descrita en estas poblaciones, 1o
cual ha dado origen a fa hipdtesis de si la variante G6PG*A es la misma en el norte
y sur del Sahara (Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

En el drea del Pacifico, son numerosos los estudios que se han realizado,
poniendo en evidencia la existencia de muchas variantes difundidas entre las zonas,

que se mezclan, evidenciando un flujo génico bidireccional entre las poblaciones
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(Luzzatto vy Battistuzzi, 1988).

En las Figuras C.40. y C.41. aparece la distribucién mundial de los alelos

deficitarios GD*A- y GD*B-.
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Fig. C.40.- Distribucion porcentual del alelo G6PD*A- en distintas poblaciones

humanas (tomado de Roychoudhury v Nei, 1988).
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Fig. C.41.- Distribucion porcentual del alelo G6PD*B- en distintas poblaciones

humanas (tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).

G6PD Y LA SELECCION NATURAL.

E! polimorfismo de la G6PD es uno de los casos que miuestra como la
seleccion natural puede actuar a traves de la relacion entre dicho polimorfismo vy
una enfermedad grave, como es la malaria, en concreto, la provocada por
Plasmodium falciparum, y confiere un notable valor adaptativo. La malaria se
consideraba, hasta hace poco tiempo, una enfermedad endémica de zonas
tropicales, ecuatoriales y subtropicaies, cubriendo una gran franja de la especie
humana. itaiia y Grecia son los paises del Mediterraneo mas afectados por la

malaria.
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Se ha observado que, para algunos genes {(G6PD-, Thalasemia y HBR*S)
existe una correlacidon positiva entre la frecuencia y la intensidad de fa endemia
maldrica expresada en términos de altitud, por lo que se han Ilamado genes
malaricos.

En el caso concreto de la GBPD, se trata de un polimorfismo balanceado. El
mecanismo que io mantiene no ha sido totalmente explicado, parece ser que se
trate de una ventaja de los heterocigotos. Se cree que en el momento de la
invasién por Plasmodium falciparum no existen alteraciones, al menos, asiio han
manifestado cultivos "in vitro™. Parece que la deficiencia de la G6PD dificulta el
desarrollo intracelular del parasito, porque se crea un ambiente oxidativo, al estar
en menor concentracién el glutation reducido {GSH) que es imprescindible para el
crecimiento de Plasmodium falciparum. El hecho, de que sdlo las mujeres
heterocigotas estén favorecidas, y no los homocigotos o hemicigotos, se debe a
que en las primeras se crea un mosaico de glébulos rojos deficitarios parala GePD
y no deficitarios. En el caso de los individuos deficitarios, todas sus células son
iguales, pudiendo el parasito, en pocos ciclos, adaptarse a tal tipo de huésped. Sin
embargo, en los heterocigotos, dicha adaptacién no existe, porque deben pasar por
ambos tipos de células (Luzzatto y Metha, 1989).

Esta teoria es apoyada por el hecho de que no existe zona polimérfica para
la G6PD que no haya sido endémica para la malaria, pero dicha endemia no
provoca la aparicién del polimorfismo G86PD, solo lo mantiene, y favorece su
difusion en el interior de dicha zona.

Otra prueba, a favor de la hipdtesis de la ventaja selectiva de los

heterocigotos, es que en el interior de una poblacién que presenta una relativa
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homogeneidad genética, la variabilidad de la frecuencia GBPD deficitaria es
generalmente mas alta que la de otros genes y que tal frecuencia se ha encontrado
correlacionada con el grado de exposicién a la malaria. Ademds, al valorar
cuantitativamente |la gravedad de la infeccidn maléarica en mujeres G6PD + /G6PD-
es significativamente mas baja que la de mujeres o varones de grupos control.
Inictalmente, Luzzatto (1974}, en experimentos efectuados en cultivos de
eritrocitos con defecto G6PD, observd un grado normal de infeccidén. Sin embargo,
Friedman {1979} vié mas tarde que el parasito infecta normaimente los eritrocitos
con el alelo GBPD*A- en condiciones normales, pero no en condiciones de stress
oxidativo, con aitas presiones de Q,, 0 de menadione o riboflavina. Luzzatto (1980)
al repetir el experimento con eritrocitos portadores del alelo mediterraneo, ha
observado crecimiento diferencial en condiciones normales, porque el parasitc no
consigue un desarrolio intrecelular. Este desarrollo reducido del parasito en varones
G6PD- y mujeres G6PD +/G6PD- también ha sido observado por Roth et al.,

(1983).
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C.1.8. FOSFO-GLUCONATO DESHIDROGENASA (E.C. 1.1.1.44)

CARACTERISTICAS:

La 6-P-gluconato deshidrogenasa (D-glucosa-1-P-fosfotransferasa)
cataliza la descarboxilacidn y ta deshidrogenacion del dcido 6-P-gluconico a D-
ribulosa-5-P con 1a reduccidn simultanea del NADP a NADPH. El mecanismo de
tformacion de la ribulosa-5-P implica la oxidacidon del grupo alcohdlico en el C3,
seguida de la descarboxilacion del 3-oxi-6-fosfogluconato resultante que no se ha
observado jamas como producto intermedio. La PGD del higado esta fuertemente
inhibida por el NADPH, por lo que a concentraciones fisioldgicas de este dltimo se
bloguea el flujo de la via de las pentosas-fosfato. La enzima se desbloguea cuando
el NADPH es utilizado en otras vias metabdlicas, como por ejempla, en la sintesis

de los acidos grasos (Cuzzocrea et al., 1984},

VARIANTES FENOTIPICAS Y PROPIEDADES:

Fildes y Parr {1963} han demostrado en el hombre la existencia de variantes
isoenzimaticas controladas geneticamente. Asi, observaron en hemolizados, a
través de electroforesis en gel de aimiddon a pH 7,0, tres distintos patrones debidos
a la presencia de dos alelos codominantes el PGD*A y el PGD*B o PGD*C, va que
existen dos nomenciaturas, una gue utiliza las letras A y B (Bowman et a/., 1966;
Gordon et a/., 1967) vy ia otra A y C {Davidson, 1967, Parr y Fitch, 1967), siendo

esta ultima la mas aceptada (Figura C.42.).
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Fig. C.42.- Patron de bandas de los tres fenotipos de la enzima PGD (adaptado de

Gordon et al., 1967).

El patron del fenotipo A, el mas comun, consiste en una sola componente
isoenzimatica, que migra anodicamente. Una incubacién proiongada a 37°C
permite la identificacidon de una segunda componente a migracion anddica, mas
veloz y especifica de los gldbulos rojos, una tercera componente, mas lenta
respecto a la principal, aparece después de una prolongada incubacién con NADP
anadido al aimiddén. El segundo patron, tipico del fenotipo AC, se caracteriza por
tres componentes isoenzimaticas, la principal del fenotipo A y otras dos de
migracién mas lenta, una cuarta componente aparece, también en este caso,
después de un largo periodo de incubacion a 37°C. El patrén del fenotipo C
presenta, también, tres componentes isoenzimaticas que caracterizan el patron de
los heterocigotos, pero tienen una actividad decreciente en sentido anddico. Los
patrones encontrados en otras células distintas de los eritrocitos, son mas simples

y simétricos. En efecto, ios fenotipos A v C de los linfocitos presentan bandas
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simples, mas rapida para el A y mas lenta para el C, mientras que el fenotipo AC
presenta tres bandas, dos iguales a las de los fenotipos A y C y una tercera de

migracion intermedia (Figura C.43.}.

GLOBULOS GLOBULOS
BL ANCOS R0OJOS ®

L
-

Fig. C.43.- Patron de bandas de la enzima PGD en eritrocitos y leucocitos (tomado

de Harris y Hopkinson, 1976).

La heterogeneidad del fenotipo C, al comparar eritrocitos y leucocitos no ha
sido definitivamente establecida, y se ha sugerido que podria ser debida a ia
interaccion de ia enzima con NADP-hidrolasas del estroma, tas cuales modificarian
su estructura y actividad (Ajmar ef &f., 1968).

La enzima es activa como dimero, y las dos subunidades comunes, que
tienen un peso molecular de 40.000 daltons cada una, son codificadas por los dos
alelos: PGD*A y PGD*C.

Los estudios efectuados por isoeiectroenfoque no han evidenciado nuevos

alelos o subtipos de los ya existentes, para esta enzima.
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Westerveld y Meera Khan {1972) estudiando el linkage, y Douglas et a/.,
{1973} usando hibridos de células somaticas, han localizado el locus que codifica

la PGD en el cromosoma 1.

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Parr {1966) ha observado que el fenotipo A presenta, generalmente,
el nivel mas alto de actividad deshidrogenasica mientras que el C es mds bajo
{alrededor del 70-90% del A). Las distintas isoenzimas muestran un distinto
comportamiento en presencia de urea e isoacetato. La desnaturalizacidn por urea
determina una minima disminucién de la actividad enzimética del fenotipo A (cerca
del 35% del normal) mientras que tiene un maximo efecto sobre la componente
isoenzimatica del PGD C, para la que se observa una actividad del 5%. En el
fenotipo AC aparece un comportamiento intermedio, con una disminucion de la
actividad enzimatica del 70%. Aigo similar ocurre al tratar con ispcacetato. La
reduccion de ia actividad es del 20% para el A, 50% para el AC y del 80% para
el C (Giblett, 1969).

Parr y Fith {1967) han decrito variantes fenotipicas raras caracterizadas por
una actividad reducida (PGD liford, PGD Newham, PGD Whitechapel v PGD
Dalston). La variante PGD Hford presenta un patrén electroforético igual al del
fenotipo A, pero con una menor actividad enzimatica (cerca del 50%) tanto en
eritrocitos como en linfocitos. La variante PGD Newham {encontrada en miembros
de laz familia en la cual se habia detectado la otra variante descrita) presenta un
patron electroforético similar al del fenotipo C pero con actividad reducida al 50%.

Ambas variantes son debidas a la condicion de heterocigosis de dos alelos
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comunes con un aleio silente.

La variante PGD Whitechapel no muestra a nivel electroforético ninguna
componente isoenzimatica y el anélisis de los niveles de actividad muestran valores
muy bajos (cerca del 1,1-3% del normal).

Parr y Fitch (1967) han encontrado una forma llamada PGD Dalston gque
presenta las componentes isoenzimaticas de los fenotipes comunes pero con un
valor de actividad del 75%. Este déficit es mas leve gue el Whitechapel y esta
ausente en los linfocitos.

Ambas variantes han permitido la identificacién de un nuevo alelo, silente
s6lo en eritrocitos, flamado PGD*W.

Como resultado, el alelo silente que en heterocigosis con PGD*A y PGD*C
da los fenotipos PGD liford y PGD Newham, presenta una mutacion que determina,
probablemente, una terminacion anticipada de la traduccion y, por lo tanto, las
isoenzimas presentes en los dos heterocigotos resultan ser homodimeros
denominados Sa o Sc.

El alelo PGD*W codifica, sin embargo, para la subunidad Sw, que hace
inestable a los isoenzimas, pero gue presenta la misma movilidad electroforética
que los homodimeros Sa.

Es importante destacar que algunas variantes fenotipicas muestran la
reversibilidad de los patrones electroforéticos tras el tratamiento con NADP o R-
mercaptoetanol. Asi, el genotipo PGD A-Friendship, descrita por Davidson (1967},
presenta tres bandas, una de las cuales es muy débil. El patrén electroforético de
los linfocitos muestra una unica banda de migracidn anédica, mayor respecto de

la que caracteriza el patron del A. Al anadir NADP en el gel de almidon (a

127



concentracion baja de 5 10° M), se alteran ambos patrones electroforéticos v se

observa solo la banda con movilidad tipica del fenotipo A.

INTERES ANTROPOLOGICO:;

El alelo PGD*A es el mas frecuente en todas ias poblaciones humanas. Ei
aielo PGD*C en europeos presenta frecuencias entre el O y 5%, en los africanos
alcanza el 17%, aungque con muchas variaciones, ya gue, incluso en algunas
poblaciones de Africa Central no se ha encontrado. En poblaciones asiaticas
presenta valores muy heterogéneos, la mayoria inferiores al 10%, la maxima
frecuencia se ha encontrado en Bhutan (india, 24%). Este alelo PGD*C no se ha

encontrado en muchas poblaciones amerindias de America del Sur (Harris vy

Hopkinson, 1976} (Figura C.44.}
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Fig. C.44.- Distribucion de las frecuencias porcentuales del alefo PGDYC en el

mundo (tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).

128



Ademas de las variantes gue alteran ia actividad enzimaética, y que ya se han
descrito en el apartado anterior, se han descubierto otras que presentan distinta
movilidad electroforética. En la tabla C.7. aparecen algunas de las variantes raras
identificadas hasta el momento y, en la Figura C.45., el patron electroforético de
algunas de ellas.

Se ha observado gue el patrén de bandas de las variantes PGD A-Natal, PGD
A-N'Ko y PGD C-Natal, tras tratamiento con 3-mercaptoetanol se transforman en

PGD A los dos primeros y en PGD AC la tercera.

Tabta C.7.- Variantes alélicas raras de la enzima PGD.

VARIANTE REF. BIBLIOGRAFICA
PGD*Richmond Parr, 1966 (1)

PGD*Hackney Parr, 1966 (1)

PCD*Friendship Davidson, 1967

PGD*Thailand Tuchinda etal., 1968 (2}
PGD*Elcho Blake y Kirk, 1969
PGD*Freiburg Tarivedian et al., 1970 (2)
PGD*Singapore Blake et al., 1973 (2)
PGD*Kadar Saha et ai., 1974

PGD*Wantoat Blake et agl., 1974
PGD*Camberra Blake et al., 1974

PGD*Oshakat i Jenkins y Nurse, 1974
PGD*(lasplian Blake et al., 1974

PGD*Bombay Blake et al., 1974

PGD*Natal Blake et al., 1974

PGD*HIRI Satoh et al., 1977

PGD*HIR2 Satoh et al., 1877

PGD*NGS1 Satoh et al., 1977

PGD*Aymara Ferrell et al., 1977
PCD*Waltair Naidu et al., 1985

PGD*(Corea Benkmann et al., 1986

PGD* Lombok Sofro y Kirk, 1984

PGD*Ndongue Destro Bisol y Battaggia, 1988
PGD*N'" Ko Destro Bisol vy Battaggia, 1988
PGD*Rome Destro Bisol vy Battaggia, 1988
EGD*Duisburg Weldinger y Scwarzfisher, 1988
bGD*Mediterranean Nervo, 1989

(1) citado por Giblett, {1969)
{2) citado por Blake et al., 1974)
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Fig. C.45.- Patron de bandas electroforéticas de algunas de las variantes raras de

la PGD ftomado de Blake et al., 1974).

Aigunas de las variantes raras presentan frecuencia polimdrfica en ciertas
poblaciones. Es el caso de la PGD*Elcho que, en algunos grupos de aborigenes
australianos aicanza frecuencias del 1-2% (Blake et al/, 1974), o el alelo
PGD*Kadar con una frecuencia de cerca del 4% en un grupo tribal de la india
Meridional (Saha et al., 1974).

Desde el punto de vista clinico, se han descrito algunas ejemplos de

deficiencia parcial de 6-PGD asociados a anemia hemolitica {Beckman, 1878).
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C.1.9 FOSFO-GLUCO-MUTASA 1Y 2 (E.C. 2.7.56.1.)

CARACTERISTICAS:

a fostoglucomutasa (e-D-giucosa 1,6 difosfato fosfotransferasa) es una
enzim: que pertenece a las transferasas. Tiene un papel importante en el
metabolisme glucidico porque cataliza la transferencia de un grupo fosfato entre
la posicion C1 y C6 de la glucosa. Al haberse encontrado de dos formas distintas,
tostato v ditostfato, se dedujo que la reaccion tiene lugar en dos tiempos: en un
primer lugar la fosforiiacion de las transferasas en un residuo serinico por medio de
la glucosa 1,6 difostato (cotactor gue se une covalentemente a la enzima) con la
iiberacion de giucosa 1P; sucesivamente {a enzima cede su grupo fosfato a la
glucosa 6P formando giucosa 1,6 diF {Cuzzocrea et a/., 1984). La reaccion es

reversible, como se puede observar en la Figura C.46.

Fig. C.46.- Esquema de la reaccion catalizada por la fosfoglucomutasa ftomado de

Cuzzocrea et al., 1984,

Esta enzima esta caracterizada por distintas formas moleculares codificadas
por tres loci autesomicoes no asociados: PGM1, PGM2 vy PGM3 (Harris y Hopkinson,

1976). Las isoenzimas PGM1 se descubrieron en los eritrocitos, y se ha visto, que
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estan presentes en otros tejidos y organos, como el higadc, rinon, mdscules,
cerebro y placenta, en algunos de los cuales, la actividad fosfotrasferasica es
mayor gue la encontrada en tos eritrocitos. La PGM2Z2 se focaliza en gldbulos rojos
y otros tejidos somaticos, existiendo diferencias histoespecificas en su actividad.
La PGM3 sélo se ha detectado en leucocitos y en placenta. Cada locus determina
una serie de 2 ¢ 3 isoenzimas diferenciables a través de electroforesis en gei de
almidon (pH 7,4} a causa de una movilidad anddica decreciente PGM3 > PGM2 >
PGM1. Existe evidencia de ctro loct, el PGM4 que se expresa solamente en leche
humana. Drago et a/., (1991) al hacer reaccionar las enzimas PGM1. PGM2, PGM3
y PGM4 con anticuerpos monoclonaies ha observado diferencias, ya gue (a fraccion
lgG del antisuerc reacciona con la PGM1 y con menor especificidad con la PGMA4,
pero no con las PGM2Z y PGM3, lo cual indica que tienen sitios antigénicos
distintos.

Segun Mc Aipine et a/., (1970]) los pesos moleculares de fas isoenzimas PGM
varian segun su origen. La PGM1 varia su Pm entre 50000 y 52000 (Becker,
1980), la PGMZ2Z entre B8000 v 62300 y la PGM3 de 52000 a 53800. La PGM1
gs un pentapéptido en el gue la Serina constituye el grupg de union al fosfato,
siendo este aminodcido esencial para ia actividad enzimatica. Si el grupo OH de la
Ser se esterifica por el fosfofiuorhidrato de disopropiio (DFP) la enzima es inactiva.
Otros inhibidores son el 2,3 Pglicerato, fructosa 1,6 diP, glicerato 3-P, ATP, citrato
y el fosfoenoipiruvato (Becker, 1980).

La determinacion de ia actividad fosfoglucomutdsica ha puestio en evidencia
ague mas del 80% de ésta se atribuye a los productos del locus PGM1. v la restante

en gran parte, al focus PGMZ. Los componentes isoenzimaticos del tocus PGM2
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pueden ser diferenciados de ios de los otros loci porgue tienen actividad
fosforibomutdsica (Harris v Hopkinson, 1876). Los loci PGM1T y PGM3 han
resuftado por el andlisis electroforético polimdrficos en todas tas pablaciones
humanas, mientras que el locus PGM2 solo ha resultado ser polimorfico en algunas
poblaciones africanas del Surinam {Santachiara-Benerecetti ef al., 1963 Geerdink
et al, 1974)

Estos tres loci génicos se han localizado en cromosomas diversos, el locus
PGM1 en el cromosoma 1 en la zona 1p22 y 1p31 (Nguyen et al., 1971; Douglas
etal,, 1973). El gen del locus PGM1 no excede las 34 kb, con una alta frecuencia
de recombinacion (Whitehouse et a/., 1992). La secuencia de bases del RNAmM se
ha observado que son similares a ias del conegjo. El tocus PGMZ en el cromosoma
4 en la zona 4p12 {(Mc Alpine et a/., 1975), v el locus PGM3 en el cromosoma 6

{Jongsman et al., 1973) en la banda 6q12 (Suzuki et a/., 1986)}.

VARIANTES FENOTIPICAS DEL | OCUS PGM1:

La presencia de alelos comunes para el locus PGM 1 fué decrito por prnimera
vez por Spencer et a/., [1964a) a través de electroforésis en gel de almidén {a pH
7,41 en una muetra de poblacion inglesa. Idnetificaron tres fenotipos comunes gue
denominaron 1, 2 y 1-2 {Figura C.47).

Ampos fenotipos 1 y 2 presentan dos componentes isoenzimaticas de
distinta movilidad electroforética: fas bandas a v ¢ para el fenotipo 1, yias b y o
para el renotipo 2. El heterocigoto posee las cuatro bandas: a, 0, ¢, v ¢ {en orden
creciente de movilidad anddical. En todos los fenotipos se encuentran otras bandas

de movilidad anddica mas veloces, llamadas e, ¥y g, que corresponden a los
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productos del locus PGM2. El polimorfismo es debido a la presencia de dos alelos
comunes codominantes y autosémicos, denominados PGM1*1 v PGM1*2. La
ausencia de bandas exclusivas en el patron electroforético del fenotipo 2-1 indica

que cada enzima es un mondmero.
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Fig. C.47 .- Los isoenzimas de la fosfoglucomutasa eritrocitaria en los tres fenotipos

comunes PGM1T 1, PGMT 1-2 y PGM1T 2 (Tomado de Harris, 1975).

Los resuitados al comparar patrones electroforéticos en glébulos rojos de
edades distintas, sugiere que las cantidades relativas de isoenzimas controladas por
un alelo simple varian con la distinta edad media de la poblacion ceiular de la que
provienen, {a actividad de las ispenzimas mas catodicas de cada complejo parece
gue sea maycr en poblaciones celulares mas jOvenes y relativamente mds
inmaduras. Esto sugiere que la isoenzima mas catodica de cada grupo puede ser
la forma primaria sintetizada en la célula, mientras que fas mas anddicas pueden

ser derivadas del primero seguide de modificaciones estructurales secundarias de
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la proteina {(MHarris, 1975).

En 1978, Bark er a/., por medio de la técnica del isoelectroenfoque sobre gel
de poliacrilamida (PAGIF) en un rango de pH 5-7, han revelado la existencia de
patrones mas complejos que no pueden ser identificados a través de electroforesis
convencionales. Las componentes isoenzimaticas electroforéticas a, b, ¢, y d se
han resuelto respectivamente como las isoenzimasa+ ya-, b+ vy b-. c+ yve-yd-+
y d- (Sutton, 1979) determinados por cuatro alelos: PGM1*a1l, PGM1*aZ2,
PGM1*a3 vy PGM1 *a4 (segun la nomenclatura propuesta por Kuhni y Spieimann,
1978), denominados también, PGM1*1+, PGM1*2+, PGM1*1- vy PGM1*2-
{segun Bark er a/.,, 1976}, o bien, PGM1*1f, PGM1*2f, PGM1*1s vy PGM1*2s
{segun Bissbort et al., 1978).

En las Figuras C.48, C.49, C.50 y C.b1. se muestran las bandas gque
resultan a través de PAGIF, relativas a {as componentes isoenzimaticas
electroforéticas a, H, ¢ y d. Kihnf y Spieimann {1378} por medio de esta técnica
han identificado 10 fenotipos comunes, y su patrdn electroforético aparece en la

Figura C.52.
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Fig. C.48, C.49, C.50y C.51.- Caracterizacion de las isoenzimas a, b, ¢ y d en sus

distintos componentes por medio de PAGIF (pH 5-7) (Tomado de Sutton, 1979/
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determinada por PAGIF (pH 5-7) (Tomado de Sutton, 1378/

Scozarietal., (1981} han puesto en evidencia un posterior polimorfismo para
este locus debido a la termoestabiiidad de los productos alélicos (termoresistente
Tr y termosensible 7s). Asi, ha sido posible identificar, con el analisis de la
sensiblidad al calor y el IEF 8 alelos denominados PGM1*2sTs, PGM1*2fTs,
PGM1*2sTr, PGM1*2fTr PGM1*1sTs, PGM1*1{Ts, PGM1 *1sTr y PGM1*1fTr.
Por lo tanto, cadsa alelo ha sido caracterizado por tres sitios especificos,
responsables de los productos: 1/2, s/t y Ts/Tr.

Recientemente, March et a/., (1993} han detectado que en los 317 pares de
bases de la region 3' del DNA del gen gue codifica para ia PGM1, existe un nuevo
polimorfismo por ia presencia de 8 alelos codominantes: PGM1.3'*1, PG 11.37%2,
PGM1.3"*3 v PGM1.3"*4, provocadas por tres sustituciones nucleotidicas en la

regién no trasncrita, que determinan 8 fenotipos. Se ha observado un fuerte
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ligamiento de asociacidn entre el polimorfismo PGM + /- v ei que existe a nivel del
DNA de esta region, pero no aparece asociacion con el PGM1*1 v PGM1*2. Esto
apovya la idea de que la enzima PGM1 estad determinada por dos sitios distintos en
la secuencia codificante, una que codifica para los alelos PGM1*1 v PGM1%*2 v
otro que codifica paraios alelos + vy -, separados por una regién donde tienen lugar
las recombinaciones intragénicas.

Tabién, Hollyoake et a/., (1992) han detectado dos sitios polimdrficos por
la utilizacion de enzimas de restriccion Tagl (llamados A1 y A2 para el primer

polimorfismo 5" y B1 y B2 para el segundo polimorfismo 3').

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA:

Los estudios cuantitativos de Modiano er a/., {1970) han demostrado una
minima diferencia, no significativa, en ios valores de actividad media fenotipica.
Scacchi et a/., {1983) han determinado ia actividad fosfoglucomutasica relativa a
nueve de los diez fenotipos diferenciables porisoelectroenfoque, estas actividades
han resultado significativamente distintas en el orden PGM1 1- < PGM1 1+ =

PGM1T 2- < PGM1T 2+.

También, en el caso de ia PGM1, se han descrito alelos "silentes” PGM1*0
(Fiedier y Pettenkofer, 1969; Seger y Salmon, 1971, Veno et a/., 1276, Herzog y
Libich 1982; Ward et a/., 1985). La actividad fosfoglucomutdsica de fenotipos
heterocigotos para este alelo ha resultado aproximadamente la mitad de la
observada para los homocigotos PGM1 1 y 2. Una ausencia total de actividad se

ha encontrado en un individuo homocigoto para el aleloc PGM1*Q por Fiedler v
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Pettenokofer, 1969. Un caso de actividad reducida, por el alelo PGM1*R ha

sido encontrado por Brinkmann et a/., (1372).

INTERES ANTROPOLOGICO:

Los aleios comunes PGM1*1 vy PGM1*2 se encuentran con frecuencias
polimérficas en todas las poblaciones humanas. Los valores de frecuencia mas
altos para el alelo PGM1 *2 se observan en ias poblaciones eurcpeas, mientras que
los mas bajos en las poblaciones asidticas. Si bien, hay que tener en consideracion
que los vaiores de frecuencia difieren grandemente dentro de cada gran grupo

humano {Figura C.53).
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Fig. C.53.- Distribucion porcentual del alefo PGM1*2 en las distintas poblaciones

humanas (Tomado de Roychoudhury vy Nei, 1988).

139



Ademas de estos tipos fosfoglucomutasicos comunes se han descubierto
otros fenotipos raros (Hopkinson y Harris, 1976). Estos fenotipos son
compinaciones heterocigéticas de los aleios comunes PGM1*1 y PGM1*2 con uno
de i0s alelos raros del mismo locus génico. Ejemplos son los fenotipos PGM1 3-1,
PGM1 3-2, PGM1 4-2, PGM1 5-2, PGM1 6-1 y PGM1 7-1, de los cuales en ia

Figura C.54. aparece el patrén electroforético, junto a ios fenotipos comunes.
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Fig. C.B54.- Patron electroforético de los fenotipos comunes PGM71 7, 1-2y 2 y de

algunaos fenotipos raros (Tomado de Hopkinson y Harris, 1976).

Respecto a los alelos PGM1*1A, PGM1*1B, PGM1*2A Y PGM1*2B, que
se pueden analizar a través de isoelectroenfoque, se ha puesto en evidencia que
existe gran diferencia en sus frecuencias alélicas entre los distintos grupos

humanaos. Asi, paralos europeos, destaca la elevada frecuencia del alelo PGM1T *1A
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{62%), y la baja del PGM1*1B (13%), siendo las de los alelos PGM1*2A vy
PGM1*2B del 19 v 2%, respectivamente. Otros grupos caucasoides de Oriente
Proximo, Norte de Africa y judios presentan la frecuencia del alelo PGM1*1B
menor.

En poblaciones mongoloides las frecuencias mas elevadas corresponden al alelo
PGM1*1A con el 67-59%, la del alelo PGM1*1B es del 11-13% vy la del alelo
PGM1*2 entre el 21 v 23%. En Nueva Guinea el alelo PGM1*2 desciende hasta
el 7%. En estas poblaciones mongoloides, se pone de manifiesto un gradientes de
frecuencias para el alelo PGM1*1B del Noroeste hacia el sureste.

En poblaciones negroides subsaharianas se tienen que diferenciar dos zonas, el area
centro-occidental y la sur-oriental, en base a las distintas frecuencias de los alelos
PGM1*1A y PGM1*1B. La frecuencia del alelo PGM1*1A es méas elevada en la
parte occidental, con frecuencias en torno al 78%, mientras que las del alelo
PGM1*1B solo alcanzan el 5%. En las comunidades negras de América se observa
un cierto mestizaje con las poblaciones amerindias, ya que presentan frecuencias
relativamente elevadas del alelo PGM1*1B y bajas del alelo PGM1*1A (Tartaglia
y Rickards, 1993).

En el caso de los alelos termoresistentes y termosensibles, Scozzari et al.,
{1984) han puesto de manifiesto que en Europa existe un ciine del norte hacia el
sur para los aleios PGM1*1Ts, que presentan valores desde Q,098 en Praga, hasta
0.055 en Népoles. Asimismo, existe una correlacién negativa entre las frecuencias
de los alelos PGM1 termosensibles y ta temperatura del habitat, por lo que se ha
sugerido que existan distintos valores adaptativos asociados a los distintos alelos

PGM1 Tr y Ts.
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Algunos alelos raros para fas poblaciones caucasoides han resuitado ser
polimérficos en otras poblaciones. El alelo PGM1*3, por ejemplo, es un alelo
comun en las poblaciones del drea asiatico-pacifica que alcanza frecuencias de
hasta el 10% en distintas poblaciones de Nueva Guinea y en las islas Carolinas
occidentales (Blake y Omoto, 1975). Frecuencias polimérficas se han encontrado
también, para otras variantes alélicas raras, asi, en el territoric de Queenstand
{Australia) y en poblaciones chinas, la frecuencia del alelo PGM T *6 es superior al
1% vy en las islas Carolinas occidentales los alelos PGM1*7 y PGM1 *4 alcanzan
frecuencias del 6% (Blake y Omoto, 1975). En esta regién, se han identificado
también otras muchas variantes raras.

Todas las variantes fenotipicas identificadas se han reexaminado por
isoelectroenfoque, y en algunas de ellas se han encontrado subtipos , asi, Dykes
et al., (1982) han descrito dos subtipos para la variante PGM1*7 llamadas
PGM1*7 + y PGM1*7-, y Kamboh y Kirk {1983} han identificado dos subtipos para
la variante PGM1 *3 llamadas PGM1*3+ y PGM1*3- {en orden de pi creciente) v
una posterior variante alélica PGM1 *7 Delhi con un comportamiento electroforético
igual al de la PGM1*7.

Santachiara-Benerecetti et a/., {1981) a través de electroforesis en gel de
almidon a pH &cido, método que ha permitido a Bissbort et a/., {1978) determinar
las variantes alélicas PGM1*1f, PGM1 *1s, PGM1*2f y PGM1 * 25, han identificado
el alelo comuin PGM1*1 Twa en una poblacién pigmea del norte de Ruanda con
una frecuencia del 4,5%. La componente isoenzimdtica tiene una movilidad
electroforética catédica mas veloz de los componentes 1s y 1f. A causa del

aumento del numero de variantes alélicas encontradas para este iocus y dada la

142



existencia de distintas nomenclaturas para indicar los distintos tipos identificables
a través de |IEF, en 1983 ha sido aceptada una nomenclatura oficial (Dykes et a/.,
1985). Esta ha denominado los subtipos de los fenotipos 1 y 2 respectivamente,
como PGM1*1A, PGM1*1B, PGM1*2A y PGM1*2B, indicando la A y B las
variantes acidas y basicas. Todas las otras variantes alélicas se han clasificado con
una nomenclatura alfanumérica: W1, W2, W3, W4... segun la velocidad relativa
de migraciéon anddica-catédica. En la tabla C.8. se indican las 30 variantes
clasificadas segun la vieja y nueva nomenclatura, y en las Figuras C.55, C.56 vy
C.57, aparecen los patrones de migracion de estas variantes obtenidas por
electroforesis en gel de agarosio (AGE), isoelectroenfogue en gel de poliacritamida

{(PAGIF) v en gel de agarosio (AGIF).
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Fig. C.B5.- Patron de bandas de las variantes del locus PGM1 determinadas por

AGE (Tomado de Dykes et al., 1985},
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Tabla C.8.- Relacion de variantes raras, encontradas en el Workshop Internacional

de Munich (Alemania), 1983 (Tomado de Dykes et al., 1985).

NOMENCLATURA
NUEVA VIEJA REF., BIBLIOGRAFICA
Wi 3, 3+ Hopkinson y Harris, 1966
W2 3, 3- Takahashi et al., 1982
W3 7, 7+ 1 n
W4 7 , 7 - " H
W5 Dykes et al., 1G85

ol L] LL]

We a7 Dykes y Folesky, 1981
W7 Dykes et al., 1985

2B Dykes et al., 198%

wa 4 Hopkinson y Harris, 1966
WS a9 Dykes y Polesky, 1981
Wlo a8 n " n
14 Dykes et al., 1988

W1l ab " '

lB mn "

le n 11

WlB n" n

W1l4 a6 Dykes y Polesky, 1981
W15 4 Scherz et al., 1981
W16 Dykes et ai., 1985

W17 6HR1 Satoh et ai., 1977

W18 Dykes et al., 1985

W19 6 Hopkinscn vy Harris, 1966
W20 Dvkes et al., 1988

W21 all " "

W22 4 Dobogz v Koziol, 1581
W23 6NG2 Satoh et al., 1977

W24 6RH3 Satoh et al., 1985

W25 5 Dykes y Polesky, 1981
W26 Dykes et ai., 1985

W27 8 Dykes y Polesky, 1981
w28 6HR2 Satoh et al., 1977

W29 6NG3 Satoh et ai., 1985

W30 8NG1 Satoh et al., 1977

W3l Bertrams et al., 1986
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Fig. C.56.- Patron de bandas de las variantes del locus PGM1 con migracion mas
anodica respecto a 1A, determinadas por AGIF (pH 4-8) (Tomado de Dykes et al.,

7985).
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Fig. C.57.- Patrén de bandas de las variantes del locus PGM1 con migracion mas
catodica respecto a 1A, determinadas por AGIF {pH 5-7) (Tomado de Dykes et al.,

1985).
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Carter et a/., (1979) a través de electroforesis en gel de almidon e
iIsoelectroenfoque, han comparado los patrones de migracion de una muestra de 14
primates (7 chimpances, 4 gorilas y 3 orangutanes) con el humano, encontrando
en los primeros, exclusivamente, el fenotipo PGM1 1A. Esta observacion ha
sugerido la hipotesis de |la presencia de PGM1T*1A como alelo ancestral, del cual
se han formado los otros alelos comunes PGM1*1B, PGM1*2A vy PGM1*2B por
medio de dos mutaciones independientes y una siguiente recombinacion
intragénica. La hipotesis puede ser la misma para los otros cuatro alelos
PGM1*W1, PGM1*W2, PGM1*W3 y PGM1*W4, Se ha llevado a cabo distintos
estudios sobre la distribucidn de las frecuencias alélicas para estos ultimos cuatro
subtipos en el area asiatico-pacifica, donde aparecen frecuentemente con
frecuencias polimorficas, incluso en las mismas poblaciones. Takahashi et al.,
{1282) han determinado los vaiores de pl de los productos génicos de estos 8
alelos y han mostrado la aditividad de la diferencia entre estos valores. La peculiar
distribucion de la frecuencia de los alelos PGM1*W3, W4, W1y W2 v la aditividad
de la diferencia de los valores de pl coinciden con la hipdtesis filogenética para &l
locus PGM1*1A representado en la Figura C.58.

Los aielos PGM1*1By PGM1 *2A se han formado probablemente por simple
sustitucion nucleotidica en dos distintos sitios intragénicos. Una sucesiva
recombinacion intragénica entre estos dos dltimos alelos ha dado origen al
PGM1 *2B, que resulta, de hecho, el alelo menos frecuente. También, el alelo
PGM1*W3 se ha formado probablemente por simple sustitucidon nucleotidica del
PGM1*1A vy después sucesivamente ha dado origen, por dos "crossing-over”

intragénicos con el PGM1*2B y con el PGM1*2A, respectivamente al PGM1*W4
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y el PGM1*W1, v finalmente, este Gltimo, al PGM1*WZ.
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Fig. C.b8.- Posible filogenia de los alelos PGM1*1+ (14), PGM1*71- (1B),
PGMT*2+ (2A) v PGMT*2- (2B), PGMT*3+ (W1), PGMT*3- (W2), PGMT*7 +
W3} v PGM1*7- (W4}, u indica la mutacion, y X el posible "crossing-over”.

{Tomado de Takahashi et al., 1982).

VARIANTES FENOTIPICAS DEL LOCUS PGM2:

Investigaciones de Hopkinson y Harris {1965, 1966), en poblacidon negra,
ohservaron variantes en las bandas e, fy g. Por estudios familiares observaron la
independencia del locus PGM1 vy se vid que estas bandas eran reguladas por su
propio locus PGMZ2. Ei nuevo fenotipo, en un inicio se llamo "Atkinson" y se
interpretd como la base del alelo PGM2*2. Este alelo solamente se encuentra, de
forma polimarfica en algunas poblaciones de Africa. Posteriormente, se describio

el alelo PGM2 * 3 liamado "Palmer"” y postericrmente se han identificado numerosas
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variantes eiectroforéticas para el sistema PGM2, que aparecen en heterocigotos
junto al alelo comin PGM2*1, como son el PGM2*4, PGM2*5, PGM2*6, PGM2*6
Ind, PGM2*7, PGm2*8, PGM2*Pyg, todos ellos caracterizados por distinta
movilidad electroforética. Los patrones electroforéticas de algunos de estos alelos

raros aparecen en la Figura C.59.
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Fig. C.59.- Patron electroforético de fos fenotipos raros de PGM2. En todos ellos

el fenotipo def locus PGM1 es 2-1. (Tomado de Blake y Omoto, 71975).
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C.1.10. HEMOGLOBINA (HB)

ESTRUCTURA Y FUNCION:

La hemoglobina es una hemoproteina compuesta por una fraccion proteica
de alto peso molecular {la globina) y de una fraccidon no proteica de bajo peso
molecular, llamada hemo o grupo prostético gue contiene un atomo de hierro.

La globina es un tetramero de, aproximadamente, 64.000 D, compuesto por
dos pares de cadenas polipeptidicas idénticas, dos de tipo @ y dos de tipo no a {y,
€, 6 0 ) ligadas, cada una a un hemo. Las cadenas a estan compuestas por 141
aminodcidos, y las no-a por 146. Cada cadena estd producida bajo el control de un
gen estructural. Por su particular conformacion espacial, cada cadena forma una
"boisa" hidrofébica que recoge el hemo y le permite, manteniendo el atomo de Fe
al estado ferroso (Fe™ ™), llevar a cabo su funcién de unir el G, a nivel de los
alveolos pulmonares y de cederio a nivel de los tefidos. Otros factores como la
concentracion de iones M', de CO,, de acido 2-3 difosfoglicérico, efecto Bohr
influyen en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

En la especie humana normalmente existen tres tipos de hemoglobinas: la
hemoglobina adulta, llamada HB A, la HB A, y la HB fetal o HB F. La HB A
constituye el 97-98% de la HB del individuo normal después del nacimiento, la A,
el 2,0-2,5% vy ta HB F es la hemoglobina propia de la vida fetal y existe en el adulto
$610 como trazas.

La HB A esta compuesta de dos cadenas ¢ y dos cadenas £ (a,8,}, la HB A,

de dos cadenas ¢ y dos cadenas ¢ {a,6,} y ia HB F de dos cadenas ¢ y dos cadenas
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v a.v,). Estas cadenas y pueden ser de dos tipos, las Gy y las Ay diferentes porque

en el aminoacido 136 la G tiene glicina v en la A es alanina.

Como se puede ver en fa Figura C.60., hasta la décima semana de desarrolio
en el embrién existen las cadenas {y €. En la sexta semana inica la produccion de
las cadenas a y y en sus dos tipos A vy G en las proporciones de 3:1. Después
comienza la sintesis de cadenas £, y por lo tanto, la HB A. Esta HB A, a la décima
semana, constituye el 10% del total de la HB del feto, y en el momento del
nacimiento el 20-30%. En los meses sucesivos al nacimiento descienden jos
niveles de HB F y desaparece practicamente al sexto mes de vida, sustituida por
la HB A v, en baja proporcién, por la MB A,. £l lugar de sintesis de estas cadenas
también varia durante el desarrollo ontogénico de modo gue |la eritropoyesis tieng

lugar primero en el saco viteiino, luego en el higado y bazo, y posteriormente, en

ta vida postnatal, en la médula 6sea.

TIPO DE CELULA @ Megaloblasto @ Macrocite ® normocito

e
LUGAR DE LA Higado /--- __—;:’“’//‘ Medula 6sea
ERITROPOYESIS T T .
: e
¥

~ Saco vitelino ¢ bazo |

% DEL TOTAL DE LA
SINTESIS GLOBINIC A

i ™~ ¥ :
S BN l%“‘:}__-*‘ J
3% 1 6 12 18 24 30 36 42 49
NACIMIENTO
EDAD POST-CONCEPCIONAL (SEMANAS: EDAD POSTNATAL {SEMANAS!

£ 1218 24 30

Fig. C.60.- Expresion de los genes globinicos durante la ontogénesis (tomado de

Karisson y Nienhuis, 1985}
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Los distintos tipos de hemoglobinas se pueden distinguir por métodos
electroforéticos, asi, a pH alcalino, la HB A, se reconoce por su movilidad menor
respecto de ia HB A. La HB F tiene solubilidad mucho mayor que la HB A, movilidad
electroforética a pH alcalino levemente menor y se destaca completamente de esta
si se presenta en cantidad suficiente. Esta caracterizada por una gran resistencia
a la desnaturalizacion alcalina y por una curva de absorbancia en el espectro de la
luz UV con banda del triptéfanoc desplazada hacia las longitudes de onda mas bajas

respecto a las de la HB A.

ORGANIZACION CROMOSOMICA, ESTRUCTURA Y EXPRESION DE LOS GENES
GLOBINICOS:

Como se puede observar en ia figura C.61., los genes { y « (cluster g} se
localizan en el extremo distal del brazo corto del cromosoma 16, en un segmento
de DNA de 30 Kb. Los genes f-similares o genes no-a {cluster no-a} se localizan en
la parte distal del brazo corto del cromosoma 11, en un segmento del DNA de 60
Kb. La disposicion de los genes sobre jos respectivos cromosomas es la misma que
la de su expresion ontogénica durante el desarrollo, de 5" a 3’, segun el orden de
transcripcion.

En el cromosoma 11, se encuentran dispuestos del 5’ al 3’, el gen ¢, el gen
G,yel A, elyB el dyelB, enel cromosoma 16 el gen {, los pseudogenes {1, wa?2
y wa?l, tos genes a2 y g1, y finalmente el pseudegen &1.

En el segmento de DNA entre los distintos genes del cluster no-a existen
secuencias repetitivas de dos tipos: los de la familia Alul y los de la famiiia Kpnl,

cuyo nombre corresponde a las enzimas de restriccion que los identifican {Figura
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C.61.). Secuencias del tipo Alul también existen en el cluster a. Todas estas zonas
son sitios con alta frecuencia de recombinacion.

{ as regiones limitrofes con el cluster a, en los extremos 5’ y 3’ contienen
regiones hipervariables (5’HVR y 3’'HVR) que son secuencias repetitivas ricas en
GC. Otra zona hipervariable esté entre los genes {y el (v otras dos entre el 1IVS-|

de los genes {y w(.

CROMOSOMA N°11

5 m’ b m]" [Iﬁ]l [: a1 —ﬂm\ dihiat v a s
+ H

Sequenze Kpn

A
b t : 13 K . Sequenze Alu
. Vs VS 2 R
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: T e T —
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e |11 {H 3 i
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Fig. C.61.- Disposicién de los genes globinicos a y no-a en los cromosomas 11 y
16. En la parte ampliada aparecen la estructura de los genes 8 y al, con los
exones en negro, l0s intrones en blanco y las zonas que no sorn traducidas de los

extremos 5’ y 3’ rayadas (adaptado de Bianco-Silvestroni, 1992).
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En el interior de los cluster @ y no-a hay presentes secuencias
estructuralmente similares a estos genes pero no funcionales y por eso
denominadas pseudogenes. Son genes que probablemente han experimentado una
inactivacion a lo largo de la evolucién de la proteina, desde hace 500 millones de
aflos (Bianco-Silvestroni, 1992).

Todos los genes globinicos tienen una estructura general comun a la gran
mayoria de los genes estructurales de los eucariotas, y por lo tanto, estan
constituidos por exones e intrones. Los genes globinicos, en particular, tienen
todos tres exones y dos intrones. Se sabe mucho acerca de la secuencia de los
genes globinicos y se ha estudiado la funcion de cada una de las partes no
codificantes. Asi, por ejempio, todos los genes globinicos presentan en la
extremidad 5 y 3’ secuencias delimitantes que, aunque no son transcritas, tienen

un papel fundamental en el proceso de transcripcién {Karlsson y Nienhuis, 1985].

INTERES ANTROPOLOGICO:

La secuencia del DNA del cluster globinico, al igual que el resto del DNA,
puede variar notablemente entre los distintos individuos. En algunos genomas se
han encontrado sustituciones nucleotidicas, pequenas delecciones 0 inserciones
que se pueden detectar por el estudio de la secuencia del DNA o por enzimas de
restriccion. Ademas, existen zonas hipervariables, con alta densidad de
polimorfismo, en la regidn a y en la no-a en ei segmento intergénico 4-B, en la
region 5° del gen &, y en el extremo 5’ del gen *y. Ademas se han observado
numerosas traslocaciones cromosémicas de {a regidn 16p13 que afecta a una

region no codificante, variacién en el nimero de genes a debido a "crossing-over”,
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conversiones génicas, inhibicion en la sintesis de una de las cadenas produciendose
las talasemias, etc.. (Antonarakis et a/., 1985). Todo esto apunta a gue el nimero
de variantes que se conocen para la hemoglobina sea elevado como se puede ver

en la tabla C.9., incluso en la actualidad, su nimero serd mayor.

Tabia C.9.- Numero de variantes para la hemoglobina en /las distintas cadenas

ftomado de Spiess, 1989).

NUMERQ DE VARIANTES

CADENA TOTAL POLIMORFICAS
a 144 8
] 269 20
% 32 4
S 15 4

Como se puede observar, la mayoria de estas variantes son raras y se
presentan en un individuo o una familia, o con frecuencias bajisimas en la
poblacidn, por eso, en el campo antropolégico, las que mas nos interesan son las
que alcanzan frecunecias polimérficas. Por ejmeplo cabria citar el caso de 8 lugares
polimdérficos localizados en el extremo 5° del locus 4, en donde aparecen tres
haplotipos con una frecuencia del 94% en la HB A en Grecia, Italia e India, o
también, la zona 3’ dei locus 3; ademds de las provocadas por élgunas mutaciones
puntuales que dan lugar a distintos tipos de cadenas. Asi son de destacar las
mutaciones que afectan a la cadena 3 y por tanto a la HB A, la mas abundante en

el individuo adulto, y que se pueden distinguir por electroforesis (Figura C. 64.).
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Fig. C.64.- Electroforesis de HB A, donde se aprecian algunos de los genotipos
debidos a mutaciones en fa cadena 8 de la globina {Electroforesis realizada en el
laboratorio de Antropologia, del Dipartimento di Biologia, dell’Universita "Tor

Vergata” de Romal.

HEMOGLOBINA S.-

En 1949, Pauling et a/., descubrieron gue los individuos que presentaban un
clerto tipo de anemia liamada falciforme presentaban dos tipos de hemoglobinas,
con distintas propiedades fisicas y electroforéticas. Aparecia tanto la HB A, tipo
normal, como otra que llamaron HB S. Esta nueva variante electroforeticamente
presentaba una banda mas lenta que la de la HB A. En los individuos homocigotos
SS aparecia solamente la banda mas lenta.

Dicha variante hemoglobinica difiere de la hemoglobina normal A por un
cambio de un aminoacido, el glutamico de la posicién 6 de la cadena 3 se ha

sustituido por valina.
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Esta variante es responsable de un tipo de hemoglobinopatia conocida como
"sicklemia” o anemia falciforme, debido a ia forma de hoz o media luna que
presentan los eritrocitos que contienen este tipo de hemoglobina. Dicha anomalia
es producida porque la hemoglobina se polimeriza y forma estructuras tubulares
que distorsionan el hematie, y se forman aglomerados en los capilares. En su forma
mas grave, provoca retraso en ei crecimiento y la maduracion del individuo, y
puede producir la muerte del individuo.

Dicha variante fué identificada dentro de un modelo genético mendeliano
simple. En el caso de los heterocigotos AS, existe una deformacién moderada del
eritrocito y una anemia benigna.

En cuanto a la frecuencia de aparicidén de esta variante, es abundante en
Africa ecuatorial y tropical, con frecuencias que alcanzan valores del 20% en

algunas zonas, existe también en el Mediterraneo y en la India (Figura C.65.}

Fig. C.65.- Distribucion mundial de la frecuencia de la HBR*S (tomado de

Roychoudhury v Nei, 1988).
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Con el fin de investigar sobre el origen de esta mutacién que provoca la HB
S, se han estudiado los polimorfismos del DNA del cluster de la 3 globina, y se ha
observado que existen algunos polimorfismos gue estan fuertemente ligados a esta
mutacion, llegando a la conclusién de que existen, al menos 5 haplotipos distintos
que provocan la siclemia, y que podrian tener diferentes lugares de origen, que
serian cuatro en Africa (Camerdn, Senegal, Benin y Bantd) y otro en Asia (India)
(Kan y Dozy, 1980; Lapouméroulie et af., 1992; Nagel et al., 1985). Estudios
recientes, llevados a cabo en las comunidades negras de Brasil, han puesto en
evidencia que el tipo mds frecuente es el Bantd (66,2%), seguido del de Benin
{23%}, y sélo se ha encontrado un caso con el haplotipo del Senegal {Zago et a/.,

1992).

HEMOGLOBINA C.-

Fué descubierta en 1950 por Itano y Pauling. Como en el caso de la
hemoglobina S, se produce por una mutacién puntual que afecta a la sintesis de
la cadena 13, de modo que en la posicién 6 en lugar de glutdmico aparece lisina.
Esta variante, electroforeticamente, presenta una movilidad mas lenta que la
variante S.

Desde el punto de vista clinico su manifestacién se reduce a un tipo de
anemia no demasiado grave. Aparece en Africa occidental, su frecuencia mas
elevada se encuentra en la meseta de Alto Volta al norte de Ghana, descendiendo
su frecuencia en forma de gradiente en todas las direcciones desde este punto.
Haciendo estudios a nivel de los polimorfismos del DNA, parece ser que el origen

de esta variante seria unico, en el oeste de Africa (Kan y Dozy, 1980), lo cual
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apoya la hipdtesis de un modelo de difusién simple {Cavalli-Sforza y Bodmer,

1971).

OTRAS VARIANTES HEMOGLOBINICAS .-

También son de interés antropolégico otras variantes hemoglobinicas como
la E, descubierta en 1354, en la cual se produce la mutacién del glutamico de la
posicion 26 de la cadena R por una lisina y gue aparece con frecuencias apreciables
en el sur-este asiatico, hasta un 50% en Tailandia; la HB D descubierta en 1951,
con movilidad electroforética similar a la S a pH de 8,6 pero diferente a pH 6, vy
mas soluble que |a S, debido a la mutacidn del acido glutamico de posicién 121 por
glutamina; se distinquen la HB Dg,.., que presenta frecuencias apreciables en
algunos grupos de la India, y sureste de Europa; la HB K, descubierta en 1956, con
frecuencia apreciable en el norte y oeste de Africa, es debida a la mutacidon de
glicina de la posicién 46 por acido glutamico, o la lisina de la posicién 132 por
glutamina; la HB O, descubierta en 1956, que es frecuente en los arabes, bulgaros
e indonesia, provocada por el cambio de glutamico de la posicidén 3121 a lisina, o
bien el glutdmico de @116 por lisina {Spiess, 1989).

Las talasemias debidas a defectos génicos se caracterizan por ia ausencia
o deficiencia en la sintesis de las cadenas giobinicas y se presentan, igualmente,
con frecuencias apreciables en las poblaciones humanas. Originalmente se
encontraron en el Mediterraneo {Thalassemia o anemia de Cooley) en donde son
relativamente frecuentes, y después, se han detectado en todo el mundo. Pueden
ser de varios tipos, de ellas las mas importantes son: la g talasemia cuando afecta

a la cadena a, o bien, 3 talasemia, cuando esta alterada la cadena . Por técnicas
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de DNA recombinante se han podido analizar ios distintos tipos de talasemias
segun el origen del defecto génico, ya que se reduce o elimina la sintesis de las
cadenas por alteraciones que afectan al splicing, el procesamiento del mMRNA, a los
codones de terminacidn, ala poliadenilacién, etc... (Adams y Coleman, 1990; Orkin
y Nathan, 1981). La 3 es la més frecuente, caracterizada por una anemia leve, con
ausencia o poca sintesis de HB A, ¢con HB F incrementada y sintesis de cadena a
elevada. En (talia y Grecia sus frecuencias oscilan entre el 6 y 14%, y son dei 2 al
5% en el sureste asiatico. Por el contrario. la a talasemia es méas grave, e incluso,
los homocigotos mueren antes del nacimiento. Se sintetiza solamente cadena 3 y

v, y aparece con frecuencias apreciables en el sureste asiatico (Spiess, 1989).

SELECCION NATURAL:

En 1849, Haldane al detectar la coincidencia de la distribucién geografica de
la malaria, provocada por Plasmodium falciparum, y de la anemia falciforme sugirié
qgue el mantenimiento del polimorfismo podia deberse a un caso de seieccion, en
el cual, la presencia del alelo HBR*S conferia resistencia a la enfermedad,
fundamentalmente en los individuos AS, ya que, como se ha indicado, en el caso
de los homocigotos SS la siclemia resulta causa de muerte en edad temprana.

La evidencia de que el heterocigoto para el el gen de las células falciformes
es mas eficaz desde el punto de vista bioidgico, procede de dos fuentes principales
(Cavalli-Sforza y Bodmer, 1981):

a) En las areas endémicas de malaria, la frecuencia de las células falciformes
aumenta con la edad, debido a la mortalidad diferencial de los individuos.

b) Una parte de las diferencias en la eficacia bioldgica entre los heterocigotos
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y los homocigotos puede ser debida a la existencia de una fertilidad diferencial. Se
ha observado que las mujeres heterocigotas son mas fértiles que las homocigotas
normaies, porque poseen una tasa de abortos inferior, probablemente debido a que
la infeccion en la placenta causada por malaria, es menos grave en las mujeres
falcémicas respecto a las normales.

Existen cuatro lineas que apoyan la idea de que la malaria sea la responsable
de la ventaja a los heterocigotos:

1) La ya comentada coincidencia en la distribucion geografica.

2) Los experimentos llevados a cabo por Allison en 1954, en voluntarios
negros, en los cuales infectd con Plasmodium falciparum a 15 sujetos normales y
15 que tenian la anemia falciforme, la enfermedad aparecid en 14 de ios individuos
normales y sélo en dos de los 15 falcémicos.

3) Existe una diferencia significativa entre el numero de parésitos
contabilizados por unidad de volumen de sangre, que es mayor en los individuos
normales que en los falcémicos, después de una infeccidn espontanea.

4) Aliison en 1964, comprobd que la incidencia de infecciones graves en
ninos, era dos veces mayor en los homocigotos AA {20%) que en los AS {10%,).
Motulsky en 1964, observd que de cada 100 nifios que morian de malaria, sélo
uno era heterocigoto AS.

Por lo tanto, la fuerte seleccién en contra de los homocigotos 5SS es
compensada por una seleccidn a favor de los heterocigotos AS, los cuales tienen
ventaja en el ambiente maldrico, no sélo frente a los SS, sino también, frente a los
AA, porgue presentan menos tendencia a sufrir la enfermedad, y porque son mas

rasistentes a esta y su manifestacion es menos grave.
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La eficacia se puede expresar por:

1.- el tamano de la descendencia,

2.- la freccion de descendientes que sobrevivien a la edad reproductora,

3.- la fraccion de descendientes que alcanzan la edad reproductora de sus
padres,

4.- la fraccion de descendientes que alcanzan el final del periodo
reproductivo, es decir los 45 afos en la mujer y 55 en el varon.

A partir de diversos estudios, Rucknagel y Neei (1961) obtuvieron una
eficacia bioldgica aproximada para los individuos AA respecto de los AS de 0,85.
Es decir, 1a eficacia de los heterocigotos seria de 1, y la de los sujetos normales
seria menor.

En cuanto al mecanismo de proteccidn, el parésito (Plasmodium falciparumy,
se transmite por la picadura del mosquito Anopheles gque actua como vector.
Cuando el merozoito se encuentra en un eritrocito AS, gue no esta deformado, se
comporta normaimente. Cuando dicha célula, se retiene en un tejido, dada la baja
tension de oxigeno del ambiente y €l bajo pH intracelular, la célula huesped se hace
falciforme, el nivel de potasio desciende y el parasito muere (Friedman y Trager,
1981).

En el caso de las talasemias, también se ha descrito una ventaja selectiva
frente a la malaria, pero el mecanismo protector es distinto. Al parecer, gl parasito
acentlda la capacidad oxidativa del eritrocito por la produccién de perdxido de
hidrégeno. Esto afecta a ios lipidos de la membrana provocando su destruccién y
ia liberacion de potasio interior, de modo que el parésito no se desarrolla en la

sangre de los individuos talasémicos (Friedman y Trager, 1981).
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Para finalizar, destacamos el hecho de que la HB S es uno de los casos mejor
conocidos de la relacion entre seleccion natural y un polimorfismo genético, no
obstante, dado que otras variantes (G6PD, HB C, Talasemia) también se relacionan
con el ambiente maldrico y coinciden geograficamente, fendmenos de interaccién

o solapamiento pueden dificultar la interpretacion de los resultados encontrados.
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C.2. POLIMORFISMOS DEL DNA:

El estudio de la variabilidad genética usando marcadores proteicos presenta
dos limitaciones;

1) la incapacidad de revelar la variabilidad de los genes estructurales que no
determinan sustituciones aminoacidicas en el producto,

2} la imposibilidad de estudiar la porcion del DNA que constituye la mayor
proporcidon en el genoma humano, es decir, la que no codifica para proteinas.

Ambas limitaciones pueden ser superadas estudiando directamente el DNA.
Con la llegada de las tecnologias de DNA recombinante y del clonaje génico, el
descubriento de las enzimas de rastriccion y la posibilidad de secuenciar los acidos
nucleicos estas limitaciones se han superado.

Entre las distintas metodologias, la que utiliza endonucleasas de restriccién
ha resultadc de particular utilidad para los estudios de biologia evolutiva vy
poblacional. Estas enzimas pueden unirse al DNA y cortar la doble hélice en las
zonas correspondientes a una secuencia especifica de 4-7 pares de bases, que son
los Hamados lugares de restriccidén. Si se corta el DNA de un individuo con una
serie de estas enzimas, cada una de ellas reconoce una secuencia de nucledétidos
especifica, asi, se obtienen una serie de fragmentos de DNA que pueden ser
analizados si se hace reaccionar su extremo con fésforo radiactivo, estos
fragmentos pueden ser separados unos de otros por una electroforesis en gel de
poliacrilamida, que diferencia la migracién segun el peso del fragmento, y

posteriormente son visulizados mediante autorradiografia, esta serie de fragmentos
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se llaman polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP Restriction
fragment length polymorphism) (Summers, 1987). De esta forma es posible
comparar distintos DNA, que han sido digeridos con las mismas enzimas de
restriccion. Las diferencias entre el numero vy tipo de fragmentos, estudiando dos
DNA diferentes, se deben a sustituciones de una sola base (mutaciones
puntiformes) que pueden crear un lugar nuevo de restriccién, o bien, tienen lugar
en la secuencia de recongcimiento, y hacen que desaparezca, la enzima no lo
reconoce y por lo tanto no lo corta; en ambos casos, el resultado es un mapa de
restriccion distinto.

Comparando los mapas de restriccién de diferentes individuos podemos
evidenciar las mutaciones que se han producido en el DNA. Este tipo de anélisis,
definido como de restriccidn, tiene un poder de resolucidn que se sitlda en posicion
intermedia entre el analisis de los productos génicos y la secuencia def DNA.
Estudios que han utilizado gran nidmero de enzimas de restriccion son los que se
han llevado a cabo en los genes responsables de la sintesis de la albumina,
hemoglobina o en segmentos concretos de DNA de distintos cromosomas. En el
genoma humano se ha demostrado que, en promedio, una pareja nucleotidica de
cada 300 en el genoma humano varia polimdrficamente (Cooper y Schmidke,
1986}. Una de las primeras utilizaciones de caracter antropoldgico a partir de datos
aportados por este tipo de analisis, fué la llevada a cabo sobre DNA mitocondrial
con la finalidad de establecer las relaciones filéticas existentes entre algunos
primates Hominoidea (Ferris et a/., 1981}, lo cual resultaba muy dificil mediante el
andlisis de genes nucleares. También, con DNA mitocondrial, el equipo de Wilson

en California ha aplicado este método para aclarar el origen del hombre
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anatémicamente moderno. Se utilizé el DNA mitocondrial de 147 individuos
pertenecientes a 5 grandes grupos étnicos con 12 enzimas de restriccion. Este
andlisis ha puesto en evidencia la existencia de dos ramificaciones que sugieren
una divisién con la mayoria de los negroides de una parte, y de otra caucasoides,
mongoloides y el resto de las poblaciones negroides {Cann, Stoneking y Wilson,
1987).

Aunque el andlisis con enzimas de restriccion es muy informativo, no da una
estima efectiva del grado de variabilidad del genoma humano, porque no esta en
condiciones de identificar mutaciones puntiformes, presentes en el interior del
fragmento de restriccién, ni de discriminar entre las distintas posibles mutaciones
que dan origen a la pérdida o adquisicién de un nuevo lugar. Ademas, con el
estudio de RFLP, se pueden confundir mutaciones conformacionales con las
verdaderas mutaciones de longitud (Vigilant et a/., 1988).

En los uitimos anos, se han desarrollado nuevas tecnologias que permiten
tener informacidn sobre la secuencia nucleotidica de un fragmento especifico de
DNA en tiempo breve y en distintos individuos, pudiéndose llevar a cabo estudios
de poblaciones a nivel de secuencia del DNA. El uso de una nueva técnica, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR Pofymerase chain reaction) permite
amplificar un fragmento especifico de DNA en pocas horas y de secuenciar
directamente ese producto amplificado, permitiendo, asi, obtener la secuencia
nucleotidica en sdéio dos dias, superando las dificultades que existen con otras

técnicas moleculares.
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POLYMERASE CHAIN REACTION {PCR)

La PCR es un método de clonaje de DNA prescindiendo de microrganismos
(Saiki ef al., 1985; Mullis et al., 1986). Desde su descubrimiento, hace 5 afos, ha
revolucionado la biologia molecular, por la gran cantidad de usos que se le han
dado {Innis et a/., 1990}. Permite la rapida seleccidn, aislamiento y amplificacién
de regiones de DNA de interés, a partir de cantidades minimas de tejidos, vy
constituye un paso previo para la posterior secuenciaciéon del DNA. Como son
suficientes cantidades minimas, esta técnica permite examinar secuencias de DNA
de tejidos antiguos, que hayan sido secados, congelados o momificados (Paébo,
13889; 1390).

La velocidad con la cual se puede extraer, amplificar y secuenciar permite
tener datos de secuencia a gran escaia, que son Utiles para los estudios de
sistematica o poblacionales.

La PCR utiliza trozos de DNA de 18-25 pares de bases, llamados primers que
fijan los limites de la regiéon a amplificar. Deben ser complementarios o bastante
homdalogos a los segmentos de la regidn a clonar.

La reaccidon de PCR tiene lugar en tres etapas, que son: desnaturalizacion,
complementacidn o annealing y extensidn. La mezcla de reaccidon contiene el DNA,
dos primers que son complementarios a ios extremos de las dos cadenas opuestas,
un tampdén, los cuatro nucleotidos en iqual proporcién y una enzima polimerasa que
es termoestable (7Taq polimerasa).

- En la primera etapa, la temperatura aumenta rapidamente a 94-96°C,
desde 15 segundos hasta 1 minuto. La doble hélice de DNA se desnaturaliza, vy se

disocian las dos cadenas.

166



- En la segunda etapa, la temperatura desciende rapidamente, a
aproximadamente 50°C, y tiene lugar el annealing o complementacion de los
primers con la cadena de DNA.

- En la tercera etapa, tiene lugar la extensidn, que se produce a una
temperatura de 72-74°C para una eficacia maxima de la Tag polymerasa. Se ha
comprobado que a esa temperatura la enzima une de 35 a 100 nucledtidos por
segundo, por lo tanto, en 1 minuto se pueden amplificar 2 Kb.

De nuevo la temperatura sube a 92°C, para la disociacion de fas dos
cadenas. El numero de ciclos necesarios varia entre 25 y 40 dependiendo del

numero de moléculas iniciales (Simon, Franke y Martin, 1991) (Figura C.66.}.

92
6
72
5
o|50 4
TIEMPX TEMP | Oy
25 1. Calentar para despaturalizar 20 seq 92
2. Desnaturalizar 30 seq a2
3. Enfriar 5G seg 50
4. Lnion bi) s8q 50
4 5. Calentar 30 seq 72
6. Extension 180 seq 72
7. Repetir 1 o enfriar indefinide 4
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REACCION EN CADENA DE
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Fig. C.66.- Esquema de ia Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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El poder disponer de datos de secuencia para estudiar la historia evolutiva
de las poblaciones es importante, porque tales datos poseen un poder informativo
muy completc. Con estos es posible confrontar directamente secuencias
nucleotidicas de regiones exoénicas o intrénicas de genes estructurales o de
regiones no codificantes, pudiendo evidenciar cualguier mutacion puntiforme.

£f estudio de la secuencia de genes en poblaciones naturales, nos permite
seguir filogenias de genes y distinguir los que son iguales por descendencia o los
gue presentan una misma mutacion pero no son relacionados ancestralmente, al
menos, en un pasado reciente. En este Ultimo, la identidad por seleccion podra ser
distinta de una identidad histérica. La capacidad de seguir las filogenias de los
genes nos permitird dar respuesta a problemas de migracién, de dimensiones
efectivas de la poblacion, y de repetitividad de eventos mutacionates vy

citogenéticos,

C.2.1. DNA MITOCONDRIAL:

En el DNA nuclear las mutaciones se acumulan lentamente, ademas, los
genes nucleares se heredan de ambos padres y se mezclan en cada generacion.
Esta continua mezcla, provocada por los fendmenos recombinativos, tiende a
oscurecer la historia genética de la secuencia a no ser gue se tomen en
consideracion trozos de DNA estrechamente asociados. Existen dos tipos de
secuencias de DNA que dan solucion a estos problemas: el DNA mitocondrial
{mtDNA) vy las secuencias de DNA especifico del cromosoma Y. La transmision
tanto del mtDNA como el del cromosoma Y es uniparental, solo se heredan por via

materna ¢ paterna, respectivamente, y ademas, no sufren recombinacion. El DNA
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mitocondrial que es una molécula circutar de DNA de doble hélice (Figura C.67.),
formada por 16.569 pb, muy empaquetada, en la cual no existen practicamente

nucleotidos inutiles, y que para el hombre se conoce totalmente su secuencia

(Anderson et af., 18981).

If)-ln)(:iw

(o))

Fig. C.87.- Organizacion de la molécula de DNA mitocondrial. Contiene 13 regiones
qgue codifican para proteinas, 12 de las cuales tienen que ver con el trasporte
electronico y con la sintesis de ATP, ademas estan los genes que codifican para 22

molféculas de tRNA y dos RNAm.
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Presenta la ventaja de gue acumula las mutaciones mas rapidamente, debido
a gue muchas de estas mutaciones no alteran la funcion de la mitocondria, son
neutras, y por lo tanto la seleccién natural no las elimina.

Segun la formula,

E=MF

donde E es ia tasa de evolucion, M es la tasa de mutacién por poblacién y F es la
fraccién de mutaciones fijadas, esta claro que para el DNA mitocondrial la tasa de
evolucion es mas alta, respecto del DNA nuclear debido a gque se filan mas
mutaciones. Por lo tanto, este DNA se comporta como un reloj molecular en el cual
el "tic-tac™ es muy rapido, ideal para identificar mutaciones que se han producido
en un pericdc de tiempo breve, como es la microevolucidn de las poblaciones

humanas {(Wilson et a/., 1885).

C.3.1.1.REGION V

Un cambio evolutivo en el DNA mitocondrial son las mutaciones de longitud
(Cann y Wilson, 1983). Una de estas es |la debida a una deleccion de 9 pares de
bases presentes en un pequefo fragmento que es la region V. Esta regién no
codificante, que se localiza entre el gen que codifica para la subunidad It de la
citocromo oxidasa y el gen que codifica para la lysil-tRNA (ver Figura C.68.). En
este segmento de 121 pb, se incluye una secuencia de 9 pb (-CCCCCTCTA-} que
se repite dos veces (Anderson et al., 1981; Wrischnik et al., 1987}. La deleccion
de una de estas secuencias de 9 pb se ha visto que tiene lugar con relativa
frecuencia en individuos de origen del este asiatico (Wrischnik et al., 1987).

Cuando se lleva a cabo por PCR la amplificacion de este segmento, se hace
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una migracion electroforética en agarosa al 4% vy se tifie con bromuro de etidio, se
puede visualizar directamente el producto amplificado, v se pueden distinguir tos
fragmentos de 112 y 121 pb que corresponden a la region V con la deleccion de

los 9 pb y sin la deleccidn, respectivamente (Figura C.68.).

P23 45

Fig. C.68.- Productos de PCR de segmentos de DNA mitocondrial de la region V

normales y que presentan la deleccion {tomado de Harihara et al., 1992)

En los estudios que se han llevado a cabo hasta el momente, las frecuencias

de la deleccién en la region V, se resumen en ta tabla C.10.
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Tabla C.10.- Frecuencia de la deleccion de fa region V del DNA mitocondrial en

distintas poblaciones.

POBLACION N % DELECCION REF. BIBLIOGRAFICA
AFRICA
AFRICA 14 0,0 Lum et al., 1593
BERBA, BENIN 50 0,0 Rickards y Cann, 1991
FON, BENIN 50 0,0 Rickards y Cann, 1991
DENDI, BENIN 50 0,0 Rickards vy Cann, 1991
BARIBA, BENIN 50 0,0 Rickards y Cann, 1991
AMERICA
ISLA VANCOUVER 63 3,0 Ward et al., 1991
BERING ABORIG. L75 2,0 Shields et al., 1992
INDIGENAS
AMERINDIOS POOL 72 18,0 Horai et al., 1933
PIMA 31 45,2 Schurr et al., 1990
MAYA 37 21,6 Schurr et al., 1850
TICUNA 11 0,0 Schurr =t al., 1950
CAYAPA 50 44,0 Rickards, Cann, 1991
ASIA
ASTIA CONTINENTAL 17 30,0 Lum et al., 1983
ESTE ASIA 34 17,86 Cann, Stoneking y Wilsocn, 1987
JAPON 116 16,0 Heral y Matsunaga, 1986
JAPON 63 19,0 Harihara et al., 19592
ATNU 51 2,0 Harihara et al., 1992
INDONESIA 14 60,0 Lum et al., 1593
KOREA £4 64,0 Harihara et al., 1992
KOREA 13 15,4 Ballinger et al., 1992
MALASTA ORIENT. 14 7.1 Ballinger et al., 1992
MALASIA 14 14,3 Ballinger et al., 1992
MALASTA ARBRCRIG. 32 3.1 Ballinger et al., 1992
SARAH ABORIG. 32 18,7 Ballinger et al., 1992
AN, TATIWAN 20 40,0 Ballinger et al., 19%2
VIETNAM 28 17,9 Ballinger et al., 1992
OCEANTIA
PNG", MONTANA 54 0,0 Stoneking y Wilson, 1989
PNG, MONTANA 30 0,0 Hertzberg et al., 1989
ENG, MONTANA 3 0,0 fum et al., 1993
PNG, COSTA 55 41,8 Stoneking y Wilson, 1989
PNG, COSTA 28 14,2 Hertzberg et al., 198%
ABOR. ASUTRALIA 20 0,0 Cann, Stoneking, Wilson, 1987
ABROR. AUSTRALIA 31 3,0 Hertzberg et al., 19895
ABOR. AUSTRALIA 11 0,0 Lum et al., 1993
SAMOA 30 100,0 Hertzberg et al., 1989
SAMOA 18 8%,0 Lum et al., 1993
MAORIS 30 100,0 Hertzberg et al., 1989
NIVEA 30 100, 0 Hertzberg et al., 1939
TSLA DE COOK 30 87,0 Hertzberg et al., 1989
TONGA 30 77,0 Hertzberg et al., 1939
TONGA 2 100,0 Lum et al., 1993
ETJI 28 82,0 Hertzberg et al., 1989
TOLA 40 8,0 Hertzberg et al., 1989
NEGRITO 37 91,9 Harihara et al., 1992
VEDDA 20 0,0 Harihara et al., 1992
HAWATIT 25 92,0 Lum et al., 1993
MICRONESIA 4 75,0 Lum et al., 1993
EURQOPA
CAUCASOIDES 46 0,0 Cann, Stoneking, Wilson, 1%87.
EUROPA 3 0,0 Lum et al., 1993
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" PNG: PAPUA NUEVA GUINEA.

Como se puede observar, la frecuencia es relativamente elevada en las
poblaciones del este asidtico y de Oceania, y en aquelias que tienen su origen en
dichas poblaciones, en el resto es inexistente.

Por lo tanto, el estudio de la regién V puede ser interesante en grupos que
hayan tenido que ver, segun los datos histdéricos, con poblaciones asidticas,
pacificas o amerindias, porque se puede dar una estima del mestizaje con dichas
poblaciones. Asi, es importante analizar la frecuencia con la cual se encuentra
presente esta deleccion en {as comunidades afro-americanas, que son poblaciones
di o trinioridas, con el fin de valorar la contribucién de genes maternos de la
poblacién nativa americana al "pool” génico actual de estos grupos. Efectivamente,
por ejemplo, Cann et al., (1987} al hacer su estudio para intentar conocer el origeﬁ
de Homo sapiens, detectaron en un individuo negro de Estados Unidos la presencia
de la deleccién y fué interpretado como un caso de mestizaje con indigenas
americanos, ya que, en Africa y Europa, los datos hasta ahora disponibles no han
puesto en evidencia la presencia de la deleccidn en la regidn V (Rickards y Cann,

1891)
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D. MATERIAL Y METODOS



D.1. LA MUESTRA

Se han analizado 255 muestras sanguineas de individuos parcialmente
emparentados pertenecientes a dos comunidades afroamericanas que habitan en
la provincia de Esmeraldas (Ecuador). Asi, se han estudiado un total de 177
individuos de ambos sexos (81 mujeres y 96 varones) que viven a lo largo de! Ric
Cayapas y de sus afluentes y 78 sujetos (46 mujeres y 32 varones) residentes en

la ciudad de Viche (Figura D.1).
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Fig. D.1.- Localizacion geogrdfica de fa Provincia de Esmeraldas, con ef Rio
Cayapas y sus afluentes y con la ciudad de Viche, donde se ha llevado a cabo ja

recogida de /fas muestras.
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Fig. D.3.- Grupo de individuos de la comunidad Afro-americana de Viche.
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Junto a cada muestra de sangre se ha obtenido la siguiente informacidén
relativa al individuo, a sus padres y a sus abuelos: nombre, apellidos, sexo, edad,
etnia, lugar de nacimiento y de residencia. En los analisis solo se han tenido en
cuenta los individuos cuyos dos padres eran definidos como "negros”, habiéndose
excluido los de tipo mixto. A partir de estos datos, se ha elaborado un fichero de
datos, con el cual ha sido posible establecer las relaciones de parentesco dentro de
cada grupo y en la tabla D.1. aparece la composicion de ambas muestras
analizadas, segun su relaciéon familiar. Cabe indicar que aparecieron grupos
familiares de mas de dos componentes, en dichos casos, fueron eliminados los de

namero de protacolo mas aito, permaneciendo exclusivamente parejas de parientes.

Tabla D.1.- Composicidon de la muestra segun la relacion de parentesco.

Rio Cayapas Viche

Sujetos no emparentados 133 58
Parejas padre/madre-hijo/a 12 3
Parejas hermanos 3 3
Parejas medios hermanos 3 2
Parejas tio/a-sobrino/a 2 0
Parejas abuelo/a-nieto/a 2 2
TOTAL INDIVIDUOS 177 78
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La toma de las muestras se ha llevado a cabo por el Prof. G.F. De Stefano,
de la Universita "Tor Vergata" de Roma, Italia, durante los meses de Abril de 1990
para la comunidad de Viche; y en Abril, Mayo y Agosto de 1990 y Abril de 1992
para la de Ric Cayapas.

Cada muestra de sangre se ha extraido por puncidn venosa, recogida en dos
probetas estériles conteniendo ACD como anticoagulante; una de ellas fue
inmediatamente congelada con nitrégeno liquido y la otra mantenida entre 4 y 6°C
durante un maximo de 15 dias. Durante este periodo, fué trasladada al Laboratorio
de Antropologia, del Dipartimento di Biologia deifa Il Universita degli Studi di Roma
"Tor Vergata" vy, ya, endicho labaratorio, inmediatamente, las probetas congeladas
a -20°C fueron introducidas en un arcén congelador a -80°C, para una
conservacion mas duradera de la sangre. Respecto a {as mantenidas a 4-6°C se
procedid a ia separacién del plasma de los hematies, como se indica en el apartado

correspondiente.
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LAMINAS | Y ll: Algunos aspectos de las comunidades afro-americanas de Viche

y de Rio Cayapas (Ecuador).

iy

Dos aspectos del Rio Cayapas, donde habita la comunidad afro-americana, junto

a los indios Cayapas.



T

Grupo de cabanas, junto al Rio Cayapas, donde habita la comunidad afro-

americana.

Aspecto de la Parroquia de Borbon, en las orillas del Rio Cayapas.



D.2. ANALISIS DE LABORATORIO

D.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

La separacion del plasma respecto a los glébulos rojos se ha realizado
mediante una centrifugacion a 1500 rpm, durante 20 minutos (centrifuga mod.
Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Kalkberg, Alemania).

Después de la centrifugacion, se transvasa el plasma (sobrenadante) a otra
probeta y se congela a -20°C,

El sedimento, compuesto por hematies, es sometido a un lavado con la
finalidad de eliminar restos de plasma y otros elementos sanguineos que puedan
alterar los analisis posteriores. Para ello, se le anade igual volumen de PBS
(Phosphate Buffer Saline), cuya composicién es:

- 8,0 g NaCli

- 0,4 g KCi

- 1,0 g Na.HP(O,

- 0,2 g NaH,PO,

- Anadir H,0, hasta alcanzar un volumen de 1000 ml.

El sedimento junto con el PBS se mezcla por inversion y se centrifuga a
1500 rpm, durante 10 minutos.

Se elimina el sobrenadante, vy se repite dos veces el procedimiento anterior,
hasta obtener los hematies limpios.

Finalizada esta operacidn, los eritrocitos lavados se reparten en tres probetas

Eppendorf y se congelan a -80°C, donde se mantienen hasta el momento de la
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determinacion fenotipica por electroforesis oisoelectrofocalizacion. Los eritrocitos,

asi congelados, experimentan un proceso hemolitico.
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D.2.2. METODOS ELECTROFORETICOS

Las electroforesis se han llevado a cabo utitizando como soporte acetato de
celulosa -CELLOGEL- (mod. HR, 5,7x14 cm), un depaositor/aplicador multiple
semimicro, y cubetas electroforéticas modelo France {cod. 11A04/} (todo ello de la
casa Chemetron Labometrics, Milan, /talia). Se han utilizado fuentes de
atimentacidon mod. TITANPLUS electrophoresis Power Supply (Helena Laboratories

Beaumont, USA/.

D.2.2.1. SOPORTE ELECTROFORETICO

Las técnicas electroforéticas sobre acetato de celulosa requieren menor
cantidad de tiempo y ofrecen mejor resolucion respecto a las tradicionales
metodologias sobre geles de almiddn, ademas, precisan un volumen reducido de
hemolizado y cantidades menores de mezcla de revelacion; por ello, se ha elegido
este soporte para el estudio.

Las tiras de acetato de celuiosa, conservadas en una solucion de metanol al
30% para evitar su deshidratacion, deben ser secadas, antes de su uso, entre dos
hojas de papel de filtro y sucesivamente inmersas en el mismo tampoén usado para
la migracién durante un tiempo de 15 minutos, con el fin de permitir que el tampdn
empape uniformemente toda e matriz porosa {equilibrio}). Cuando se produce la
migracion electroforética, retiene asi mayor cantidad de tampodn {iones), pasa
mayor cantidad de corriente y de calor. La misma matriz sufre una modificacién
en la estructura de los poros, ofreciendo una resistencia diferente al movimiento
de las proteinas. Las tiras tamponadas, previamente secadas entre dos hojas de

papel de filtro para quitar el exceso de tampon, se extienden entre los puentes, de
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modo que sus extremidades estén en contacto directo con el tampdn contenido en
los dos compartimentos de la cubeta electroforética. Este montaje debe ser

efectuado rapidamente para evitar la desecacidn de la tira. (Figura D.4).

Fig. D.4.- Esquema de /a cubeta de electroforesis para acetato de celufosa. A:
tapadera; B: cubeta de pldstico; C: tira de acetato de celulosa (Cellogel); D: puente;
E: electrodos; F: tampon de migracion;, G: separacion de la cubeta en dos

compartimentos (tomado de Harris v Hopkinson, 1976).

D.2.2.2. PREPARACION DE LOS HEMOLIZADOS: ALICUOTAS

Los eritrocitos, que han permanecido congelados hasta su utilizacion, deben
ser diluidos con el fin de favorecer una migracion uniforme a través de la fina
estructura reticular de la tira. Para ello, en el momento del analisis electroforético
se han llevado a cabo las siguientes dilucciones:

1.- Enzimas AK1, CA2, ESD, PGD, PGM1 y PGMZ2: se han elaborado

alicuotas 1:1 con agua destilada,
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2.- Enzimas ACP1, ADA y GLO1: se han hecho alicuotas 2:1 con @3-
mercaptoetanol, porque mantiene los grupos sulfidrilo de forma reducida, evitando
ta formacidn de puentes disulfurao, gque provocarian la formacion de bandas
secundarias inespecificas,

3.- Enzima G6PD, se han diluido 1:1 con NADP 10uM, con el fin de que se
estabilice la forma oligomérica de la enzima, y evita el desdoblamiento de las
bandas que se provocan cuando existen contemporangamente formas dimeras y
tetrameras.

A continuacidn, los hematies diluidos se centrifugaron a 12000 rpm durante
unos pocos segundos, con el fin de que sedimenten las membranas {(centrifuga
mod. Biofuge A {Heraeus Sepatech, Kalkberg, Alemania). Con este procedimiento,

tenemos ya preparados 1os hemolizados para su aplicacién elctroforética.

D.2.2.3. MIGRACION ELECTROFORETICA Y REVELADO

Para todas las enzimas, a excepcion, de la AK1 y CA2, que se aplican en el
anodo, se deposita la muestra (cerca de 1,5 ul en 9 mm de ancho) en {a extremidad
catédica de la tira, mediante un aplicador multiple semimicro.

Las técnicas utilizadas son las que aparecen en la Tabla .2, con ligeras
modificaciones que se especifican en las Tablas D.3 - D.11 donde se sefalan los
tampones de migracion, las condiciones electroforéticas, la mezcla de revelacién
utilizados, el patréon de bandas electroforético y el esquema de la coloracién para

cada enzima.
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Tabta D.2.- Técnicas utilizadas para flevar a cabo las electroforesis enzimaticas.

ACP1 Hopkinson et al., (1963)*
ADA Spencer et al., (1968)«
AK1 Spielmann y Kihnl (1982)
CAZ2 Noppinger y Morrison (1981)
ESD Hopkinson et al., (1973)*
PGD Fildes v Harris (1966)*
PGM1 Spencer =t al., {l1%64a)*
PGM2 Spencer et al., (1964a)*
GLO1 Meera Khan y Doppert (1976) y modificada

por Ranzani et al., (1979)
G6PD Betke et al., {1967)

* Modificadas por los Laboratorios Chemetron.

Los tipos de hemoglobina se han determinado al mismo tiempo

gque se realizaba la electroforesis de la G&PD.
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Tabla D.3.- ACP1. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA (E.C. 3.7.3.2.)

Tampon de migracidn Fosfato-clitrato pH 6.4
Voltaje 200 v
Tiempo 90 minutos
Migracién andédica
Tincidn 5 ml tampdn Citrato 0,1M pH 6,0

10 mg 4-metil-umbeliferil fosfato
fe visualiza a la luz UV de 250 nm,
después de 15 minutos de incubacidn
en estufa a 37°C.
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Tabla D.4.- ADA. ADENOSINA DEAMINASA (E.C. 3.5.4.4.)

Tampon de migracidn Fosfato ¢, 14M pH 6.25

Voltaje 230 v

Tiempo 75 minutos
Migracién anddica

Tincidn 5 ml tampdn Tris-HC1 ¢,1M pH 8,0
24 mg Adenosina
& mg MTT

25 ul Xantinoxidasa

25 ul Nucleosidofosforilasa
Lectura a la luz visible,
después de 15 minutos de
incubacién en estufa a
37°C.

ADENOSINA
|

. . |
Adenosina deaminasa 1

INOSINA
nucleosigdo fosforilasa [ Fosfato
HIPOXANTINA
\ MTT
xantin oxidasa m
[\‘—-FORMAZAN
XANTINA
@
—— A L {
——— R . -
- e— oeas s s I R —
Bl === BN sss O N m=as
e — - —
|
origin
ADA 1 2 2-1  L-1  3-1 5-1 5.2 6.1
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Tabla D.b.- AKT. ADENILATO QUINASA (E.C. 2.7.4.3.}

Tampén de migracidn Fosfato 0,14M pH 6,25
Voltaje 280 v
Tiempo 65 minutos
Migracidén catddica
Tincidn 5 ml tampén Tris-MgCl, pH 7,9
75 mg Glucosa
15 mg ADP
5 mg NADP
2,5 mg PMS
2,5 mg MTT
10 ul GePD
10 ul Hexokinasa
Lectura a la luz visible, después de
5 minutos de 1incubacidén en estufa a
37°C.

Adenilato kinasa ATP +AMP

ADP

hexoaumas/a/
k\ GLUCOSA

6PG

Glucosa-6-fosfato /
eshidrogenasa -

T
N
™
NADP NADPH
> PMS <
N
FORMAZAN mTT

@

SHEDE

)
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Tabla D.6.- CA2. CARBONICO ANHIDRASA 2 (E.C. 4.2.1.1.)

Tampdén de migracién Tris-Glicina pH 8,5

Voltaje 350 v

Tiempo 60 minutos
Migracién catddica

Tincidén 20 mi de tampdn Fogfato pH 6,9
0,2 g Agar

15 mg Fluorescindiacetato

2 ml Acetona

Lectura a luz UV de 350 nm, despues
de 20 minutos de incubacidn estufa a
37,

FLUORESCIN ACETATOQ

1
| Carbonico anhidrasa (CA2)
1
1
t

/ .
ACETATO  FLUORESCEINA
{Fuorescente)
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Tabla D.7.- ESD. ESTERASA D (E.C. 3.1.1.1.)

Tampén de migracidn
Voltaje
Tiempo

Tincidén

Tris-citrato ¢,1M pH 7,5

200 v

60 minutos

Migracidén anddica

S ml tampdn Acetato 0,2M pH 5,2

3 ml Acetcona

30 mg 4-metil-umbeliferil acetato
Lectura a luz UV de 350 nm, después
de 5 minutos de incubacidn en estufa
a 37°C.

4-METIL UMBELIFERIL ESTER

(Acetato)

_Esterasa |

r

N
VRN

ANION ACIDO CARBOXILICO 4-METIL UMBELIFERONA

i-1

{Acetato) (Fluorescente)

2-1 2-2
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Tabla D.8.- GLOT. GLIOXALASA 1 (E.C. 4.4.1.5.)

Tampdén de migracidn

Voltaje
Tiempo

Tincidn

GSSG

MTT

Tris-Acido dietil-barbitarico 0, 03M
pE 8,0

230 v

75 minutos (La hemoglobina debe
migrar aproximadamente 2 cm)
Migracién andédica

Solucidon I:

2,4 ml tampdn Fogsfato ¢,1M pH 6,5

1 ml MTT (10 mg/ml)

36 mg GSH

150 pl metil-glioxalato

Solucidon II:

2,7 ml tampdn Tris-HC1 0,1M pH 7,8
0,7 ml dicloroindofenol (20 mg/ml; .
Las tiras se coloran con la solucidn
I durante 1 minuto, se elimina el
exceso de colorante y después se
revelan con la solucidén II. Se dejan
5 minutcs a 37°C en camara humeda.

METIL-GLIOXAL ;

Glioxalasa {
o——————— SLACTOIL-GLUTATION
GLUTATION :

| (@SH |
I

<

DGRﬁ

DCIP

N

~ H
FORMAZAN NO FORMAZAN
(Azul {mas claro)

GLO1 2 2-1 !
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Tabla D.9.- G6PD. GLUCQSA-6-P DESHIDROGENASA (1.1.7.49/

Tampén de migracidn Tris-Edta-Bérico {TEB} pH 8,%
Voltaje 150 v
Tiempo 80 minutos

Migracidén anddica

Poner 100 pl de NADP 10uM en el

catodo.
Tincidn
mg Glucosa 6P
mg NADP
mg MTT
ml PMS
10 mg MgCl.
Lectura a la luz wvisible,
después de 15 minutos de
incubacidn en estufa a
37°C.

[l st S

Nota: Se realizan tres lavados de las tiras de acetato
celulosa con el tampdn de migracidn, de 15 minutos cada uno.

el tercer bafio se aflladen 200 ul de NADP 10 uM.

e FORMAZ AN

Glucosa-6-fasfato- oV
deshidrogenasa
PG - NADPH —
A - m—— I _ —— . ——

191

ml tampdn Tris-HC1 0,1M pHE 8.0

de
En



Tabla D.10.- PGD. FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (E.C.
1.1.1.44)

Tampdén de migracidn Fosfato 0,14M pH 6,25
Voltaje 230 v
Tiempo 60 minutos
Migracidn anddica
Tincidn 5 ml tampdédn Tris-HC1l 0,1M pH 7,5
5 mg Gluconato &P
4 mg NADP
2 mg MTT
1 ml PMS
10 mg MgCl,.6H,0
Lectura a la luz wvisible,
después de 15 minutos de
incubacidén en estufa a
E A

6-FOSFO-GLUCONATO . P NADP . _—~ FORMAZAN

Fosfo-gluconat idr 't y PMS
Y

. AN
o \‘\ / ~
RIBULOSA-5-FOSFATQ - ~~NADPH TeMTT

Eritrocitos
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Tabla D.11.- PGMT Y PGM2. FOSFOGLUCOMUTASA 1 Y 2{E.C. 2.7.5.1.)

Tampdén de migracidn Trig-acido malico 0,25M pH7,4
Voltaje 230 v
Tiempo 7% minutos
Migracion anédica
Tincidn 5 ml tampdn Tris-HC1 G,1M pH 8,0
63 mg glucosa 1P + Glucesa 1,6 di E
3 mg MTT
& mg NADP

120 mg MgCl,.6H,0
15 ul GeED

1 ml PMS

Lectura a la luz visible,
después de 1% minutos de
incubacion en estufa a
37°C.

GLUCQOSA-1-FOSFATO

Fosfogluco-mutasa) G1.6P,

G6p.. —NADP~ . FORMAZAN

/ N/

deshidrogenasa /\
6PG S~ NADPH~  MTT

L

orgin

——ck
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D.2.3. METODOS DE ISOELECTROENFOQUE

El isoetectroenfoque o isoetectrofocalizacion para ia determinacion de los
subtipos de PGM1 vy para ver su termoestabilidad se efectud en geies de
bisacrilamida con un equipo mod. "21717 Multiphor Il Electrophoresis Unit” v mod.
"Muitidrive XL" (3.5 power supply) (Pharmacia LKB, Upasala, Suecia). Se apiicaron

tos siguientes ajustes: V=1200v, 15mA v 15w,

D.2.3.1. SOPORTE PARA EL ISOELECTROENFOQUE
Los geies se prepararon con el ULTROMOULD GEL CASTING UNIT
fPharmacia L KB, Upsala, Suecra) utilizando:
0,870 g de acrilamida (LKB})
0,035 g de bisacritamida (LKB}
1,6 g de sacarosa (Merck)
13,5 mi de H.O bidestiiada
1,5 mi de anfofinas pt 7-5 (LKB)
Se ha llevado a cabo la polimerizacion con;
40 ut de amonio persuifato 10% (LKB)
20 ut de TEMED (LKB).
El tiempo de polimerizacion fué de 60 minutos.
La utilizacion de los geles era inmediata, o bien, se conservaban en trigorifico

a 4°C, cubiertos con una pelicula de plastico, no mas de 24 horas.
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D.2.3.2. SUBTIPOS PGM1: APLICACION, MIGRACION Y REVELADO

La determinacion de los subtipos de PGM1 se efectud segun la técnica
propuesta por Kihnl y Spielmann (1978).

Para la focalizacion isoelectrica se emplearon como soluciones electroliticas
NaOH 1INy PO,H, 1M para el catodo y anodo, respectivamente, con las cuales se
empaparon dos tiras de papel Whattman 3MM, que hicieron la funcion de
electrodos una vez puestos sobre el gel. Se hizo una premigracion de 60 minutos
paraia creacion del gradiente de pH. Las muestras de hemolizados fueron aplicadas
a 1,5 c¢m dei barde catddico {polo negativo) en rectangulos de papel Whatmam
3MiV de 3.5 x @ mm. A los 60 minutos las piezas de papel se retiraron y fa
focalizacion se prolongd por otras tres horas. La mezcla de coloracién consistio en:

0,100 g de Giucosa 1P

0,005 g NADP

0,005 g MTT

0,005 g PMS

22,5 ml de agar 0,75% en tampon Tris/HCH 0,056M pH 7,5 a 60°C.
4,0 ml de H,Q bidestiiada
1,2 ml de MgCl, 1M
15t GEPD

La mezcla de todos estos compuestos se vierten sobre el gel, y se dejan en

estufa a 37°C durante 45 minutos, hasta que se comienzan a visualizar las bandas

(Figura D.5)
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Fig. D.5.- Patron de bandas del isoelectroenfoque de la PGM 1.

D.2.3.3. TERMOESTABILIDAD DE LA PGM1: HEMOLIZADOQOS,

APLICACION, MIGRACION Y REVELADO

Con el fin de poder determinar s los subtipos eran
termoestables/termosensibles, se ha seguido la técnica isoelectroforética segun el
método propuesto en Scozzari et al., (1984).

Las muestras de sangre han sido tratadas de la sigwmente manera: 100 yl de
sangre se pusieron en probetas de vidrio, gue fueron calentadas a 60°C durante
20 minutos en un aparato Multi-Block Heater (Lab-Line Instrument, Hllinois, USA),
y posteriormente puestas en hielo, hasta el momento de tomar las muestras con
el trozo de papel.

Dicha muestra tratada se colocaba en el gel, junto a la muestra no tratada,
para comparar la intensidad de las bandas.

La isoelectrofocalizacion ha sido llevada a cabo segun la técnica propuesta

en el apartado anterior.
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Patron de bandas de la enzima PGM1 por medio de IEF, donde se puede apreciar

los subtipos PGM1*1A, PGM1*1B, PGM1*2A y PGM1*2B. Algunas de las
muestras, presentan a su izquierda, con el mismo numero subrayado, el tratamiento

para analizar la termosensibilidad, por lo que las bandas aparecen menos intensas.



LAMINAS Il Y IV: Patrones de bandas de algunas de las enzimas llevadas a cabo

AB A B BC B AB AC A

Patron electroforético de la ACP1. Patron electroforético de la ACP].

1 1 1~2 1

Patron electroforético de la ESD. Patron electroforético de la PGD.



D.2.4. EXTRACCION DEL DNA

Después de llevar a cabo una seleccién de las muestras, se ha procedido a
la extraccidn del DNA total, a partir de la sangre entera mantenida a -80°C, se ha
efectuado antes de pasar un aflo de la recogida de las muestras.

Dicha seleccion ha consistido en tomar unicamente los individuos no
emparentados, y en el casg de la comunidad de rio Cayapas, aquellos que
presentaban apellidos procedentes de |las madres distintos -segundos apellidos-,
para asegurar distintas lineas maternas.

Todos los tampones, material desechable y de vidrio, han sido previamente
tratados en autoclave, para asegurar la esterilidad.

- El procedimiento seguido es el propuesto por Sambrook et a/., (1989) que
se inicia con la descongelacion de la sangre entera.

- Se afade igual volumen de BLB {Blood Lysing Buffer) a pH 8-9:

MgCl, TmM

NaH,PO, 1 mM pH 6,5

nonidet p40 0,8%

deoxicolato de Na 0,4%

Se anade H,0 hasta un volumen de 1000 ml.

- Se transfiere en un tubo Corex, se mezcla por inversidén y se mantiene 10
minutos en hielo.

- Se centrifuga a 8000 rpm, a 0-3°C, durante 30 minutos (centrifuga modelo
J2-21 Beckman Instruments, California, USA).

- Serecupera el sobrenadante, y el "pellet” se resuspende con 10 ml de BLB,

teniéndose 10 minutos en hielo.

197



- Se centrifuga, de nuevo, a 9000 rpm, a 0-3°C durante 20 minutos.

- Se separa el sobrenadante y el "pellet” se resuspende en 10 mi de TNE
. Tris-HCI 1T0mM pH 8,3
. NaCi 150mM
. EDTA (Na,) 5mM

- Se pasa a un tubo Falcon de polipropileno.

- Se anaden 1 ml de SDS al 10% y 100 ul de proteinasa K {10 mg/mi}.

- Se tiene en digestién a "Bafo Maria", durante 75 minutos a 65°C.

- Se anaden 2 ml de NaClO, 5M y 13 ml de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1).

- Se agita rotatoriamente (agitador planetario Continental Equipment NDRL.
DAS 712000} durante 20 minutos.

- Se centrifuga 10 minutos a 2700 rpm {centrifuga Megafuge 1.0 (Heraeus
Sepatech, Kaltkberg, Alemanial.

- Se separa la fase organica de la acuosa.

- El sobrenadante se pasa a otra probeta Falcon y se anaden 13 mi de
cloroformo-iscamilico (24:1) y se repite el paso previo dos veces.

- El sobrenadante se transfiere a un vaso de precipitados, y se ahade el doble
del volumen de etanol absoluto a 0°C, precipitando asi el DNA. Este se recoge con
una varilla de vidrio por rotacion.

- Una vez obtenido todo el DNA, se deja secar en la varilla, al aire durante
2 minutos, y se introduce dicha varilla en un tubo Fafcon de 5 mi, que contiene 1
ml de Roberts Buffer:

. Tris-Hcl 6 mM pH 8,3
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. Nacl 6 mM
. EDTA (Na,) 0,6 mM.

- Se deja en agitacion rotatoria toda la noche.

- Al dia siguiente, se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos, y se recoge
la solucion en una probeta Eppendorf.

- Se procede a la lectura en un espectrofotdmetro (Hitachi U 2000) a
Jongitudes de onda de 260 nm y 280 nm, calculdndose fa relacion DO 260/ DO
280, y calculdandose la cantidad de DNA en ese ml de sclucidn, con una relacién
de 2500 x DO 260, debido a gue ia densidad 6ptica (DO} de un fragmento de DNA

a 260 nm es 50 y el factor de diluccién empleado es de 50.
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D.2.5. AMPLIFICACION DEL DNA

Para evaluar la presencia de la deleccion en la regidn V se ha procedido a la
amplificacién de este segmento del DNA mitocondrial por el método de la PCR
{Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al., 1985, Mullis et al., 1988; Innes et al.,
1990} mediante el aparato LEP Scientific PREM, utilizando la enzima Tagq
Polymerasa de Termus acquaticus (Perkin Elmer Cetus) y los primers que senala
Wrischnik et a/., {1887):

5 ATGCTAAGTTAGCTTTACAG 3
5 ACAGTTTCATGCCCATCGTC 3
Las ampiificaciones se han obtenido en 25 ul de mezcla total, utilizando:
-DNA10pM .
. Primer | 10 pM
. Primer I} 10 pM
. Tampén de amplificacion
. 0,670 M Tris pH 8,8
. 0,067 M MgCl,
. 0,166 M AmSO,
. 0,100 M RB-mercaptoetanol
. dNTPs
. Tag Polimerasa

. H,0 bidestilada
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Las condiciones de amplificacién son:

92°C

15 seq.

30 ciclos, seguidos de un ciclo final de 10 minutos a 72°C.

Para visualizar la posible presencia de la deleccién se ha procedido a la
electroforesis de los fragmentos amplificados en un gel de agarosa "Low mefting”
(NuSieve) al 6%, usando tampdn TAE:

. 0,04 M Tris Acetato

. 0,001 M EDTA

Todos los productos amplificados se han migrado junto a un "DNA
molecular-weight marker V" (Boehringer Mannheim} con el fin de confirmar la
especificidad del producto amplificado.

Las electroforesis se han llevado a cabo usando un Mini Sub™ DNA
Electrophoresis Cell (Bio-rad, California, lJSA).

Por uitimo, la visualizacidon de la electroforesis de los productos amplificados,
se ha realizado por tincidon con bromuro de etidio, y posterior lectura a luz UV de

350 nm.
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D.3. METODOS ESTADISTICOS

D.3.1. CALCULO DE LAS FRECUENCIAS GENICAS

Tratandose de sistemas que se adaptan a un modo de herencia de tipo
mendeliano, determinados por alelos codominantes, el calculo de las frecuencias
génicas ha sido efectuado por el método del "recuento directo de los genes”™.

Dado que las muestras examinadas incluyen individugs emparentados, las
frecuencias fenotipicas se han calculado sobre tos sujetos no relacionados. Las
frecuencias esperadas para verificar la condicién de equilibrio de la poblacién segun
la hip6tesis de Hardy-Weinberg se han calculado a partir de las frecuencias génicas
obtenidas segun el método propuesto por Guglielmino y Zei {1979}, mediante el
cual los individuos no relacionados por parentesco, se han considerado como
portadores de dos genes independientes. Ademds, respecto a los grupos
emparentados (Tabla D.1, pagina 177}, se ha considerado uno de sus componentes
(el que poseia el nimero més alto del protocolo) como portador de dos genes
independientes, mientras que en el segundo miembro de la pareja se ha tenido en
cuenta la contribucion génica siguiente:

RELACION DE PARENTESCO GENES INDEPENDIENTES

pareja padre/madre-hijo/a 1
pareja de hermanos 1
pareja de medios hermanos 1,5
pareja tio/a-sobrino/a 1.5
pareja abuelo/a-nieto/a 1,6
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El nimero N de genes independientes, asi obtenido, se ha utilizado para
calcular las frecuencias génicas por el método previamente indicado y su error
standard. Este método ha sido aplicado en numerosas ocasiones para muestras con
una problematica similar a fa que se presenta aqui y, ejemplos aparecen en
Santachiara-Benerecetti et a/., 1980; Biondi et a/., 1983; Rickards et a/., 1986.

Se ha calculado el error standard correspondiente para los alelos

polimérficos, segun la formula:

donde p es la frecuencia de un determinado alelo y N es el nimero de alelos
independientes, estimados segun el método ya descrito.
En el caso de que la frecuencia de un alelo sea igual a cero, el valor de S se

calculd segin Morpurgo et af., (1983} con aplicacidn de la férmula:
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D.3.2. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Se ha verificado, en los casos en 1os que ha sido posible, el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Asi, se considera que en una poblacion, las frecuencias
genotipicas estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg si se relacionan con las
frecuencias génicas segun una simple relaciéon cuadratica de un binomio
(considerando loci dialélicos como sucede con las enzimas ACP1 -en nuestra
muestra al no existir ni el alelo ACP1*C ni ACP1*R-, ADA, AK1, CA2, ESD, GLO1,
PGD, PGM1 y PGM2) o de un polinomio (considerando loci con 3 o més alelos
como la HbR). Por la prueba estadistica de x° es posible valorar si las diferencias
entre las clases genotipicas observadas y esperadas, estas ultimas calculadas a
partir de las frecuencias génicas observadas por una simple relacion cuadratica, son
debidas, con un cierto grado de verosimilitud, al efecto del azar {(Rohlf y Sokal,
1969; Sokal y Rohlf, 1979).

La distribucion de x* es una distribucion continua, en la cual las variables
toman sélo valores positivos,; se trata de una familia de distribuciones en funcién
de los grados de libertad, que en este caso se calculan restando al nimero de
clases fenotipicas, relativas al marcador considerado, el nimero de alelos para ese
locus. Se ha establecido el valor del 5% como limite para considerar la significacion
de las diferencias entre las frecuencias genotipicas observadas y esperadas de
manera que por encima de este valor se estima una actuacion importante del azar,
mientras que, por debajo de ese 5%, las diferencias serdn significativas por la
posible actuacidn de otros factores tales como la deriva genética, migraciones,

seleccidn, etc...
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D.3.3. x* DE HETEROGENEIDAD

Se ha verificado la heterogeneidad genética entre ambas comunidades afro-
americanas para cada marcador, usando el test de x?, en el cual, por una tabla de
contingencia se observa el grado de igualdad de las proporciones observadas en
ambas comunidades. EI nGmero de grados de libertad es igual al nimero de

columnas menos uno por el nimero de filas menos uno.

B.4.4. CALCULO DE F,,

El estadistico F,, de Wright {Wright, 1965; 1369) se usa para cuantificar la
heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre las distintas poblaciones o
subpoblaciones regionales de estas. Es una varianza estandarizada de las

frecuencias alélicas y se expresa como

donde A es el nidmero total de alelos, P, es la media aritmética de la
frecuencia alélica en un grupo entero, y o2 es la varianza observada en la
distribucion de las frecuencias alélicas, y p(1-p) es el valor teérico méaximo de o°.
Esta significacidn de las diferencias entre los valores de Fst para distintos pares de
poblaciones se puede evaluar por un test no paramétrico, llamado de Wiicoxon
{Barbujani, 1985), si bien en nuestro caso, hemos utilizado los intervalos de
confianza que senala Wright {1978]).

Nei y Chakravarti {1977) notan que el estadistico Fst asume un ndmero
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debida a los efectos de deriva llega a alcanzar valores muy altos. Por esto, cuando
se hacen este tipo de andlisis interesa utilizar e mayor numero posible de loci y asi,
el error de la varianza disminuye.

Nei {1977} incluyé una modificacién al modelo de Wright, que consiste en
hacer la media ponderada de F,, para los distintos alelos y asi, se resuelve el
problema de que solo se pueda aplicar a locus bialélicos.

Hay que tener cuidado al interpretar los distintos valores de Fst, porque:

1) El tamano de las subdivisiones puede cambiar grandemente el valor de
Fst, y en general, cuanto mas pequenas sean las unidades del total de la poblacién
mas aito es el valor de F_,, debido a que son mas homogeneas.

2} Otro error es comparar las poblaciones de gran tecnologia con otros
pequenos grupos "primitives™, como son los Yanomama, Bundi de Nueva Guinea
0 la poblacién de Bougainville. Los grupos mas "avanzados™ tienden a definir
fronteras politicas y a menudo abarcan diversidad social y cultural .

3} Hay que tener en cuenta los distintos tamanos de las muestras.

Todos estos factores juntos pueden provocar diferencias en los valores de

Fst observados en las poblaciones (Jorde, 1980).
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D.3.5. ANALISIS DE CORRESPONDENCIAS

Las relaciones genéticas entre las distintas comunidades afro-americanas y
las poblaciones parentales ha sido llevada a cabo por el andlisis de
correspondencias de Benzecri {1973) usando los procedimientos CORRESP y
MXPLOT del paquete NTSYS-pc (Rohlf, 1988). Este andlisis estadistico
multivariado es un método para describir de forma sintética tablas de datos
cualitativos (tablas de contingencia) mediante su proyeccién en un espacio
pequefic de pocas dimensiones, minimizando la pérdida de informacidn. Por lg
tanto, este método puede ser descrito como un algoritmo para reducir el espacio
de representacién de datos que proporcionan las imagenes simplificadas de la
realidad multidimensional. Ademas, este analisis, permite describir las relaciones
espaciales que existen entre las filas y las columnas de las tablas de contingencia
analizadas, que en este caso, son fas frecuencias génicas y las poblaciones.

Se calculan las variabilidades lineares compuestas (factores) gue presentan
la méxima potencialidad para describir tas relaciones existentes entre los datos,
concentrandose en {a variabilidad. El primer factor es una combinacién lineal,
estadisticamente independiente, de la variabilidad originat, gue contiene la maxima
variabilidad total presente en el set completo de las variables. Los factores
sucesivos son combinaciones lineares, reciprocamente independientes y gue
explican la cantidad, proporcionalmente decreciente, de la variabilidad residual
existente entre los datos. El nimero maximo posible de factores es igual al nimero
de filas o de columnas de la tabia de contingencia menos uno.

Si consideramos a las frecuencias relativas y marginates como:
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se define la distancia x* entre dos elementos de las filas como:

B, d f.. f.r.
d‘(biibif) =Z fl [fJ-J_ 1’]12

F=1 i. fi’.

y analogamente se tendra entre dos elementos de las columnas:

1 f. 1y
dz(aj;a f) Ef fJ f{.lz

En la representacidén grafica, la similitud entre dos poblaciones, o la
asociacion entre dos genes, estan correlacionadas linealmente con sus distancias
relativas. Cada poblacidn esta cercana a los genes para los cuales esta presenta
altas frecuencias. Los genes que se situan cerca del origen de los ejes no resultan
informativos porque presentan valores de frecuencia muy similares entre todas las
poblaciones.

Este método proporciona también datos analiticos que contribuyen a la
interpretacion del grafico:

1.- las contribuciones absolutas, que informan del valor de variabilidad que
puede ser explicado para cada simple elemento, sea una poblacion o una frecuencia
génica, en el interior de la variabilidad explicada por un factor;

2.-las contribuciones relativas, que indican el valor de variabilidad que puede
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ser atribuida a cada factor en la explicacion de la variabilidad de un elemento.
En otras palabras, las contribuciones absolutas dan la contribucion de cada

punto a la individuacidon del eje, y las relativas indican cuanto un punto esta bien

representado en cada eje (Greenacre y Degos, 1977; Cuadras, 1981; Lebart et af.,

1984: Greenacre et al., 1984, Rizzi, 1985).
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D.3.6. ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS:

El calculo de distancias genéticas permite dar una estima del grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones. Estdn basados en tres tipos de
analisis: distancias de x* como son el método de Sanghvi, Morton o Harpending y
Jenkins; distancias basadas en trasnformaciones angulares como son las de
Edwards y Cavalli-Sforza; o basadas en las sustituciones génicas como es la de Nei
(Lalouel, 1980; Jorde, 1985).

En este estudio se ha llevado a cabo un analisis de distancias genéticas. Para
dicho andlisis se han empleado los coeficientes de Nei (1972), Prevosti {Wright,
1978), Cavalli-Sforza y Edwards (1967) y Edwards (1971; 1374). A partir de los
datos proporcionados por la matriz de distancias genéticas se ha construido el
dendrograma correspondiente mediante la aplicacidn del aigoritmo UPGMA (Sneath
vy Sokal, 1989}, usando el paquete estadistico BIOSYS-1.pc (release 1.7, Swofford

y Selander, 1989).

D.3.6.1. DISTANCIA GENETICA DE NEI (1972).

Nei propone una serie de distancias genéticas definidas en base al numero
acumulado de sustituciones nucleotidicas de un loci, detectadas por métodos
electroforéticos, desde que dos poblaciones divergen entre si de una ancestral
comun. A diferencia de otros modeios que asumen la deriva pura, en este método
se incorpora la mutacién, asumiendo equilibrio entre la deriva y la mutacién. Esta
gstima tiene la ventaja de que si la tasa de sustitucion es constante en el tiempao,
estd relacionada linealmente con el tiempo de evolucién, y en los modelos con

migracidn, esta relacionada linealmente con la distancia geogréfica o area.
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Si se consideran dos poblaciones x e y, con individuos diploides,
apareamiento al azar, y loci multialélicos; se definen x, e y, las frecuencias de los
i alelos en x e y, respectivamente.

La probabilidad de gue dos alelos cogidos al azar de la poblacion, sean

idénticos es:

T3S

i=Y v

Asimismo, la probabilidad de elegir dos alelos idénticos por descendencia de

un loci dado, uno de ia poblacién x y otro de la y, es:

jxy:}: xiyi

Sino hay seleccién y cada alelo es derivado por una mutacién simple en una
generacién ancestral, los valores esperados de /, y j, son igual al coeficiente de
inbreeding de Wright en X e Y respectivamente, mientras que j,, es igual al
coeficiente de parentesco de Malecot.

Laidentidad normalizada de los genes, entre x e y, con respecto al {ocus, es

definido como:

{_?if!_

/ .
Vi,
este valor es una correlacién, por o que va a tener valores que oscilan entre
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0 v 1; siendo maximo cuando las dos poblaciones tienen los mismos alelos con
frecuencias idénticas, y cero cuando no tienen alelos en comun.
La identidad normalizada de genes entre x e y con respecto a todos los loci

gs definido como

donde J,, J, vy J,, son las medias aritméticas de j,, |, v j,, respectivamente,
de todos ios loci, incluyendo los loci monomdérficos.

La distancia genética entre la poblacién x e y se define como:

D=-log 1

Dicho valor es apropiado si la tasa de sustitucion es el mismo en todos los
loci, porque D mide el niumero acumulado de sustituciones aiélicas por loci. La
varianza interlocus es mas aita que la varianza intralocus {a no ser que el tamano
de la muestra sea extremamente pequeno), {a varianza serd mas baja si se anaden
mas loci en vez de si se anaden mas individuos (Jorde, 198%). Este método es
criticado porgue no son distancias métricas (no satisfacen el triangulo desigual:
para poblaciones i, j, v k, dfij} < dfik) + dfjk) donde d es la distancia entre
parejas de poblaciones). Esto solamente ocurre cuando se utiliza un ndmero
pequeino de loci, y si se utiliza un ndmero de loci suficiente las distancias son

asintoticamente métricas.
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D.3.6.2. DISTANCIA GENETICA DE PREVOSTI (WRIGHT, 1978).

Es unindice de distancia que expresa directamente el grado de diferenciacion
entre pobalciones, y es independiente de los valores de frecuencias que se
comparan, del namero de afelos por locus y de los factores que han determinado
la diferenciacién.

Se calcula a partir del valor absoluto de las diferencias entre las frecuencias

alélicas de dos poblaciones X e ¥:

ozlz: 3 [pXGK)-p¥(H)]
J 1 1

donde pX{jk} son las frecuencias del alelo K del locus j en la poblacién X.

D.3.6.3. DISTANCIA DE EDWARDS (1971, 1974) Y ARCO DISTANCIA DE
CAVALLI-SFORZA Y EDWARDS {1967).

Son medidas de distancias genéticas que usan una transformacién angular
de las frecuencias génicas para conseguir varianzas de las frecuencias génicas
independientes de las frecuencias en si mismas. Se ajustan a un modelo de
evolucién en el cual las frecuencias génicas cambian de acuerdo con el proceso de
deriva.

Para evitar |la dependencia del error de muestreo se hace la transformacién

COSB:E VPiPiz
k=1

para medir la similitud genética entre dos poblaciones A y B, donde p,, y pjg son las
frecuencias alélicas del locus dado en las poblaciones A y B, extendiendose la suma

a todos los alelos de cada locus; asi sclamente dependen dei ndmero de genes
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considerados.

lLa representacion de estas nuevas variables en el espacio son
aproximadamente normales con una simetria esférica.

Como la suma de las frecuencias de un locus es la unidad, cada una de ellas
estard representada por un punto sobre la superficie de un octante. El anguto
formado entre los radios correspondientes de las poblaciones es 8, y |la distancia

genética se padra definir como

m
dij=arcoos§ VPP
lo cual en términos geométricos es proporcional a la cuerda sustentada por el
angulo.

El coeficiente de proporcionalidad se puede elegir segun el propdsito del
analisis. Los autores utilizan una cantidad gue tiene el valor de la unidad en el caso
de que la sustitucién génica sea completa.

Como dicha distancia no es euclidea, los autores aconsejan hacer la

aproximacion a fa longitud de la cuerda gue viene dada por la ecuacion:

-3 Vit

Otra transformacion euclidea consiste en la proyeccion estereografica en un

plano tangente a la region de la hiperesfera ocupada por lo puntos que presentan

a las poblaciones, que se define como:
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PSR - L/ P28
"y pdmllt X, pdm]

Estos modelos son a menudo criticados porque las transformaciones no
logran proporcionar independencia en las frecuencias génicas extremas (p < 0,05
y p > 0,95}, A partir de este modelo de deriva se asume igual tamafio para todas
las poblaciones, y por lo tanto no es apropiado cuando la diferencia entre los

tamanos de muestras es grande.

D.3.6.4. ALGORITMO UPGMA

A partir de las matrices de distancias genéticas se han obtenido los
dendrogramas usando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group method using
arithmetic averages, media aritmética de grupos de pares no sopesados) que es una
técnica de agrupacién aglomerativa (Sneath y Sokal 1973).

Consiste en agrupar dos poblaciones (OTUs que son unidades taxondémicas
operativas) cuyas distancias genéticas son fas 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 formacién del cluster, respecto del resto. Este proceso se

repite el nimero 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:
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1) F{Farris, 1972)
f-XD,-D)
es 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 /7y /, y D’; la distancia
de salida de los mismos.

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

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

f
F= 100
Ip,

i

3) El coeficiente de correfacion cofenética (r): oscila entre O y 1, siendo
maxima cuanio mejor sea el ajuste de la representacion con la matriz de distancias

genéticas, ya que expresa el coeficiente de correlacidn entre los
n{n-1)/2

pares de distancias de entrada y salida (Sneath y Sokal, 1973).
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D.3.7. ESTIMA DEL MESTIZAJE

Se ha estimado la proporcién de mestizaje presente en ambas comunidades
afro-americanas por el método propuesto por Krieger et af., (1965), usando el
programa para ordenador PC- compatible MISTURA.

Dicho método que basa el célculo del flujo génico aplicando la méxima
verosimilitud ("maximum-likelihood") ofrece las estimas mas fiables cuando el error
de muestreo en las frecuencias parentales no es grande (Korey, 1978).

Se puede utilizar para sistemas con dominancia o sin ella, dado que hace el
cdlculo de las frecuencias génicas a partir de las frecuencias fenotipicas tomando
como base las de las poblaciones parentales.

Si se considera un locus G con alelos G', G?,...G¥, la probabilidad de un
fenotipo determinado sera:

k

P((I!')zwz_:1 Cpp
El nimero observado de individuos de fenotipo ¢ en el grupo racial es m,,.
Asumiendo que la ley de Hardy-Weinberg y que los matrimonios no son
seleccionados:
c;= 0 si G'G' no estd contenido en el fenotipo @
c;,= 1sii =j y GG no estd contenido en el fenotipo ¢
c;= 2sii # [ y GG no esta contenido en el fenotipo ¢.
Al considerar N, C e | como las proporciones de componente negroide, caucasoide
e indigena (N + C + | = 1), piys Picr P
son las frecuencias de G' en las poblaciones ancentrales, y se supone que se

conocen sin error. Considerando que no existe ni deriva ni seleccion en la poblacion
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hibrida:

Pi=Np+Cp,c+ip,

Se calculan las derivadas parciales del logaritmo de P(¢) con respecto a N,

Cel,

k on
- anP(®) 9P,

51 —op—oN
siendo * : N, C o |. Si se considera que
opJON=p,,

k

y al aplicar fa teoria de la maxima verosimilitud e imponer [a restriccidn de que

C =1-N-1, se transforman las derivadas parciales a derivadas simples, obteniendose

£
dinP(d
u N:“N_“C:Z _a;(‘_){PiN‘P:‘C}
i=1 ;

I

igualmente

oy _
U'=u;—u,

al hacer la suma de todos los fenotipos por ia maxima verosimilitud:
UAFZ Mmaglty
®
y de la suma de informacién:
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UFZ Moty
2
Kmv:z: Mally
)

KNIZZ Mgl iy
L

KH:Z mﬁ“?
3
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D.4. ANALISIS BIODEMOGRAFICO

Al determinar la estructura genética de una poblacion hay que tener en
cuenta su movilidad y el area en el cual se mueven los individuos para elegir pareja,
ya que marcara el espacio en el cual una poblacion comparte su patrimonio
genético.

Con esta finalidad se elaboran las matrices de migracion a partir de
informacidn sobre el lugar de nacimiento de ambos progenitores y del individuo a
analizar. Segun la matriz utilizada se determinan distintos tipos de movimiento:

- Migracion marital: a partir del lugar de nacimiento de ambos progenitores,

- migracién progenitores-descendientes: a partir del lugar de nacimiento de
los padres (en filas) y de los hijos {en columnas). Con esta matriz, se puede
estudiar la estructura geneética de la poblacién porque aporta informacion de dos
generaciones sucesivas. Ademas, se puede conocer la variabilidad en el drea de
estudio por el calculo del estadistico F, de Wright, por la varianza de Wahlund, o
bien el R, de Harpending y Jenkins. Esto es posible, porque en la matriz de
migracion se predice la probabilidad de que un gen dado de una subpoblacién
cualquiera provenga de otra subpoblaciéon dada en la generacién anterior (Pefia-
Garcia, 1988).

Con esta finalidad, se han elaborado las matrices de migracién segun el lugar
de nacimiento de:

- padre x madre,

- individuo x padre, e
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- individuo x madre,
para ambas comunidades.

A partir de estas, se calculd la matriz conjunta segun el lugar de nacimiento
de los progenitores y descendientes.

Para la identificacién de los lugares de nacimiento se han utilizado los mapas
de la zona editados por el Instituto Geografico Militar de Ecuador (con una escala
de 1:50.000.000)}. Dichos lugares se han asignado a distintas parroquias de los
cantones de la provincia de Esmeraldas.

Para la comunidad de Rio Cayapas, en las matrices de migracién se han
considerado como casillas las distintas parroquias del cantén de Eloy Alfaro, otra
con las parroquias que se incluyen en el cantdn de San Lorenzo, otra con el resto
de los cantones de Esmeraidas, y una dltima que incluia otras provincias de
Ecuador y los procedentes de Colombia. En el caso de Viche, se han considerado
las parroquias del canton de Quininde, otra para los cantones mas proximos de
Esmeraldas, Muisne y Atacames, otro para los de Eloy Alfaro y San Lorenzo, y la
dltima para otras provincias de Ecuador y Colombia.

Se han considerado los tamanos de poblacién dei V Censo General de
Poblacién de Esmeraldas (1991}, si bien se ha hecho ta correccién para el
porcentaje de individuos negros. Asi, para el cantén de Quininde se ha considerado
el 20% de la poblacidn, y para Eloy Alfaro el 85% (Maons. Bartolucci, Comunicacién
personail). Ademdés, se ha estimado el tamafo efectivo como 1/3 del tamano
muestral {lmaizumi et al/.,, 1970; Harpending y Jenkins, 1974; Cavalli-Sforza y
Bodmer, 1981; Pena, 1988).

A partir de las matrices de progenitores x descendientes, se ha calculado la
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matriz estocastica de migracién (P} y sobre ésta se ha aplicado el modelo de
Malécot {1950} modificado por Imaizumi et al., (1970} y por Morton (1973) para
obtener una matriz de coeficientes de parentesco entre cada par de
subpoblaciones. La ecuacién de recurrencia de @ en la generacion t se expresa

como:

k=1 X=1 =1
o¥-(1-m)(1-m)Y. PP J2N+Y PP (1-1/2N) 0+ Y PP 0%

donde mj es la presion sistematica y Nj el tamafo efectivo de la subdivision

Esta matriz predice el parentesco a priori, es decir, en relacidn a la
generacidn fundadora. Se ha transformado en un matriz de parentesco condicional

R, en relacion a la generacién actual, de acuerdo con el método de Harpending vy

Jenkins (1974},

donde

Ef=§:Fﬂ“G¢a

ik

y Wi es la proporcién de individuos que viven en la poblacion t.
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Los valores de la diagonal rij de la matriz R representan una prediccion de la
similitud genética esperada entre los individuos de la poblacién i. Su media
ponderada por Nj es Rst que es una medida de microdiferenciacién entre grupos
equivalente a la F,, de Wright {(1973).

También, se calcula el valor de Rst esperado en condiciones de panmixia,

segun la formula:

S-1

yperado
epersdo DN,

donde S es el nimero de subpoblaciones y N, el tamano de la poblacién.

Se obtienen "mapas" genéticos bidimensionales empleando los dos primeros
vectores propios, obtenidos al aplicar el "non parametric Multidimensional Scaling”
{(MDS) sobre la matriz de parentescos R transformada en una matriz de

disimilaridades mediante la formula:

2
d; =rii+rﬁ~2rl.j

Los ejes resultantes se han rotado para conseguir la maxima congruencia con
fos factores obtenidos tras someter la matriz de distancias geogréaficas al mismo
tipo de analisis. Ambos "mapas” pueden ser representados simuitaneamente y, las

diferencias entre las posiciones de las poblaciones en uno y otro, analizadas.
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E. RESULTADOS Y DISCUSION



E.1. MARCADORES PROTEICOS

E.1.1. FRECUENCIAS FENOTIPICAS Y GENICAS:

En las Tablas E.1. y E.2. aparecen la distribucion de fos fenotipos y de las
frecuencias alélicas con sus respectivos errores standard, de los marcadores
estudiados en las comunidades afro-americanas de Rio Cayapas y Viche. El andlisis
de x° aplicado en los casos en los gue ha sido posible, para verificar 1a condicién
de equilibrio de Hardy-Weinberg, ha mostrado solamente diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias observadas y esperadas para
el locus 1 de ta PGM para el sistema A/B, detectable por iscelectroenfoque {(p <
0,001}, posiblemente en relacion con la gran variabilidad de la enzima y el tamanao
de la muestra. En los casos en los gue no ha sido posible efectuar fa prueba
estadistica de x?, por ser, por ejemplo, alguna de las clases fenotipicas igual a cero,
se han calculado tas frecuencias fenotipicas esperadas y se puede observar gue no
existen grandes diferencias entre estos valores teoricos y los observados.

En el caso de la GBPD, en la comunidad de Rio Cayapas, se ha encontrado
en dos varones, una variante que presenta una movilidad electroforética mas lenta
de la variante normal B {93%) y con actividad normal (Figura E.1.). Una variante
rara con igual movilidad ha sido encontrada, también, en la poblaciéon Berba del
Benin [Africa Occidental) {Biondi et a/., 1993) v en la poblacion de Italia meridional
{Rickards et a/., 1988}, si bien no ha sido posible realizar estudios a nivel de la
secuencia del gen, parece ser que se trate de variantes idénticas y con un origen

comun. Se habria originado en Africa, y la ha portado alguno de los esclavos
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llevados a Ameérica. El hecho de que se encuentre en Sicilia podria ser debido a las

migraciones que se han producido desde el norte de Africa (Rickards et a/., 1988).

A AB B V 933

Fig. E.1.- Patron de bandas de la G6PD llevada a cabo en acetato de celulosa,
donde aparecen los fenotipos normales A, B y AB, junto a la variante rara de

movilidad 93%.

Respecto a la termoestabilidad de la PGM1, se trata de un caracter poco
analizado hasta el momento, vy este es el primer dato del gque se dispone para
comunidades afro-americanas. Asi, existen datos de poblaciones caucasoides,
sobre todo europeos, en donde se ha mostrado un cierto polimorfismo (Scozzart et
al., 1984), y, en cambio, para la poblacion Berba del Benin -oeste de Africa- {Biondi
et al., 1993} y para los indios Cayapas de Ecuador (Rickards et al., 1993}, ha
resultado monomorfismo para la termoresistencia (Tr). En las comunidades objeto
de este estudio, la frecuencia de la termosensibilidad es baja, similar en ambas, de
0,024 y 0,026 para Rio Cayapas y Viche, respectivamente, o cual puede sugerir

una contribucion de genes blancos al "pool” génico de estas comunidades.
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Tabla E.1.- Distribucién de las frecuencias fenotipicas
observadas y esperadas, y de las frecuencias génicas con su
respectivo error standard (SE) para los marcadores
enzimaticos analizados en la comunidad Afro-americana de Rio

Cayapas.
Sistema Frecuencia fenotipica Frecuencia génica + SE
Observada Esperada
ACP1Ll
A 1 1,96
AB 35 31,03 ACP1%#A: 0,112 * 0,017
B 120 123,01 ACP1*B: 0,888
Total 156 Alelos independientes: 337,5
¥ ,= 1,503 0,20 < p < 0,30
ADA
1 154 153,20
1-2 1 2,79 ADA*1: 0,991
2 1 0,01 ADA*2: 0,009 + 0,005
Total 156 Alelos independientes: 337,5
AK1
1 156
1-2 0 AK1*1: 1,000 - 0,003
2 0
Total 156 Alelos independientes: 337,5
Ca2
1 146 145,50
1-2 8 8,38 CA2%1: 0,972
2 0 0,12 CA2%2: 0,028 + 0,009
Total 154 Alelos independientes: 333,5
ESD
1 142 145,50
1-2 14 13,69 ESD*1: 0,954
2 0 0,33 ESD*2: 0,046 + 0,011
Total 156 Alelos independientes: 337,5
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Sistema Frecuencia fenoctipica Frecuencia génica * SE
Observada Esperada

G6PD

B 67 G6PD*B: 0,744 * 0,046

A 13 G6PD*A: 0,145 * 0,037

A- 8 G6PD*A-:0,089 £ 0,030

V (93%) 2 G6PD*V: 0,022 + 0,015

Total < 90 Alelos independientes: 90

GLO1

21 28 30,75

1-2 81 77,02 GLO1*1: 0,444 £ 0,027

2 47 48,23 GLO1*2: 0,556

Total 156 Alelos independientes: 337,5
x5= 0,483 0,30 < p < 0,50

HBB

A 104 102,95

AC 31 34,36

AS 1z 12,38

cC 5 2,86 HBR*A: 0,815 + 0,021

cs’ 2 2,06 HBR*C: 0,136 + 0,01¢

ss® 1 0,37 HBR*S: 0,049 = 0,012

Total 155 Alelos independientes: 335,7
xi,= 2,060 0,30 < p < 0,50

PGD

A 142 141,68

AC 14 13,56 PGD*A: 0,953

C 0 0,35 PGD*C: 0,047 t+ 0,012 )

Total 156 Alelos independientes: 337,5

PGM1

1 118 115,38

1-2 32 37,56 PGM1*1: 0,56¢0

2 6 3,06 PGM1+*2: 0,140 * G,01°

Total 156 Alelos independientes: 337,5
= 3,70 0,05 < p < 0,10
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Sistema Frecuencia fenotipica Frecuencia génica + SE

Observada Esperada

PGM1-IEF
1A1A 82 74,44
1A1B 28 35,88
1B1B 7 4,32
1A2A 18 23,20
1A2B 2 6,87
1B2A 6 5,59
1B2B 6 1,66 PGM1*1A: 0,693 + 0,025
2AZA 4 1,81 PGM1*1B: 0,167 + 0,020
2A2R° 2 1,07 PGM1*2A: 0,108 * 0,017
2B2B’ Q 0,16 PGM1*2B: 0,032 * 0,010
Total 155 Alelos independientes: 335,7

xi= 23,28 p < 0,001
PGM1-TERMOESTABILIDAD*
1ATr 1BTr 26
1ATr 1BTs 1 1ATr: 0,379 = 0,043
1ATs 1BTr 1 1ATs: 0,008 * 0,008
1ATr 2ATr 18 1BTr: 0,314 1+ 0,042
1ATr 2BTr 2 1BTs: 0,008 £ 0,008
1BTr 2ATr 6 2ATr: 0,210 * 0,036
1BTr 2BTr 6 2ATs: 0,000 + 0,008
2ATr 2BTr 1 2BTr: 0,073 + 0,023
ZATr 2BTs 1 2BTs: 0,008 * 0,008
Total 62 Alelos independientes: 124
PGM2
1 155 155,06
1-2 1 0,93 PGM2*1: 0,997
2 0 0,01 PGM2*2: 0,003 = 0,003
Total 156 Alelos independientes: 337,5

' F%notipos gque se han sumadc para llevar a cabo el test de
¢ La termoestabilidad de la PGM1, dado que es un caracter
dominante (Tr > Ts), con una frecuencia may alta en las
poblaciones hasta ahora analizadas, y que en poblaciones
de Africa y de indios Cayapa (ver capitulo de historia)
era monomdrfica, se ha efectuado sédlo sobre los
heterocigotos.
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Tabla E.2.- Distribucidén de 1las frecuencias fenotipicas
observadas y esperadas, y de las frecuencias génicas con su
respectivo error standard (SE) para 1los marcadores
enzimadticos analizados en la comunidad Afro-americana de

Viche.
Sistema Frecuencia fenotipica Frecuencia génica * SE
Observada Esperada
ACP1
A 3 2,97
AB 22 22,48 ACP1*A: 0,209 * 0,033
B 43 42,55 ACP1*B: 0,791
Total 68 Alelos independientes: 148
x5= 0,015 p = 0,90
ADA
1 67 67,05
1-2 1 0,94 ADA*]l: 0,993
2 0 0,01 ADA*2: 0,007 * 0,007
Total 68 Alelos independientes: 148
AK1l
1 64 64,38
1-2 4 3,57 AXK1*1: 0,973
2 0 0,05 AK1*2: 0,027 * 0,013
Total 68 Alelos independientes: 148
CA2
1 59 58,81
1-2 6 6,98 CA2%*]: 0,944
2 1 0,21 CA2%2: 0,056 * 0,019
Total 66 Alelos independientes: 148
ESD
1 54 53,26
1-2 13 13,84 ESD*1: 0,885
2 1 0,90 ESD*2: 0,115 * 0,026
Total 68 Alelos independientes: 148
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Sistema Frecuencia fenotipica Frecuencia génica * SE
Observada Esperada

G6PD

B 22 G6PD*B: 0,759 + 0,079

A 3 GePD*A: 0,103 + 0,056

A- 4 G6PD*A-:0,138 + 0,064

Total 29 Alelos independientes: 29

GLO1

1 7 5,96

1=-2 24 28,34 GLO1*1: 0,296 * 0,037

2 37 33,70 GLO1*2: 0,704

Total 68 Alelos independientes: 148
xi= 1,17 0,20 < p < 0,30

HBf

A 59 59,96

AC 2 1,79

AS 7 6,00

cC g 0,01 HBB*A: 0,939 % 0,020

CS 0 0,09 HBB*C: 0,014 * 0,009

Ss 0 0,15 HBB*S: 0,047 * 0,017

Total 68 Alelos independientes: 148

PGD

a 67 66,65

AC 1 1,34 PGD*A: 0,990

C 0 0,01 PGD*C: 0,010 * 0,008

Total 68 Alelos independientes: 148

PGM1

1 52 51,24

1-2 15 15,58 PGM1*1: 0,868

2 1 1,18 PGM1%*2: 0,132 + 0,029

Total 68 Alelos independientes: 148
x,= 0,060 0,80 < p < 0,90
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Sistema Frecuencia fenotipica Frecuencia génica * SE
Observada Esperada

PGM1-IEF

1A1A 23 22,72

1A1B 24 22,72

1B1B 5 5,68

1A22 4 6,53

1A2B 4 3,93

1B227 4 3,26

1B2Bf 3 1,96 PGM1*1A: 0,578 * 0,041
2Aa2n7 1 0,47 PGM1*1B: 0,289 % 0,037
2A2B* 0 0,56 PGM1*2A: 0,083 * 0,023
2B2R* 0 0,17 PGM1#*2B: 0,050 * 0,018
Total 68 Alelos independientes: 148

xh= 1,57 0,50 < p < 0,70

PGM1-TERMOESTABILIDAD®

1ATr 1BTr 22 1ATr: 0,385 £ 0,055

1Ats 1BTr 2 1AT=s: 0,026 + 0,018

1ATr 2ATr 4 i1BTr: 0,397 + 0,055

1Atr 2BTr 4 1BTs: 0,000 ~ 0,013

1BTr ZATr 4 2ATr: 0,102 t+ 0,034

iBTr 2BTr 3 2ATs: 0,000 - 0,013

2ATr 2BTr 0 2BTr: 0,090 t 0,032
2BTs: 0,000 - 0,013

Total 39

PGM2

1 68

1-2 0 PGM2*31: 1,000 - 0,003

2 0

Total 68 Alelos independientes: 148

Aog

Indica que los fenotipos han sido sumados para el
cadlculo del ¥°.

Igual que en el caso de la comunidad Afro-americana de
Rio Cayapas, al ser l1la PGM1 Tr/Ts dominante, la
determinacién ha sido efectuado solamente en 1los
individuos heterocigotos.
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E.1.2. COMPARACION ENTRE LAS DOS COMUNIDADES

ANALIZADAS:

El test de x° aplicado para valorar la presencia de heterogeneidad entre ias
dos comunidades {Tabla E.3.} ha mostrado diferencias estadisticamente
significativas, con valores de p inferiores a 0,01, para los marcadores ACP1, AKT,
ESD, GLO1, HBy PGM1-IEF. Estas diferencias indican que en las dos comunidades
pueden haber tenido lugar procesos histdricos y microevolutivos distintos gue las
han diferenciado, a nivel de las frecuencias alélicas, en {os distintos marcadores

enzimaticos.

Tabla E.3.- x* de heterogeneidad para los distintos sistemas en las comunidades

afro-americanas de Rio Cayapas y Viche.

SISTEMA VALOR DE x’  CORREGIDO POR YATES G.L. INTERVALOD DE P

ACPL 77,8991 7,1238 1 0,001 < p < C,01

ADA G, 3555 0,0298 1 0.80 < p < 0,90

AK1 9,1432 6,1458 1 0,01 < p < 0,02

CAZ2 2,2933 1,5666 1 0,20 < p < 0,30

ESD 7.,8121 65,7480 1 0,001 < p < 0,01

GLO1 8,3037 88,3117 1 0,001 <« p < 0,01

MBS 17,4964 2 p < 0,001
PGD 4,1951 3,1854 1 0,10 < p < 0,05

PGM1 00,2140 ¢,1036 1 0,70 < p < 0,80

PGML-TIEF 23,13 3 p < 0,001
PGM2 G,4420 0,1774 1 0,50 < p <« 0,70

G6PD 0,7832 2 0,50 < p < 0,70

No sabemos si la comunidad negra de Colombia, que ha sido la que ha
aportado mayor contribucién a la poblacion afro-americana de Ecuador (ver
historia) es geneticamente tan heterogénea como para justificar por completa las

diferencias observadas entre ambas comunidades, ya que los Unicos datos a
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disposicion para esta comunidad son los relativos a un estudio llevado a cabo en
una muestra mixta de 134 individuos procedentes de distintas localidades, para el

sistema ABO, Rh, HBRB vy deficiencia de la G6PD {ver tabla E.4.).

Tabla E.4.- Frecuencias génicas de los sistemas estudiados en fa comunidad afro-

americana de Colombia, en comparacion con fas de Rio Cayapas vy Viche.

ABO*A ABO*B RH*d HBE*C HBE*S Def G&6PD REF.
COLOMETIA ¢,101 G,045 0,158 0,057 0,026 0,130 1
RIC CAYAPAS 0,090 0,053 0,275 0,136 0,049 0,090 2
VICHE 0,083 ¢,108 0,131 0,014 0,047 0,140 2

1. Monsalve et af., (1987).
2. ABO y RH: De Stefano {(comunicacion personat).

La presencia de heterogeneidad en Colombia podria ser una de las posibles
causas de la diversidad encontrada entre las dos comundades afro-esmeraldefas
de Ecuador, si bien, la histaria y los procesos microevolutivos que han determinado
la estructura genética de estas dos comunidades tienen posiblemente el papel mas
importante. Desde este punto de vista, sabemos que la comunidad de Rio Cayapas
es una comunidad que se ha quedado aislada desde hace por lo menos tres siglos,
mientras que la de Viche, que es una comunidad urbana, con origen reciente (en
los afios cuarenta) con individuos procedentes de distintos localidades, y que se
han mezclado en gran medida con la comunidad de ladinos {ver historia vy

resultados de biodemografia).
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E.1.3. COMPARACION CON LAS POBLACIONES PARENTALES Y
OTRAS COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS:

El siguiente paso ha sido el de comparar estas poblaciones afro-americanas
con las poblaciones gue han podido constituir su sustrato original, parentales, para
ver su posible contribucién al "pool™ génico de las comunidades negras de Rio
Cayapas y Vichey, a continuacidn, se han relacionado con otras comunidades afro-
americanas, para las cuales existen estudios de los marcadores genéticos

considerados en el presente estudio.

E.1.3.1. POBLACIONES COMPARADAS:

E.1.3.1.1. POBLACION PARENTAL CAUCASOIDE

Respecto a las poblaciones parentales, en el caso de la componente
caucasoide se ha considerado una mezcla de series espanolas y se ha elaborado
una media ponderada segun el tamafo de las muestras procedentes de las regiones
de Andalucia, Castilla y Galicia por ser los que aportaron mayor ndamero de
emigrantes a América, como ya se habia documentado en el capitulo de historia
{pagina 29); ademas de las series de residentes de Madrid y Barcelona, por ser
muestras representativas de toda Espana, particularmente de las regiones centrales
y de Andalucia. Se han considerado las distintas provincias enigual proporcién, por
no existir hetercgeneidad respecto a las frecuencias alélicas, para las distintas
localidades. En la Figura E.2. aparece un mapa de la Peninsula Ibérica con las
poblaciones consideradas y en la tabla E.5. se muestran las frecuencias de los

distintos alelos para dichas muestras espanolas y la media ponderada obtenida.
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Referencias bibliogréficas de la tabla E.5.: 1: Afonso et al., 19893; 2: Martell et a/.,
1986; 3: Goedde et al., 1972; 4: Romero et al.,, 1986; Gamero-Lucas et al., 1991;
5: Espinola Arias, 1984; Perez Gutierrez 1288, 6: Garcia et a/., 1976; Goedde et
al., 1972; L.6pez Larrea et al., 1981, 7. Martinez Pancorbo et a/., 1983; Martinez
Pancorbo et a/., 1986; Martinez Pancorbo et al., 1989, 8: Martinez Pancorbo et al.,
1983; Martinez Pancorbo et a/., 1986; Martinez Pancorbo et af,, 1987; Martinez
Pancorbo et a/., 1989, 9: Blazquez Caeiro, Comunicacidn personal; 10: Busi et a/.,
1979; Gremo, 1988; Pellicer y Casado, 1970; 11: Moreno y Morai, 1981; Moral
y Panadero, 1984; Ribo et al.,, 1988; 12: Augeto et al., 1986; Moreno, Mas y
Ribé, 1989; 13: Caeiro et al., 1982; Caeiro et a/l., 1987; Caeiro, comunicacion
personal; 14: Carracedo, 1982; Carracedo y Concheiro, 1982; Carracedo vy
Concheiro, 1983; 15: Goedde et a/., 1972; 16: Carracedo et al., 1987.

Nota.- En el caso de la G6PD, se han tenido en consideracién los trabajos de
Pellicer y Casado {1970) y de Flatz y didren {19867), si bien no figuran en la tabla,

por tratarse de distintas provingias.
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Tabla E.5.- Frecuencias alélicas en las distintas muestras espafiolas, y media

ponderada segin el tamario de la muestra.

POBLACION REF.] ADA*1| ADA*2| ARL1*1| AR1*2| ESD*1| EsD*2| ESD*5 CA2+]1 |GLOLl*1 (GLOL1*2 | GD*B GD*A GDA- PGD*A| PGD*C|ACP1*A|ACPL*B|ACP1%C|PGMI*1A| FGMI*IB PGMI1*2A | PGM1*2E | PGM1%1 {PGM1*2
PENINSULA IBERICA 1 0,817 0,183 0,422| 0,578| 1,000| 0,000| 0,000} 0,959| 0,041| 0,270 0,703} 0,027 0,700| 0,298
(residentes Tenerife) (131) {148} (175} (135) {128} (146)
PENINSULA IBERICA 2 0,800 0,200 0,400( 0,600 0,950| 0,050/ 0,310} 0,640 0,040 0,630| o,360
(residentes G. Canacia) {66} (81) (76) (65) (81)
SEVILLA 3 0,943| 0,057| 0,952| 0,048 0,983 o,017| ©,397| 0,580 0,023 0,772| 0,228
(2183 {218} (209} (213) (219)
CRDIZ 4 0,942} 0,058| 0,947| 0,053| 0,903| 0,097 0,997 0,003
(458) (436) (398) (414)
ANDALUCIA ORIENTAL| 5 0,842| 0,158 0,279| 0,696| 0,025| 0,606| 0,125| 0,191| 0,078 0,731 0,269
(352) {385) (405) (405)
MADRID 6 0,966| 0,034| 0,961 0,039 0,416] 0,584| 0,992| 0,000 0,000| 0,984| 0,016) 0,324} 0,624} 0,052 0,785| 0,245
{Centro Meseta) (160) (203) (100) (629) (188) (190) (212)
LEON 7 0,915| 0,085 0,568| 0,432 0,962| 0,038} 0,233| 0,729 0,038 0,737| 0,263
(118) {118) (118) (118) (118)
BURGOS 8 0,899 0,101 0,580 0,420 0,979| 0,021} 0,282 0,723| 0,025 0,828} 0,172
(119) {118) (114) {119) {119)
VALLADOLID 8 0,829] 0,171 0,592 0,408 0,972| o,028| 0,278| 0,699| 0,023 0,727| 0,273
(108) (108} (108) (108) (108} :
PALENCIA /ZAMORA 8 0,866 0,134 0,565| 0,435 0,980{ 0,020| 0,287 0,691 0,022 0,750| 0,250
(93) (90) (49) (68) (92)
LEON 9 0,568| 0,432 0,972| 0,028| 0,251| 0,718} 0,031
(3208) (308) (308)
MADRID 10 0,448| 0,582| ©,993| 0,000| 0,000 0,275| 0,678 0,047| 0,663 0,097| 0,189| 0,051 0,760} 0,240
{residentes) (194) (266) {952) {736) (736)
BRRCELONA 11 0,962| 0,038 0,882 0,118 0,464] 0,536 0,975| 0,025| 0,297] 0,642| 0,061
(residontes) (238) (440) (181) (252) (440}
BARCELONA 12 0,888 0,112 0,446| 0,554 0,277| o0,648| 0,075| 0,586 0,124] 0,238) 0,055) 0,710/ 0,290
(residentes) (430) {625) {944) {771) {771}
GALICIA 13 0,891| 0,109 1,000 0,493| 0,507
{543) {506) | (500} ; ~
GALICIA 14 0,950} 0,050| 0,961| 0,039 0,879| 0,121 0,423| 0,577 0,978| 0,022| 0,278 0,686| 0,036{ O0,621| 0,114| 0,211| 0,054 0,735| 0,265
(1086) (1086) (1085) | (319) {1086) (1086) {1086) (1086)
LUGO 15 0,951} 0,049} 0,978| 0,022 0,975| 0,025| 0,298| 0,666| 0,036
{234) (249) (240) (253)
GALICIA 16 0,874} 0,104| 0,022
(394)
PROMEDIO 0,950| 0,050| 0,959| 0,041| 0,877| 0,121} 0,002| 1,000} 0,482| 0,518 0,997| 0,000} 0,003 0,978| 0,022| 0,283| 0,672 0,045 0,620| 0,114} 0,209| 0,057 0,737| 0,263
(2394) (2197) {4277) (506) | (2265) (2671) (31797) {5377) {2998} (4093)
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Fig. £.2.- Mapa de /la Peninsula [lbérica, donde aparecen sombreadas las
poblaciones para las cuales se han considerado estudios de polimorfismos

enzimaticos.
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E.1.3.1.2. POBLACION PARENTAL NEGROIDE

En el caso de Africa, igualmente, se ha obtenido un media ponderada. segun
el tamano de las muestras, para las poblaciones de las cuales salieran contingentes
de esciavos que han dado origen a estas poblaciones afro-americanas. Se trata def
Qeste africano, que viven desde Senegal hasta Angola, y en este Ultimo pais, se
incluyen solamente los grupos pertenecientes al stock Bantd. Sibien, hay que tener
en cuenta gue el origen exacio es incierto porque no existen registros, algunos de
ellos han Hegado indirectamente procedentes de otros paises americanos, que
estamos tratando de extrapoliar el "pool” génico de hace 400 afios y de que existe
una gran heterogeneidad genética en Africa. En la tabla E.6. aparecen las
frecuencias alélicas de cada una de las distintas poblaciones de Africa
consideradas, asi como la media ponderada obtenida y en la Figura E.3. el érea

geografica que ocupan actuaimente,

Fig. E.3.- Mapa de Africa con las zonas de donde se han seleccionado poblaciones

para hacer la media ponderada de la poblacion parental africana.
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Referencias bibliogréficas de la tabla E.6.- 1: Morilia et a/., 1988; 2. Ojikutu et al.,
1977, 3: Goedde et al., 1988; Willcox y Beckman, 1381; 4: Raymondjean et al.,
1975; b: Bouloux et al., 1972; 6: Tashian et ai., 1976; Goedde et al., 197¢9;
Bernstein et al., 1980; 7: Vergnes y Gourdin, 1974, Vergnes y Cabannes, 1976;
8: Vergnes y Gourdin, 1974; 9: Spedini et al., 1980; 10: Spedini et al., 1980;
Destro-Bisol et al., 1987; 11: Biond: et al., 1989; Biondi et al., 1993; 12: Martinez-
Labarga y Rickards, 1992; 13: Spedini et al., 1980; Martinez-Labarga y Rickards,
1992; 14: Spedini et al., 1987; 15: Destro-Bisol et al., 1992; 16: Welch, 1974;
Parr et al., 1977; Welch et at., 1978; 17: Bienzie et af., 1872; 18: Jenkins et
al., 1979; 19: Jaeger, 1974, 20: Hiernaux, 1976; 21: Nurse et al., 1979; 22:
Spedini et al., 1986; Destro-Bisol et al., 1986; Ranalletta et al., 1986; 23: Spedini
et al., 1982; Spedini et al., 1983, Destro-Bisol et al., 1987; 24: Spedini et al.,

1882; Spedini et al,, 1983.
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Tabla E.6.- Frecuencias génicas para Jos distintos sistemas en distintas poblaciones

de Africa, y media ponderada obtenida segun el tamario de las muestras.

POBLACION ' reF. | ADA*1| ADA*2| ADA*5| AR1+1| AK1+2| ESD*1| ESD*2 cas~i| eazv2|oLol*1joLoL+2]| G@D*B [ GDYA | GD*A-| PGD*A pap*C|ACEL*A|ACP1~B|ACPI*C ACP1+R | PGMI*1A | PGM1*18 | PGMI 24 | PGM1*1B POM1+1 | POML1+2 | PGN2Z*) [PGH2*2 Bh*hA Eh*g Eb*C
GUINER ECUATORIAL 1 0,881 0,119 0,297 0,703| 0,735] 0,265 0,943| 0,051 0,161 ©,763( 0,008 0,068 0,767| 0,233
(59) (59) (83) {59) {59) . {58)
¥oruba (NIGERIA} 2 1,000{ 0,000 1,000{ 0,000} 0,937{ 0,063 0,891 ©,109 0,560] 0,269| 0,151 0,945| 0,055} 0,182 0,773} 0,000 0,048 o,769| 0,231| 0,992 0,008
(643 (64) (64) {64} {48) (64) {66} (65) (65)
LIBERIA 3 1,000] 0,000| 0,947 0,053 0,324| o,676] 0,690| 0,155 0,155 0,941} 0,059 ©O,180) 0,820 0,000 o,000| 0,787| 0,03%| 0,147| o,027| 0,826] 0,174 0,950| 0,044| 0,006
(485) (485) {485) (1 {485} {488) {485) {485) {616}
Dakar {SENEGAL) 4 1,000| 0,000 1,000| 0,000 0,196 0,780| D,004| 0,020 0,806 0,194
{200) {270} (270) {210)
Bedik {SENEGAL}) 5 1,000| 0,000 0,726| 0,240| 0,034 0,952| o,048| 0,257| 0,740 0,003 ¢,815| o,181) 0,593 o,001| Q,B60 0,146f 0,000
(748) {391) {756} {746) {755) {7585) {776}
CAMERUN [ 1,000 0,000 1,000| 0,000( 0,974| 0,026 0,956 0,044] 0,337 0,663| 0,677 0,259| 0,064] 0,557| 0,043( 0,184 o,814( o,002| 0,000 0,745| 0,255 0,910| 0,0%0( 0,000
{280) {280} {283) {92) {280} {560) {282) {282} {284) (1158)
Gagu {COSTA MARFIL) 7 0,997 0,003 0,662| 0,196 o0,182| 1,000( 0,c00( 0,093} G,B25 0,000| 0,082 0,825 o,17s| 0,919 0,02
(301} (214} (311) {294) {280) (280)
Paleosudanasen 8 1,000| o,000{ 0,074 0,890| 0,000 0,036 0,866 0,134| 1,000| 0,000
{COSTA MARFIL) {228} (223) {187) (187)
Manding (COSTA MARFIL) [} 1,000| 0,000 0,042( 0,923 0,000} 0,035 0,B821) 0,179 l.gg? 0,000
(71} (71} (19) (
Tofinu (BENIN) g 0,989| 0,011} ©,935( 0,065 ¢,940| o,060| 0,186| 0,760| 0,000 0,054 0,820| 0,180
{90} {100) {101) {102} {103)
Goun (BENIN) 10 0,855| 0,145 0,164| o,783| 0,000| o0,053| 0,734] 0,073 0,169] 0,024 0,227 0,153 t(Jil;g? 0,111]| 0,033
{55} (122} {62} {62}
Nage (BENIN) 10 0,833| 0,167 o,111| o,ess| o,011| o0,022; 0,800 0,050 0,128| 0,028 o,gso D, 150 t(ligg? 0,129 ©,035
(18) {45} {20} {20)
Herba (BENIN) 11 o0,986| 0,000] 0,014| 1,000] o,000| 0,951| 0,048} O,856f 0,144 0,312 o,6a8| 0,866| 0,275| 0,15¢| 0,916 0,084 0,209) 0,777 0,000 0,014 0,773| 0,079| ©,129( 0,018| 0,852 0,148| 1,000| 0,000 0,796 0,048] 0,156
(284) (284) (285) (284) (285) (113 (285} (283) (284) {284) (2881 5,000] ‘o 860| 0,043} 0,097
Bariba (BEMNIN) 12 0,980| 0,000] 0,020| 1,000] o,000| 0,930| 0,070 0,860 0,140( 0,340 0,660 a,667| 0,194| 0,13%( o0,950( 0,050 0,080} 0,920 0,000] 0,000 o,;go 0,060| 0,110 0,040 uzgg()) 0,150 1,(2g()) 0,0 (iss) ' '
(50) (50} {50} 50} 50 {36) {49) (50} (50)
Fon (BENIN) 13 | o,970| o,010] 0,020( 1,000| 0,000] 0,960 0,040 ofaau 0,140 05352) o,650| 0,639 o0,222| 0,139 0,98¢) 0,020 0,085 0,869 6,017| 0,029 Orggo 0,200! 0,090 0,050 0;240? 0,160 ligg? 0,000 ?533? 0,171] 0,024
(50) {50) 50} {50) {50 (36) {50) (88} {50} .
Dendi {BENIN) 12 o,9%6| o,000| 0,010( 1,000( ©,000 ofgzo 0,080 ©,920| 0,080 0,3«)3 0,660| 0,675| 0,135| 0,189| 0,920] 0,080 o,080| 0,880f ©0,000] 0,070] 0,680 0,070 o,150| o,100] 0,760] 0,240 1,000| 0,000 0,840| G,080| 0,080
{50) {50} {50} {50) {50) {3 {50) {50) (50) (50) {59 (50}
Porto Novo (BENIN) 14 1,000 o,000| 0,903| 0,097 0,303] 0,657 0,995| 0,008 O,260] 0,692| 0,000 0,038 o,800( 0,200
{103) {a1) {89} (103} (104) {108) ass| 0,10s) o,000
Bakakas {CAMERUN) 15 | o,992{ 0,000 0,008 0,960| 0,040 0,541} 0,053 0,389 0,611 6,971| 0,029] 0,172| 0,826| 0,000| o,002| 0,609| 0,144} 0,214} 0,033 0,753| 0,247 0,895 0, ‘
(287 (274) {255) (274) (273) (273) {274} {274} (276)
Djedje (HENIN) 9 0,1858| o,783( 0,000 0,032
{46)
Kaneba (GAMBIA) 16 : 0,916| 0,084| 0,897] 0,103} 0,279| 0,721 0,795{ 0,053| 0,133} 0,019} 0,848| 0,152
(7134) {586} {506) (637} {637}
TOGO 17 0,836( 0,271] 0,193
472
Mbundu {ANGOLA) 18 1,000 1472) 0,138| 0,862
{150} (354)
ovimbundu (ANGOLA) 18 1,000| 0,000 1,000| ©,000 0,168| 0,830| 0,002
{105} {150) (288}
Lunda=-Tchokue [ANGOLA} 18 0,i61| 0,839
{236)
Sara/Niamane 15 | 1,000l o,000| 0,000 1,000| 0,000 0,576] 0,139| 0,285| 0,9691 0,031| 0,123} 0,813} 0,000/ 0,064 0,818/ ©0,182| 0,994 0,004
(REP. CENTROAFRICANA) 1262) (263) 1280) {260) {259) (264) {2641
Sara (CHAD) 20 1,000( 0,000 o,620| 0,130| ©.,180| 0,995 0,005| 0,246 0,739| 0,003 0,012 t‘)ig;? 0,186 ?igg"r 0,003 %g;? 0,022| 0,000
{136} 100 {207} {203) :
Njinga (ANGOLA} 21 | 0,982} 0,000| 0,018} 0,995( 0,005| 0,947/ 0,083 $168t] o,141] 0,173] 0,817| 0,083 0,193] 0,807 0,000} 0,000 ?ig;? 0,151 000 0,027 “’igg‘; 0,202| 0,004
(109} 1109} (95) 53 {109} (109}
Betl (CORGO) 22 1,000| 0,000 0,958| 0,042| 0,300| 0,700 (331 0,953) 0,037 0,195 0,789} 0,000 0,016| 0,763 0,016 0,184 0,037 02;;? 0,221 Digg')? 0,153
(95} 95 95 95) (95} . (95} _
Bataeke [CONGO) 22 1,000 @,000 0'528| 0,074 0.318| 0,882 o'a6s| 0,004} 0,148| 0,847| 0,000] 0,007| 0,816| 3,026 0,132 0,028 ?igg? 0,158 ?igg? 0,091
(137} 135 137 {126) (137) {133)
Babenga (CONGO) 22 1,000] 0,000 5.90% 0,098 c(),zgs)s 0,702 i,000| o,000| 0,191} 0,B0%| 0,000\ 0,000 ©,728 o,043| 0,207| 0,022 o,(:gi 0,229 0233: 0,043
{47} 46 47 (46) (47} {48)
Mbugu (R. CENTROAFR.) 23 0,891 0,100 ufsm)) 0,090 0527% 0,728 0,966 0,034| 0,223| 0,734 0,000\ 0,043} 0,740} 0,130 0,110 0,020| 0,925/ 0,078 ?igi? orost
(133) (50} {92} {133 {139) {50) (133) 0,926| 0,074
Yakpa (R. CENTROAFR.} 24 0,853| 0,147 0,333 0,667 o,985| 0,015| ©0,265] 0,674 0,000 0,058 0,824] 0,176 ‘33 '
{34) {21) (34) (34) Fef! olasd| 0,110
Sango (R. CENTROAFR,) 53 0,911 ©,089 0,904| 0,098| 0,236| 0,764 6,979 0,021 0,226( 0,726 0,000 0,048 0,667] 0,167 0,119] 0,047 D'(‘B,!?;? 0,164 173) 1
(73 41 70 {73 {73) {42)
Baya (R, CENTROAFR.) 24 o,gsf)s 0,042 “h 0535-’, 0,633 ! 1,00()) o,000{ ©,292| ©,708} 0,000 0,000 0,792( 0,208 l,(gg? ¢,000| 0,000
(12} {15} i {12y (12) {12}
PROMEDTO 0,994| 0,000| 0,006] 0,999 0,001| 0,936| 0,064| 0,902} 0,098 0,316( 0,684| 0,638 o,azsl 0,116 0,963 6,037| 0,177| 0,802 0,001} o,902} 0,756 o,069| 0,148} 0,027 0,820 0,180 35?\35 0,005
(1861) {3712) {2812} (1871) (2605) (2451} ‘ {4272} {5645) (1871} | {2280) | _ {5165) (2338}
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E.1.3.1.3. COMPONENTE INDIGENA

Respecto a la poblacién parental indigena, se ha considerado como
referencia la comunidad de indios Cayapas, gue viven en la provincia de
Esmeraldas, a lo largo del rio Cayapas, junto a la comunidad afro-americana
analizada en este estudio y para la cual se dispone de informacion relativa a [os

polimorfismos considerados (Rickards et a/., 1993).

E.1.3.1.4. COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS

La Figura E.4. corresponde a un mapa con las distintas comunidades afro-
americanas que han sido utilizadas para la comparacion, y enlas tablas £E.7.- E.18.
aparecen sus frecuencias génicas, con los respectivos errores standard. En el caso
de que para una comunidad existan distintos trabajos llevados a cabo en diferentes
fechas o por distintos laboratorios, se ha elaborado una media ponderada segudn el
tamano de las muestras. En dichas tablas, también, aparecen las frecuencias de las
poblaciones parentates.

En las Figuras E.5 - E.16., aparecen las representaciones graficas de las
tablas anteriores, en donde se han representado con circulo rojo las frecuencias
alélicas de las poblaciones objeto de este estudio, con un circulo, triangulo o
cuadrado blancos las tres poblaciones parentales: africana, espanola e indios
Cayapas, respectivamente, y con circulo negro el resto de las comunidades afro-

americanas.
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Fig. E.4.- Mapa del continente americano, donde aparecen sefnaladas las distintas

comunidades afro-americanas que han sido estudiadas geneticamente.
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Tabla. B.7.

POBLACION

RIO CAYAPAS (ECUADOR)
VICHE (ECUALOR)
PAREDAO (BRASIL)
CATOLANDIA ({(BRASIL)
ARACAJU {BRASIL)
CAMETA (BRASIL)
CRIXIMINA (BRASIL)
TROMBETAS (BRASIL)
CURIEPE (VENEZUELA)
TRINIDAD

COSTA ARRIBA (PANAMA)
BOCAS DE TORO {PANAMA)
PANAMA

BLUEFIELDS (NICARAGUA)
B.C. ST. VINCENT
CREOLES ST. VINCENT
B.C. LIVINGSTON {GUATEMALA)
B.C. BELIZE

CREOLES BELIZE

HATTI

MULATOS CUBA

NEGROS CUBA

U.S.A.

AFRICA

ESPANA

TNDIOS CAYAPAS

REFERENCIAS .- p.e.:
Conceicac et al., 1987; 4:

7. Ferrell =t al., 1378; 8:
Crawford et al., 1981, 1984;
1687; 14: varios {(ver tabla E.6.);

FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA

REF.-
p-e.

o)
1]

A SN, R, B ¢ 0 N PRI & Y - S R SV S A

'_J
WO o 00 o

N
156
68
35
122
578
93
147
201
94
101
413
344
757
163
651
105
203
587
204
305
145
163
3927
5645
5377
164

presente estudio;
Santos
Biondi
11:

et ai.,
et al.,

Basu et al.,
VAT 108

15

1987; 5.
1988; 92:

ACPI1*A+S
0,1124+0,017
0,209+0,035
0,02840,019
0,25040,028
0,230+40,012
0,102+0,022
0,160+0.021
0,19040,019
0,245+0,031
0,109+0,022
0,1624+0,013
0,168+0,014
0,165+0, 009
0,17840.021
0,20640,011
0,115+0,022
0,175+0, 019
0,167+0,011
0,190+0,019
0,179+0, 015
0,198+0,023
0,206+0,022
0,2194+0,005
0,177+0,004
0,283+0,008
0,220+0,023

Bortolini et al.,
Schneider et al.,

Crawford et al.,
1976; 12: Gonzalez et al.,
{ver tabla E.5.};
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(ACP1)

ACP1*B
0,888
0,791
0,972
0,740
0,730
0,898
0,790
0,790
0,750
0,886
0,827
0,820
0,824
0,819
0,792
0,885
0,783
0,817
0,799
0,821
0,767
0,782
0,762
0,802
0,672
0,780

1982;. 2.

16

ACPI*(+S
0,000+0,003
0,000+0,007
0,00040,014
3,000+0,004
G,030+£0,005
0,000+0,005
0,040+0,011
0,010+0,005
0,005+0,005
0,000+0,005
¢,000+0,001
0,007+£0,003
0,003+0,001
0,000+0,003
0,000+0,001
0,000+0,005
0,000+0C,002
0,001+0,001
0,000+0,002
0,000+C,002
0,035+0,010
0,012+0,006
0,011+0,001
0,001+£0,001
0,045+0,002
0,000+0,003

Weimer et al.,
1987; b6:
1984

ACPI1*R+S

0,000+0,003
0,000+0, 007
0,000+0,014
0,010+0,006
0,010+0,003
0,000+0,005
0,010+0, 006
0,010+0,004
0,000+0,005
0,005+0,005
0,011+0,004
0,005+0, 003
0,008+0,001
0,003+0,003
0,002+0,001
0,000+0,005
G,042+0,009
0,015+0,003
0,011+0, 005
0,000+0, 002
0,000+0, 003
0,000+0,003
0,008+0,002
0,020+0,001
0,000+0,001
0,000+0,003

1991, 3:

Saha y Samuel, 1987;
Hutchinson, 1586; 10:

1976; 13: Gaensslen et al.,

Rickards et al.,
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Tabla E.8. ADENOSINA DEAMINASA (ADA)

POBLACION REF*, N ADA*1 ADA*2+8
RIO CAYAPAS (ECUADOR) p.e 156 0,991 0,009+0, 005
VICHE (ECUADOR) p.e 68 0,993 0,007+0,007
PORTC ALEGRE (BRASIL) 1 1070 0,964 0,036+0,004
BOCAS DE TORC (PANAMA) 2 358 0,989 0,011+0, 004
BLUEFIELDS (NICARAGUA) 3 173 0,971 0,029+0, 009
B.C.LIVINGSTON (GUATEMALA) 4 205 1,000 0,000+0, 002
B.C. BELIZE 5 1175 0,990 0,010+0, 002
CREOLES BELIZE 5 204 0,996 0,004+0,003
MULATOS CUBA 6 129 0,957 0,043+0,013
NEGROS CUBA 6 159 0,997 0,003+0,003
U.S.Aa. 7 2474 0,987 0,013+0,002
AFRICA 8 1861 0,994 0,000+0, 000 ADA*S: 0,006+0,001
ESPANA 9 2394 0,950 0,0504+0,003
INDIOS CAYAPAS 10 164 1,000 0,000+0,003

! REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1: Franco et al., 1982; 2: Ferrell et al., 1978; 3: Biondi
et al., 1988; 4: Crawford et al., 1981, 1984; 5: Crawford et al., 1984; 6: Gonzdlez et al., 1976;
7: Gaensslen et al., 1987; 8: varios ({(ver tabla E.6.); 9: varios (ver tabla E.5.}; 10: Rickards et
al., 1993,
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Tabla E.9. - ADENIIATO QUINASA (AK1)

POBLACION REF', N AK1*1 AK1*2+5

RIO CAYAPAS (ECUADOR} p.e. 156 1,000 0,000+0,003
VICHE (ECUADOR) p.e 68 0,973 0,027+0,014
PORTO ALEGRE (BRASIL) 1 1070 0,985 0,015+0, 003
PAREDAC (BRASIL) 2 36 1,000 0,000+0,014
CATOLANDIA (BRASIL) 3 122 0,980 0,020+0,009
CAMETA (BRASIL) 2 93 1,000 0,000+0, 005
ORIXIMINA ({(BRASIL) 4 147 0,990 0,010+0,006
TROMBETAS (BRASIL) 5 201 1,000 0,000+0,002
NORTE BRASIL 6 485 0,984 0,016+0, 004
CURIEPE (VENEZUELA) 2 96 0,995 0,005+0, 005
TRINIDAD 7 123 0,984 0,016+0,008
BOCAS DE TORO (PANAMA) 8 358 0,985 0,015+0, 004
BLUEFIELDS (NICARAGUA) 9 173 1,000 0,000+0,002
B.C. ST. VINCENT 10 643 0,993 0,007+0,002
CREQOLES ST. VINCENT 10 116 0,991 0,009+0,006
B.C. LIVINGSTON (GUATEMALA) 11 203 0,988 0,012+0, 005
B.C. BELIZE 10 588 0,974 0,026+0,005
CREQOLES BELIZE 10 204 0,970 0,030+0,008
HAITI 11 307 0,995 0,005+0, 003
MULATOS CUBA 12 142 0,997 0,003+0,003
NEGROS CUBA 12 160 0,994 0,006+0,004
U.S.A. 13 4058 0,991 0,009+0,001
AFRICA 14 3712 0,999 0,001+0,001
ESPANA 15 2192 0,959 0,041+0,003
INDIOS CAYAPAS 16 154 1,000 0,000+0,003

! REFERENCIAS.- p.e.: presente estudic; 1: Franco et al., 1982; 2: Beortolini et al., 1992; 3: Weimer
et al., 1991; 4. Santos et al., 1587; 5: Schneider et al., 1987; 6: Azevedo, 1969; 7: Saha y Samuel,
1987; 8: Ferrell et al., 1978; 9: Bicndi et al., 1588; 10: Crawford et al., 1984; 11: Crawford =t
al., 1981, 1984; 12: Gonzalez et al., 1976; 13: Gaensslien et al., 1987; 14: varios (ver tabla E.6.);
15; varios (ver tabla E.5.); 16: Rickards et al., 1993.
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Tabla E.10.- CARBONICO ANHIDRASA 2 (CAZ2)

POBLACION REF! N CAZ*] CAZ*2+S

RIO CAYAPAS (ECUADOR) p.-e 154 0,972 0,028+0,009
VICHE (ECUADOR) p.e 66 0,944 0,056+0,020
PARINTIS (BRASIL) 1 595 0,998 0,002+0,001
CAMETA (BRASIL) 2 93 0,978 0,022+0,011
TROMBETAS (BRASIL) 3 199 0,890 0,110+0,016
NEGROS MAROONS JAMAICA 4 200 0,912 0,088+0,014
BLACK . CARIBS HONDURAS 4 58 1,000 0,000+0,009
U.S.A. 5 2659 0,903 G,097+40,004
AFRICH 6 1871 0,902 0,098+0,005
ESPANA 7 506 1,000 ¢,000+0,001
INDIOS CAYAPAS B 164 1,000 0,000+0,003

! REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1: Schiiler et al., 1982; 2: Bortolini et al., 1992; 3:
Schneider et al., 1987; 4: Tashian y Carter, 1976; 5: Gaensslen et al., 1987; 6: varios (ver tabla
E.6.); 7: varios {ver tabla E.5.); 8: Rickards et al., 1993.
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Takla E.11. - ESTERASA D (ESD)
POBLACION REF?, N ESD*1
RIO CAYAPAS (ECUADOR) P.e. 156 0,954
VICHE (ECUADOR) P.e. 68 0,885
PAREDAO (BRASIL) 1 36 0,722
CATOLANDIA (BRASIL) 2 122 0,780
ARACAJU (BRASIL) 3 580 0,990
PARINTIS (BRASIL) 4 595 0,774
CAMETA (BRASIL) 1 23 0,839
ORIXIMINA (BRASIL) 5 147 0,840
TROMBETAS (BRASIL) 6 200 0,910
CURIEPE (VENEZUELA) 1 95 0,895
TRINIDAD 7 68 0,757
COSTA ARRIBA (PANAMA) 8 4273 0,905
BOCAS DE TORO (PANAMA) 8 358 0,933
PANAMA 8 781 0,918
BLUEFIELDS {NICARAGUA) 9 173 0,913
BR.C. S§T. VINCENT 10 145 0,912
CREQLES ST. VINCENT i0 112 06,978
B.C. LIVINGSTON (GUATEMALA} 11 199 0,912
B.C. BELIZE 10 590 0,937
CREOLES BELIZE 10 204 0,935
U.S.A. i2 3210 0,912
AFRICA 13 2812 0,936
ESPANA 14 4277 0,877
INDIOS CAYAPAS 15 164 C,747
* REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1: Bortolini et al.,
Conceicao et al., 1987; 4: Schiler et al., 1982; 5:

7: Saha y Samuel, 1987; 8: Ferrell et al., 1978; 9:

11: Crawford et al., 1981, 1984; 12: Gaensslen et al., 1287;
{(ver tabla E.5.); 15: Rickards et al., 1993.
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Santos et al,,
Biondi et al.,

ESD*2+85

0,046+0,011
0,11540,027
0,278+0,053
0,220+0,026
0,110+0, 009
0,223+0,026
0,161+0,008
0,160+0,021
0,090+0,014
0,105+0,022
0,243+0,037
0,095+0,010
0,067+0,0009
0,082+0,006
0,087+0,015
0,088+0,013
0,022+40,010
0,088+0,014
0,063+0,007
0,065+0,012
¢,088+0,003
0,064+0,003
0,121+0,003
0,253+0,024

1992; 2:
1987; 6:
1388; 10:

Weimer et al.,
Schneider et al., 1987;

ESD*5: 0,002+0,001

19380,; 3:

Crawford et al., 1984;

13: varios {(ver tabla E.6.); 14: varios
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Tabla E.12.-

POBLACION REF*, N

RIO CAYAPAS (ECUADOR) p.e. 156
VICHE (ECUADOR) p.e. 68
PAREDAO (BRASIL) 1 16
CATOLANDIA (BRASIL) 2 56
CAMETA (BRASIL) 1 93
CURIEPE (VENEZUELA) 1 96
TRINIDAD 3 91
BLUEFIELDS (NICARAGUA) 4 169
MULATOS CUBA 5 194
NEGROS CUBA 5 58
U.S.A. 6 1825
AFRICA 7 2605
ESPANA 8 2890
INDIOS CAYAPAS 9 164

' REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1: Bortolini et al.,
4.

y Samuel, 1987;
{(ver tabla E.6.); 8: varios (ver tabla E.5.);
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GLIOXALASA 1 ({(GLO1)

GLO1*2

0,556
0,704
0,611
0,571
0,683
0,594
0,698
0,607
0,647
0,776
0,681
0,684
0,518
0,689

1952,

Rickards et al.,

GLO1*1+S

0,444+0,027
0,296+0,039
0,389+0, 057
0,429+0, 047
0,317+0,034
0,406+0, 035
0,302+0,034
0,393+0,026
0,353+0,024
0,224+40,039
0,319+0,008
0,316+0,006
0,482+0,007
0,311+0,026

2: Weimer et al.,
Biondi et al., 1988; 5: Garcia et al., 1976; &: Gaensslen et al., 1987; 7:
9:

1993,

1990,

3:

Saha
varios
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Tabla E.13.-

POBLACION

RIO CAYAPAS  (ECUADOR)
VICHE (ECUADOR)

PORTO ALEGRE (BRASIL)
PAREDAO (BRASIL)
ITAPARICA (BRASIL)
BAHIA (BRASIL)
ARACAJU (BRASIL)
CAMETA (BRASIL)
ORIXIMINA (BRASIL)
TROMBETAS (BRASIL)
NEGROS BUSH (SURINAM)
CURIEPE (VENEZUELA)
MARTINICA

GUADALUPE

BLUEFIELDS {(NICARAGUA)
BLACK CARIBS BELIZE
JAMAICA

MULATOS CUBA

NEGROS CURA

U.S.A.

AFRICA

ESPANA

INDIQS CAYAPAS

* REFERENCIAS .- p.e.:
et al., 1981; 4:

Schneider et al.,
Gibbs et al., 1972;
E.6.); 15: wvarios

REF!, .

W00 00N O00-ICMNU B WM.

10
11
12
12
13
14
15
16

oo

Azevedo et al.,
1987 ;

GLUCOSA-6-FOSFATO-DESHIDROGENASA

N

90
29
278
17
115
367
307
38
44
84
256
41
33
43
173
107
202
371
404
1897
2491
2671
164

Livingston,

Gonzdlez
(ver tabla E.5.);

al.,
16:

GD*B+S

0,744+0,046
0,759+0,079
0,852+0,021
0,647+0,116
0,731+0, 041
0,777+0,022
0,840+0,021
0,868+0, 055
0,909+0, 043
0,857+0,038
0,617+0,030
0,780+0, 065
0,788+0,071
0,674+0,106
0,809+0, 030
0,663+0,046
0,653+0, 033
0,829+0, 019
0,745+0,022
0,690+0, 011
0,638+0,009
0,99710, 001
1,000-0, 006

presente estudio; 1: Franco et al., 1982; 2:
1980;

5: Ceonceicao et al.,
1985; 9:
Rickards et al.,

256

Biondi et al.,
1976; 13: Gaensslen et al.,
1993,

GD*A+S

0,145+0,037
0,103+0,056
0,083+0,016
0,235+0,103
0,217+0,038
0,103+0,016
0,07040,014
0,053+0,036
0,091+0, 043
0,048+0,023
0,250+0,027
0,220+0, 065
0,182+0,067
0,1864+0, 059
0,069+0,019
0,159+0,035
0,208+0,028
0,106+0,016
0,156+0,018
0,177+0, 0009
0,226+0,008
0,000+0,001
0,000+0,0086

1987;

GD*A-+5

0,089+0,030
0,138+0,064
0,061+0,014
0,118+0,078
0,052+0,021
0,104+0,016
0,090+0,016
0,079+0, 044
0,000£0,022
d,095+%0,032
0,133+0,021
0,000+0,024
0,030+0,030
0,140+0,053
0,122+0,025
0,178+0,037
0,135+0,024
0,065+0,013
0,099+0,015
0,133+0,008
0,136+0,007
0,000+0,001
0,000+0,006

varios

MED: 0,004
MED: 0,016
MED: (0,020
MED:0,0C3

Bortolini et al., 1992; 3: Azevedo
Santos et al.,
1988; 10 Crawford et al.,
1987; 14:

1987; 7:
1984,; 11:
(ver tabla
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Tabla E.14. -
POBLACION

RIO CAYAPAS (ECUADOR)
VICHE (ECUADOR)

PORTO ALEGRE (BRASIL)
PAREDAC (BRASIL)
ITAPARICA (BRASIL)
ARACAJU (BRASIL)
CAMETA (BRASIL)
ORIXIMINA (BRASIL)
TROMBETAS (BRASIL)
NORTE BRASIL

CURIEPE (VENEZUELA)
TRINIDAD

COSTA ARRIBA (PANAMA)
BOCAS DE TORO (PANAMA)
PANAMA

BLUEFIELDS (NICARAGUA)
B.C. ST. VINCENT
CREOLES ST. VINCENT
B.C. LIVINGSTON {(GUATEMALA)
B.C. BELIZE

CREQLES BELIZE

HAITI

MULATOS CUBA

NEGROS CUBA

U.S.A.

AFRICA

ESPANA

INDIOS CAYAPAS

FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (PGD)

REF.,?

p.e.

'J
1]

WO W N IR W R W

N

156
68
1060
36
293
581
93
147
200
468
96
107
402
358
760
172
209
34
203
1165
202
306
140
158
4370
4272
3297
164

258

PGD*A

0,953
0,950
0,974
0,986
0,976
0,954
0,989
0,980
3,990
0,970
0,995
0,991
0,948
0,928
0,938
0,936
0,995
0,971
0,983
0,976
0,980
0,941
0,957
G,981
0,959
0,963
0,978
1,000

PGD*C+S

0,04740,012
0,010+0,008
0,026+0,003
0,014+0,014
0,024+0,006
0,046+0,006
0,011+0,008
0,020+0,008
0,010+0,001
0,030+0,005
0,005+0,002
0,009+0,006
0,054+0,008
0,071+0,009
0,062+0,006
0,064+0,013
0,005+0,003
G,029+0,020
0,017+0,006
0,024+0,003
0,050+0,011
0,059+0,009
0,043+0,012
0,015+0,008
0,041+0,002
0,037£0,002
0,022+0,002
0,000+0,003



" REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1: Francc et al., 1982; 2: Bortoelini et al., 199%92; 3: Weimer
et al.,, 19%0; 4: Conceicgao et al., 1587; 5: Santos et al,, 1987; 6: Schneider et al., 1%87; 7: Saha
v Samuel, 1987; 8: Ferrell et al., 1978; 9: Biondi et al., 1988; 10: Crawford et al., 1984,
Hutchinson, 1%86; 11: Crawford et al., 1981, 1%84; 12: Basu et al., 1976; 13: Gonzalez et al., 197%;
14: Gaensslen et al1., 1987; 15: varios {ver tabla E.6.); 16: varios (ver takla E.5.); 17: Rickards
et al., 1993,

PGD*C
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Tabla E.15.-
POBLACICN

RIC CAYAPAS (ECUADOR)
VICHE (ECUADOR)}

PORTO ALEGRE (BRASIL)
PAREDAO (BRASIL)
CATOLANDIA

ARACAJU (BRASIL)
CAMETA (BRASIL)
ORIXIMINA (BRASIL)
TROMBETAS (BRASIL)
CURIEPE (VENEZUELR)
TRINIDAD
COSTA ARRIBA
BOCAS DE TORO
PANAMA
BLUEFIELDS (NICARAGUA)

B.C. ST. VIMNIENT

CREOLES ST. VINCENT

B.C. LIVINGSTON (GUATEMALA)
B.C. BELIZE

CREOLES BELIZE

HAITI

MULATOS CUBA

NEGROS CUBA

U.S.A.
AFRICA
ESPANA
INDIOS

{PANAMA)
(PANAMA)

CAYAPAS

FOSFOGLUCOMUTASA 1

(PGM1}

EEF". N PGM1*1
p.e. 156 0,860
p.e. 68 0,868
1 1031 0,780
2 33 0,758
3 122 0,725
4 580 0,780
2 93 0,850
5 147 0,820
6 201 0,800
2 93 0,855
7 107 0,707
8 422 0,795
8 358 0,791
8 780 0,793
9 173 0,798
10 640 0,794
10 118 0,763
11 195 0,872
10 193 0,812
10 1186 G, 855
12 308 0,776
13 143 0,780
13 166 0,785
14 5222 0,803
15 5165 0,820
16 4093 0,737
17 164 0,692

260

PGMI*2+5

0,140+0,019
0,132+0,029
0,220+0,009
0,242+0, 053
0,275+0,028
0,220+0,012
0,150+0,026
0,180+0,022
0,200+0, 020
0,145+0, 026
0,293+0,031
0,205+0,014
0,209+0, 015
0,207+0,010
0,202+0,022
0,206+0,011
0,237+0,028
0,121+0,016
0,188+0, 020
0,145+0, 007
0,224+0,017
0,220+0,024
0,205+0,022
0,197+0, 004
0,180+0,005
0,263+0,005
0,308+0,025
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Takla E.16.- FOSFOGLUCOMUTASA 2 (PGMZ)

POBLACION REF-. N PGM2*1 PGM2%2+8

RIO CAYAPAS (ECUADOR]} p.e. 156 0,897 0,003+0,003
VICHE (ECUADOR) p.e. 68 1,000 0,000+40,007
PORTO ALEGRE (BRASIL) 1 1030 0,995 0,005+0,001
ARACAJU (BRASIL) 2 580 0,998 0,002+0,001
CAMETA (BRASIL) 3 93 0,978 D,022+0,011
ORIXIMINA (BRASIL) 4 142 1,000 0,000+0,003
TROMBETAS (BRASIL) 5 195 1,000 ¢,000+0,003
BLUEFIELDS {(NICARAGUA) 6 172 0,997 0,003+0,003
B.C. LIVINGSTON (GUATEMALA) 7 200 1,000 0,006+0,002
B.C. BELIZE 8 193 1,000 0,000+0,002
CREOCLES RBRELIZE 8 193 1,000 0,000+0,002
HAITT 9 308 0,994 0,006+0,003
AFRICA 10 2338 0,995 0,005+0,001
ESPANA 11 572 1,000 0,000+0,001
INDIOS CAYAPAS 12 164 1,000 0,000+0,003

! REFERENCIAS.- p.e.: presente estudic; 1: Franco et al., 1982; 2: Conceigao et al., 1987; 3:
Bortolini et al., 1992; 4: Santos et al., 1987; 5: Schneider et al., 1987; 6: Biondi et al., 1988;
7. Crawford et al., 1981, 1584; 8: Crawford et al., 1984; 9: BRasu et al., 1976; 10: varios (ver
tabla E.6.); 11: varios (ver tabla E.5.); 12: Rickards et al., 1993.

262
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Tabla E.17.-
POBLACION

RIO CAYAPAS

TRINIDAD

B.C. ST.VINCENT
CREQLES ST.VINCENT
B.C. LIVINGSTON

B.C. BELIZE
U.S.A.
AFRICA
ESPANA

INDIOS CAYAPAS

! REFERENCIAS. -
Crawford et al.,
tabla E.6.);

(ECUADOR)
VICHE (ECUADOCR)
PAREDAO {BRASIL)
CURIEPE (VENEZUELA)

(GUATEMALA)

REF™.

T o

O~ O UT W sy LB e

FOSFOGLUCOMUTASA-~IEF

N

155
68
33
93
107
267
118
215
274
1166
2280
2998

164

presente estudio;
Crawford et al.,
{ver tabla E.5.);

1:

3:

PGMI*1A+5S

0,693+0,025
0,578+0, 041
0,500+0,061
0,618+0,036
0,584+0,034
0,455+0,021
0,538+0,032
0,645+0,023
3,567+0,021
0,652+0,010
0,756+0,006
0,620+0,006
0,116+0,018

Bortolinl et
1981, 1384;
Rickards et ai., 1993.

264

PGM1*1B+S

0,167+0,020
0,289+0,037
0,258+0,054
G,237+0,031
0,108+0,021
0,367+0,021
0,22540,027
0,230+0,020
0,283+0,019
0,140+0,007
0,069+0,004
0,114+0,004
0,576+0,027

al., 1992;

PGM1*2A+S

0,108+0,017
0,083+0,023
0,197+0,049
0,124+0,024
0,224+0,028
0,137+0,015
0,186+0,025
0,122+0,016
0,125+0,014
0,164+0,008
0,148+0,005
0,209+0,005
¢,003£0,003

PGM1*2B+S

0,032+0, 010
0,050+0, 018
0,045%0,025
0,021+0,010
0,065+0,017
0,032+0,008
0,051+0,014
0,003+0,003
0,025+0,007
0,044+0,004
0,027+0,002
0,057+0,003
0,30540,025

Saha y Samuel, 1587; 3:
Gaensslen et al., 1287;

varios {ver
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Tabla E.18. -
POBLACION

RIO CAYAPAS (ECUADOR)
VICHE (ECUADOR)
ESMERALDAS (ECUADOR)
CHOTA (ECUADOR}
COLOMBIA

PORTO ALEGRE (BRASIL)
PAREDAO (BRASIL)
ITAPARICA (BRASIL)
CATOLANDIA (BRASIL)
BAHIA (BRASIL)
ARACAJU (BRASIL)
NATAL (BRASIL)

COARI (BRASIL)

MANAUS (BRASIL)
PARINTINS (BRASIL)
CAMETA (BRASIL)
ORIXIMINA (BRASIL)
TROMBETAS (BRASIL)
TOTAL BRASIL

MULATOS BRASIL

CREOLES GUAYANA FRANCESA

SURINAM

NEGROS BUSH SURINAM
CREOLES SURINAM
CURIEPE (VENEZUELA)
VENEZUELA

TRINIDAD

MARTINICA

GUADALUPE

MULATOS GUADALUPE

REF?.

WO =100 W R

m o

HEMOGLOBINA (HBE)

N

155
68
1734
304
3436
757
28
293
122
1200
580
748
733
3779
595
93
196
201
6460
3529
447
336
2159
1522
92
3162
204
111
10356
1339

HBE*A

0,815
0,939
0,867
0,947
0,898
0,983
0,964
0,939
0,975
0,946
0,970
0,990
0,989
0,988
0,996
0,995
0,985
0,940
0,962
0,967
0,949
0,941
0,896
0,933
0,962
0,966
0,938
0,950
0,949
0,958

266

HBE*S5+S5

0,049+0,012
0,047+0,017
0,10640,005
0,048+0, 009
0,047+0,002
0,016+0,003
0,000+0,018
0,039+0,008
0,025+0,010
0,037+0,004
0,020+0,004
0,009+0,002
0,010+0,003
0,009+0,003
0,004+0,002
0,005+0, 005
0,015+0, 006
0,060+0,012
0,036+0,002
0,030+0,002
0,044+0,009
0,052+0,008
0,082+0,004
0,060+0,004
0,027+0,012
@,032+0,002
0,0474+0,010
0,036+0,012
0,041+0,001
0,032+0,003

HBGC+S

0,136+0,019
0,014+0,009
0,028+0,003
0,005+0,003
0,055+0,003
Q,001+0,001
0,036+0,025
0,022+0,006
0,000+0, 004
0,017+0,003
0,010+0,003
0,001+0,001
0,001+0,001
G,003+0,002
0,000+0,001
0,000+0, 005
0,000+0,002
0,000+0,003
0,002+0,0003
0,003+0,001
0, 007+0,003
0,007+0,003
0,022+0,002
0,007+0,001
0,011+0,008
0,002+0,001
0,015+0,006
0,014+0,008
0,009+0,001
0,010+0, 002



Tabla E.18. (Cont.)

POBLACION REF* .
COSTA ARRIBA (PANAMA) 17
BOCAS DE TORO (PANAMA) 17
PANAMA 17
COSTA RICA 15
BLUEFIELDS (NICARAGUA} 18
B.C.ST.VINCENT 19
CREOLES ST. VINCENT 19
B.CARIBS HONDURAS 15
B.C.LIVINGSTON (GUATEM.) 20
B.C. BELIZE 19
CREOLES BELIZE 19
PUERTC RICO 15
MULATCS PUERTQO RICO 15
DOMINICA 15
CREOLES DOMINICA 15
HATTI 15
JAMAICA 15
CUBA 15
MULATOS CUBA 15
U.S.A. 15
AFRICA 21
ESPANA 22
INDIOS CAYAPAS 23

HEMOGLOBEINA (HBR)

N
421
356
777
349
173
272
111

1731
352
2352
204
790
167
65
138
463
391
780
145
808608
9470

164

' REFERENCIAS.- p.e.: presente estudio; 1:

et al., 1982; 4: Bortolini et al.,
et al., 1980; 8: Conceigao et al.,
et al., 1983; 12: Schiler et al.,
Livingsteon, 1985; 16: Saha y Samuel,
{rawford et al., 1984; 20: Crawford et al.,
{1892),; 23: Rickards er al., 1593.

1992; 5.
1987,
1982;
1987,

9.
13:

1981,

HBS*A

0,910
0,920
0,914
0,940
0,939
0,984
0,895
0,939
0,918
0,913
0,941
0,965
0,958
0,931
0,971
0,934
0,919
0,960
0,955
0,949
0,859
1,000
1,000

Monsalve et al.,
Azevedo et al.,
Franco et al.,
Santos et al.,
Ferrell et al., 1978; 18:
1984 ;

267

1981;

HBE*5+S5
0,081+£0,009
0,055+0,008
0,06910,006
0,060+£0,009
0,052+0,012
0,013+£0,005
0,086+0,019
0,057+0,004
0,082+0,010
0,080+0,004
0,054+0,011
0,028+0,004
0,042+0,011
0,069+£0,022
0,029+0,010
0,058+0,008
0,060+0,008
G,032+0,004
0,021+0,008
0,042+0,0002
0.,087£0,002
0,000
0,000+0,003

HBEC+S
0,010+0,003
0,025+0,006
0,017+0,003
0,000+0,001
0,009+GC,005
0,003+£0,002
0,000+0,008
0,004+0,001
0,000+£0,001
0,007+0,001
0,005+0,003
0,007£0,002
0,000+0,003
0,000+0,008
0,000+0,004
G,008+0,003
0,021+0,005
0,008+0,002
0,024+0,009
0,009+0,0001
0,054+0,002
0,000
0,000+0,003

1987; 2: Guevara et al., 1991;
&: Weimer et al., 1991;
1982; 10: Rosa et al., 1984;

1987; 14: Schneider et al.,

Biondi et al.,
21: wvarios {(ver tabla E.6.):

r

Azevedo
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E.1.3.2. ANALISIS DE FRECUENCIAS

De manera general, las dos comunidades analizadas se encuentran dentro
del rango de variacién de las frecuencias de las comunidades afro-americanas, que,
como se puede observar en los gréficos, resultan heterogéneas para la mayoria de

los polimorfismos estudiados.

En cuanto a los alelos AK1*2, ADA*2 y ACP1*C (Figuras E.7., E.6. y E.B.},
que son marcadores tipicos de poblaciones caucasoides, (donde unicamente
aparecen con frecuencias significativas) presentan, salvo excepciones, una
incidencia muy baja en las poblaciones afro-americanas. En estas poblaciones, el
locus ACP1*C, sdlo esta presente con frecuencias relativamente impaortantes (en
torno al 4%) en las comunidades de Aracaju, Oriximina y en los mulatos de Cuba.
Respecto al alelo AK1*2 en la comunidad de Rio Cayapas no se ha encontrado,
mientras gue en Viche alcanza uno de los valores mas aitos (2,7 %), si bien, el error
standard es muy elevado. Para el alelo ADA*2 aparece mayor variabilidad, con
frecuencias entre el 0 y 5%. Es este caso tanto Rio Cayapas como Viche presentan
frecuencias muy bajas {en torno al 0,05%) y muy similares a la mayor parte de las
otras comunidades afro-americanas, a diferencia de los mulatos de Cuba, Porto
Alegre y Bluefields que presentan frecuencias claramente mas elevadas, y mas
similares a las descritas para Espana.

Respecto a los alelos caracteristicos de poblaciones negroides, el ACP1*R
gue alcanza una frecuencia media del 2% en Africa (Fig.E.5.) esta ausente o con
frecuencia muy baja (alrededor del 1%) en todas las comunidades afro-americanas,

excepto los "Black Caribs” de Livingston (que presentan una frecuencia en torno
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al 4%). Para el alelo CA2*2 existen pocos datos, dado que se trata de un
polimorfismo descubierto, relativamente, hace poco tiempo (Moore et af., 1971).
Existen diferencias entre las comunidades afro-americanas, un grupo de
poblaciones que presenta frecuencias entre O y 5% , entre las cuales aparecen las
comunidades de Viche y de Rio Cayapas, mientras que las comunidades de USA
y Trombetas presentan frecuencias en torno al 10%, muy similares a la de Africa.
Referente a los alelos GEPD*A y G6PD*A- existe una gran variacién. Podriamos
destacar gue las comunidades de Oriximina y Curiepe no presentan el déficit tipico
de poblaciones negroides, mientras que las comunidades brasilefias de Porto Alegre
y Bahia, y los negros Bush de Surinam, presentan variantes deficitarias tipicas de
poblaciones mediterraneas (ver tabla E.13.}). Existen, también, datos sobre la
presencia de deficit, sin ser especificado el tipo (A- 0 B-), para comunidades negras
de Colombia y Ecuador {Rio Santiago, ciudad de Esmeraldas y valle de Chota)
{Tabla E.19.}.

Tabla E.19.- Frecuencia de deficit para la G6PD en distintas comunidades
afroamericanas de Ecuador y Colombia.

Deficit G&PD Referencia
COLOMBIA 12,7% Monsalve et al., 1987
RIO SANTIAGO 14,2% Guevara et al., 1991
ESMERALDAS 18,1% " "
CHOTA 5,9% " "

La frecuencia del deficit no se distingque de forma significativa entre las
comunidades de Colombia y de la provincia de Esmeraldas (Rio Santiago, ciudad
de Esmeraldas, Rio Cayapas y Viche), mientras que es significativamente distinta

{(p < 0,001) para la comunidad afro-americana del valle de Chota (Ecuador), que
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es la Unica comunidad de sierra gue vive a 2000 m de aitura en un drea no
endémica para la malaria (Guderian et a/., 1988).

También la HB*C y HB*S (Fig. E.16.) presentan frecuencias bastante
heterogéneas en las distintas comunidades y es de resenar el caso de ta comunidad
de Rio Cayapas, que alcanza valores extremadamente altos {13,4%) para el alelo
HB*C, incluso, mas altos gue los de Africa, 1o cual podria estar relacicnado, muy
probablemente, con el efecto de la deriva provocado por el aislamiento de la
poblacién, por efecto de fundadores, o bien, por efecto de muestreo, ya que, cabe
sefialar, que en el estudio llevado a cabo por Jara et a/., (1989} en la provincia de
Esmeraldas, aparecen frecuencias para el aielo HBR*C del 2,8%.

Por dltimo, para el aleio PGM2*2 (Fig. E.14.) cabe indicar que, ademas de
haberse encontrado raras veces en poblacidn africana {0,5%), también se ha
identificado en la comunidad de Rio Cayapas, Bluefields, Porto Alegre y Aracaju
con una frecuencia de, aproximadamente, el 0,3%, mientras que en Cameta la
frecuencia es mucho mas elevada (2%!}.

Respecto al PGM1-IEF (Figura E.13.), se trata de un marcador de gran interés
ya que discrimina muy bien entre las poblaciones negroide, caucasoide vy
mongoloide , con frecuencias para los distintos alelos muy diferentes {para una
revisién ver Tartaglia y Rickards, 1993), por ello nos vamos a detener con mas
detalle en él. Las dos comunidades afro-americanas estudiadas por nosotros
presentan frecuencias siempre en el ambito de varnacién del conjunto, y ademas,
aparecen con valores muy cercanos a la poblacion africana. Por otra parte,
comparando las dos comunidades entre si, considerando los cuatro alelos, siempre

la comunidad de Viche, respecto a la de Rio Cayapas, -dentro de la lejania- tiende
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a acercarse mas a las frecuencias de los indios Cayapas, probablemente debido a
un flujo de genes indigenas presentes en el grupo de ladinos que habitan en esta
localidad.

Para dar una vision global de la contribucién de los tres componentes
africano, caucasoide y nativo americano a las comunidades de Viche y de Rio
Cayapas y a todas las otras comunidades afro-americanas se ha elaborado la
grafica de la Figura £.17., en donde, en un sistema de coordenadas triangulares,
se representan las frecuencias de los alelos PGM1*1A, PGM1*1B y PGM1*2
{suma de PGM1*2A y PGM1*2B}. En dicho gréfico se evidencia c¢édmo las
comunidades indigenas (circulos blancos) quedan claramente separadas, por tener
una elevada incidencia del alelo PGM1*1B y baja el PGM1*1A; por otro iado, las
poblaciones de Africa {triangulos) se caracterizan por la frecuencia alta del alelo
PGM1*1A y baja del PGM1*1B y PGM1*2. Respecto a las poblaciones
caucasoides (cuadrados) no presentan frecuencias para estos alelos que las separen
de las africanas, ya que alcanzan las ma’xirﬁas diferencias respecto a PGM1*2A.
En general, las comunidades afro-americanas (circulos negros) y mixtas (estrellas)
de Centro y Sudamérica se sitian entre el grupo de las africanas y caucasoides y
el conjunto de las poblaciones nativas americanas, por tener frecuencias
intermedias para los distintos alelos. Se puede observar como la comunidad afro-
americana de Viche presenta la frecuencia del alelo PGM1*1A mas baja que la de
rio Cayapas en detrimento det alelo PGM1*1B. Esto podria indicar que la
comunidad de Rio Cayapas ha tenido menor aporte de componente indigena y de

su alelo caracteristico que es el PGM1*1B respecto de la de Viche.
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Esta tendencia de la comunidad de Viche a presentar frecuencias mas
cercanas a la muestra indigena de indios Cayapas en comparacién con la otra
comunidad analizada de Rio Cayapas, se observa en la mavyor parte de ios
marcadores estudiados, como son la ESD*1, GLO*1, PGD*C.

A modo de resumen, podriamos indicar que la heterogeneidad de las
frecuencias alélicas para estos marcadores en las distintas poblaciones
consideradas puede ser debido a la distinta contribucién de las poblaciones
parentales al "pool” génico de las diferentes comunidades, junto a fendémenos
microevolutivos, especialmente de deriva genética y/o efecto de fundadores, sin
olvidar el posible error provocado por el reducido tamafio de alguna de las

muestras.
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E.1.3.3. CALCULO DE F,;:

Para cuantificar la heterogeneidad o diferenciacion genética entre las
distintas comunidades afro-americanas se ha procedido a hacer un célculo de Fst
entre las mismas.

Dicho valor se puede aplicar a un conjunto de poblaciones o para porciones
regionales de las mismas, y valora el grado de heterogeneidad dei total de
poblaciones o de subdivisiones como una varianza estandarizada de las frecuencias
geénicas.

No se han incluido los sistemas G6PD y HBR, porque como ya ha sido
indicado previamente, estan condicionadas por la selecciéon natural y se consideran
para este céalculo solamente sistemas neutros o casi-neutros, en donde la derivay
las migraciones son las principales causas que provocan las diferencias entre las
poblaciones respecto a las frecuencias génicas (Jorde, 1980).

Tabla £.17.- Varianza de Wahlund o Fst

ALELG K b g Fst
ACP1*A 23 00,1723 1,43E-4 0,01876 W
ACP1*B 23 0,8145 3,36E-3 0,02227
ACP1*( 23 Q,0067 1,43E-4 0,02150
ACP1*R 23 0,0065 8,38E-5 0,012%4
ADA*] 11 0,93855 2,16E-4 0,01512
AK1*1 22 0,9895 8,53E-5 0,00821
CAZ2*1 6 0,9475 1,88E-3 0,03771
ESD*1 21 0,88548 5,38E-3 0,05316
GLO1*Y 11 00,3515 4,4CE-3 0,03771
PGD*A 25 ¢,9682 4,17E-4 0,01355
PGM1*1 24 0,7997 1,74E-3 0,01088
PGM1*1A 14 0,5573 7,60E-3 0,03082
PGM1*1B 14 0,2516 7,60E-3 0,04037
PGM1*2A 14 0,1522 2,46E-3 0,01905
PGM1*2B 14 0,0037 5,47E-4 0,01517
PGM2*1 1z 00,9966 2,16E-5 0,00636

Fst medio 0,02157

siendo K el nimero de poblaciones consideradas para cada alelo, P la frecuencia
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media, ¢° la varianza que tienen como férmula

g2 2Pl

K

y Fst o varianza de Wahlund calculada como:

o2
Fsr::
PQ

siendo P y Q las frecuencias medias.

Enta Tabla 17, aparecen los alelos, el ndmero de poblaciones consideradas,
la frecuencia media de cada alelo, la varianza, ta varianza de Wahlund o Fst vy el
valor medio de Fst.

El Fst medio obtenido {0,02157) se incluye en la primera clase que Wright (1978)
describe de "poca diferencia genética” {ver tabla adjunta), como ocurre en la mayor
parte de |las poblaciones humanas.

Valor de Fst

0,00 - 0,05 poca diferencia genética

0,05 - 0,15 diferencia genética moderada

0,15 - 0,25  diferencia genética grande

> 0,25  diferencia genética muy grande

Efectivamente, la mayor variabilidad, corfresponde a la heterogeneidad
existente entre |os grandes grupos raciales, cuya variabilidad se corresponde con
unos valores maximos de Fst de 0,38 (Cavalli-Sforza, 1969) y 0,135 (Wright,
1978). Esto confirma, una vez més, la conclusidn de Lewontin (1972) y de Nei y

Roychoudhury {19382) de que la proporcién de variacién genética entre las "razas
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humanas" es pequefa.

La comparacion con el valor de Fst encontrado por Cavalli-Sforza (1969) para los
grandes grupos africanos, y que corresponde a 0,042, pone en evidencia que entre
las comunidades afro-americanas existe una mayor homogeneidad genética
respecto a las poblaciones africanas, ya que el valor obtenido en este estudio es
la mitad (0,0216). Esto podria sugerirnos que los grupos africanos que han dado
origen a las distintas comunidades afro-americanas, hace aproximadamente 600
afos, provenian de una zona mas restringida del continente africano,
probablemente limitada a las poblaciones negriticas del oeste de Africa, en el cual
no participan algunos de los grupos tomados en consideraciéon por Cavalli-Sforza
{1969) en su estudio, como son los pigmeos y bosquimanos. También, podria
deducirse que, durante el periodo de tiempo comprendido desde su llegada a
América hasta la actualidad la historia microevolutiva de estas poblaciones no ha
determinado una diferencia genética como para alcanzar valores de Fst
relativamente elevados, o bien que el fendmeno del mestizaje las ha homogenizado
entre si.

Ademas, la comparacion con otros valores de Fst tabulados en una revisién de
Jorde (1980) relativa a distintos grupos humanos, ponen en evidencia que el valor
obtenido de 0,02157 es comparable al calculado para poblaciones subdividadas de
indios Papago (0,0208), o para Fore en Nueva Guinea (0,0201) o para los pigmeos
{0.02), todas ellas poblaciones "primitivas”, con un nimero de subpobiaciones
inferior a 20 (Jorde, 1980), pero que habitan un area delimitada, y no dispersas en
un continente comao es el caso de las comuniades afro-americanas consideradas en

este estudio.
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£.1.3.4. ANALISIS MULTIVARIADOS:

Para valorar estas relaciones geneéticas de forma mads completa, entre las
distintas comunidades afro-americanas y con las poblaciones parentales se ha
aplicado un analisis de las correspondencias asi como un anélisis de distancias

geneticas.

E.1.3.4.1. 13 POBLACIONES Y 10 SISTEMAS (GLO1, G6PD, AK1, ESD, PGD,
ACP1,PGM1, ABO, RH, HBR)

En un primer estudio y siempre con el propdsito de utilizar el mayor nimero
posible de alelos independientes que representaran al mayor ndmero de
poblaciones, se ha llegado a un numero de 15 alelos independientes, analizados en
13 poblaciones -7 comunidades afro-americanas, 1 pbblacién parental africana, 1
parental espanoia y 4 comunidades indigenas {que representan la componente
parental india sdlo para las comunidades negras de Brasil -Cameta, que son indios
de Brasil, y Paredao, que son los indios Caingang-, Venezuela -Curiepe, gue son los
indios Carib- y Ecuador, los indios Cayapas; dado que para las otras comunidades
negras incluidas en el andlisis no existian datos de indios parentales, y que no se
puede hacer una media ponderada ya que existe una grado de heterogeneidad muy
alto entre los distintos grupos nativos americanos-. En la tabla E.21. estan las
frecuencias alélicas que se han utilizado para este andlisis. Se han incluido,
también, los sistemas de grupo sanguineo ABO y RH, analizados previamente para
las comunidades afro-americanas objeto de este estudio {De Stefano, comunicacion

personal}.
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Tabla £E.21.- Poblaciones y frecuencias alélicas utilizados en las andlisis de correpondencias.

SLGIFE SD*A GDYA - GD*E - ARI*1 ESD*1 BGD*a ACP1*A ACPl*C ACFI*R PGM1*1 ABO*A ABO*R RH*d HBE*C HER*S
RIZ CAYAPMS 0.444 0,145 0.CB9 0.00p 1.000 0. 854 0.853 0,112 &£.0C0 0.000 0.860 2.030 L.05% 0.2Z75 §5.13¢f 0,040
VICHE 0.296 0.103 0.138 0.000 0.973 0.885 0.%90 0.209 0,000 G.000  0.888 0.0583 6.108 ¢.131 ©0.014 0.047
PAREDAD 0.389  0.235 0.%118 0.000 1.000 0.722 0.385 0.028 5.000 0.000 0.758 0.178 0.330 0£0.471 0.036 0.000
CAMETA 0.317 0.053 0.079 c.000 1.000 0.83% (0.989 0.102 ©0.000 0.000 0.850 0.113 0.138 0.146 0.000 0.00S5
CURIEPE 0.406 2.220 0.000 0.000 ©.98%5 0.895 0.995 0.245 6.005 0.000 0.855 0.024 0.080C 0.226 0.011 0.Qz27
BLUEFIELDS 0.333 C.083 0.122 c.a0c 1.000 0 %13 Q0. 936 0.178 ©.00Q0 0.003 ¢0.79%8 0.101 ©0.08s 0.i88 0.00% 0.0852
ESTADOS UNIDOS 6.31% O0.177 ©.133 ¢.000 0.88%1 ©0.%12 ©0.95% ©.219 0.011 ©0.908 (.803 0,165 ¢.13%X 0.256¢ 0.0CG3 0.741
TRINIDAD c.302 ----- - R n.3%84 0.757 0.9%81 0.109 5.000 0.005 O0.707 0.16% 0©.175 0.1686 i
AFRICA §.316 0.226 0. 136 0.000 0.999 9.83¢ 0.9€3 0.177 {9,001 0.020 0.820 0.160 9.158 0.233 G.054 0.087
ESeafia 0.482 0.000 0.000 0,003 ©.3%59 G.877 0.978 0.283 0.045 0.000 0.737 0.287 0.087 c.409% 0.000 D0.000
IND . CAYAPAS J.311 0.000 ¢.0040 0.000 1.000 0.747 0.3%97 0.220 5.000 0.000 0.692 0.000 0.008 0.000 0.000 0.000
IND. PAREDAD 0.308 0.000 0.0006 2.000 1.000 0.682 1.000 0Q.114 $.000 0.000 C.531 02.000 ©0.000 0.034 0.000 0.000
IND. CAMETA 0.308 0.0200 C.000 2.000 1 o000 0724 0 998 0.114 ©0.000 0©.00Q 0.772 ©0.000 0.000 0.017 0.000C 0C.000
IND . CURIEPE 0.308 0.000 B.000 0.000 1.000 0.724 1.000 0.174 o.0eo  0.000 0.772  0.000  0.000 0.u00 c.0090 G.o00

Nota: Los datos para los sistemas de grupo sanguineo ABO y RH se han tomado de las referencias bibliograficas indicadas para
los polimorfismos enzimaticos. En el caso de Africa se han considerado, también, Mourant et a/.,[ 1976; Tills et al., 1283 y
Roychoudhury y Nei, 1988; y para Espafa se han tomado las frecuencias de Colino, 1978.
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Tabla E.22.- Contribuciones relativas de los tres gjes
de las poblaciones y de los alelos.

RIO CAYAPAS
VICHE
PAREDAO
CAMETA
CURIEPE
BLUEFIELDS
U.S.A.
AFRICA
ESPANA
IND.CAYAPAS
IND . PAREDAC
IND.CAMETA
IND.CURIEPE

GLO1*1
GD*n
GD*A-
GD*B-
AK1*1
E5D*1
PGD*A
ACP1*A
ACP1*C
ACP1*R
PGM1*1
ABO*A
ABO*E
RH*d
HB&*C
HB&*5

OO O OO COOOO OO

DO OO OO0 0 OO0 C O OO

X

.128676
.005297
717833
.015673
.020323
.015291
.6001%6
.530956
032372
. 918367
.899143
.955875
.887759

X

.044326
.654631
.461360
.011557
862370
.258449
.868130
.082873
.028070
.145800
. 667951
.588146
727861
.8034083
.197659
.204158

[ Y o O o T o T o N i o O ol ol ol O Y o

DO 0O 000 OO0 CcCOoOCoC o

Y

.165038
.2759061
.000146
.000002
.0094679
.052707
.000641
.199728
.924320
.000286
.004173
.0039832
.006511

Y

.336473
.150905
.217684
.860677
.020498
.037440
.002232
.216757
.864827
.089190
.092057
.342362
.0084¢67
.147177
.195275
.260385

OO0 O0OO0O000O0OC O oo

v I e i I o 0 i O ol I i I e I o i e Y s B - Y e I i i B

Z

.344885
.000000
.214698
.646485
.015678
.027180
.001564
.073881
.035984
.000113
.020147
013500
.012785

Z

.077059
.000021
.000745
.064102
.067655
.354276
.086044
.225910
.075281
.071338
.024469
.009436
.249621
.0000eGs
.281663
.306618
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Tabla E.23.- Contribuciones absolutas de /os tres gfes

para fas poblaciones y los alelos.

RIC CAYAPAS
VICHE
PAREDAQ
CAMETA
CURIEPE
BLUEFIELDS
U.S.A
AFRICA
ESPANA
IND.CAYAPAS
IND.PAREDAO
IND.CAMETA
IND.CURIEPE

GLO1*1
GD*A
GD*A-
GD*B-
AK1*1
ESD*1
PGD*A
ACP1*4
ACP1*C
ACP1*R
PGM1*1
ABO*A
ABO*B
RH*d
HBE*C
HBE*S

OO OO OO COOCOo

e e T wie g wt J i I e I e B e I i I e D o D )

X

. 024689
.000237
. 263397
.000548
.G01416
.0oo479
. 040990
.085708
.010589
.146397
.138025
.139133
.148251

X

.000969
.166208
.075831
.000101
.042773
.004872
.049403
.007740
002765
005710
.(031246
.1188%821
179762
.250236
039551
.019¢%10

OO 0O OO OOOOO0O

DO O OO0 OCCOOOOQOO0

Y

.082592
.032502
.000139
.000000
.001721
.004309
.000114
.084021
. 788617
.000119
.001671
.0014593
.002631

Y

.015182
.099933
.088243
.01%667
.002652
.001594
.000331
052801
.214585
.002111
.011222
.177835
.005454
.1185¢64
.101914
066232

OO OO0 OO

DO OO0 OO0 CO0O0C OO

Z

.330198
.000000
.393103
.112870
.005451
.004253
.000669
.059510
.058735
.0000830
.015433
.009805%
.00988%

Z

.008404
.000026
.000643
.002802
.016744
. 0288589
.024433
.105281
.035731
.013942
.005712
.009361
.307626
.000014
.291214
.149209
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En las tablas E.22. y E.23. aparecen, respectivamente, las contribuciones
relativas y absolutas para los marcadores y poblaciones relativos correspondientes
a los tres primeros ejes, y en las Figuras E.18. y E.19. aparecen las
representactones graficas bidimiensionales respecto al primer y segundo eje, vy al
primer y tercer egje.

La representacion de los dos primeros ejes (Fig. E.18.) explica el 72,3% de
ta variabibilidad total. La figura pone en evidencia ta presencia de un cluster de
poblaciones indigenas americanas que resultan estrechamente relacionadas entre
ellas y muy homogéneas geneticamente. Ademdas, otro cluster agrupa todas las
comunidades afro-americanas, que son mas heterogéneas que las primeras, en el
cual aparece muy cercana la poblacién parental africana. Completamente aislada,
aparece la poblacién espanola, indicando su diversidad genética respecto de las
otras poblaciones. En el interior del cluster de las comunidades afro-americanas se
puede observar como la comunidad de Paredao resulta la mas diversa
geneticamente respecto a tas otras, si bien hay que tener en cuenta que el tamano
de la muestra es muy bajo (N=34}); la comunidad de Rio Cayapas, que estd
bastante bien representada (ver tabla 19) en este andlisis respecto a las otras
comunidades afro-americanas, se localiza mas cercana a Africa respecto de Viche
que, a su vez, estd mds cercana a las otras comunidades.

Los alelos que mejor contribuyen a la representacién gréfica son RH*d,
G6PD*A, GG6PD*A-, ABO*A, ABO*B, ACP1*C vy la HB*C que explican la
contribucién mas alta de la varianza (tablas E.22. y E.23.).

La representacion del primer y tercer eje {Figura E.19.), que explica el 63%

de la variabilidad total, no altera el patrén general, los indios se vuelven a agrupar,
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aungue aparece un redistribucién de las comunidades afro-americanas, que en el
tercer eje estan mejor representadas (tabla E.22.). Pone en evidencia una mayor
distancia de la comunidad negra de Rio Cayapas y Paredao respecto a las otras, y
una cierta semejanza genética entre las de Viche, Bluefields y Curiepe, que estan
muy bien representadas en este grafico. La posicion espacial de las comunidades
de Rio Cayapas y de Paredao es debida al alelo HB*C y ABO *B, respectivamente.
La peculiaridad de la elevada frecuencia de la HBR*C ya habia sido puesto en
evidencia anteriormente, al estudiar la distribucién de las frecuencias para este alelo
en las distintas comunidades {ver Figura E.16.).

Los alelos HB*C, HB*S, RH*d, ACP1*A y ABO*A son los que mas

contribuyen a la distribucién de las poblaciones en este plano (tabla E.23.}.

El andlisis de distancias genéticas ha puesto en evidencia resultados
comparables con los obtenidos por este primer andlisis. En las Tablas E.24. y E.25.
aparecen las matrices de distancias genéticas segun los métodos de Nei (1972},
Prevosti (Wright, 1978}, Cavalli-Sforza y Edwards (1967) y Edwards (1971, 1974).
La construccion de los dendrogramas aplicando el algoritmo UPGMA a las matrices
de distancias genéticas ha puesto en evidencia una topologia muy similar y en
todos l0s ¢asos la correspondencia entre la matriz de distancias y el dendrograma
ha resultado &ptima, al salir valores de R cofenético muy altos. Por tanto, se ha
elegido representar un unico dendrograma, el que presentaba el valor de F
cofenétco maés elevado, que en este caso correspondia a la matriz de distancias de

Edwards (Figura E.20.).

283



Tabla E.24.- Matriz de distancias genéticas.
Debajo de la diagonal: Distancia de Prevosti (Wright, 1978)
Encima de la diagonal: Distancia genética de Nei (1972).

POBLACION i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 i3

1 RIO CAYAPAS *k kK .010 .010 .034 .012 .007 .006 .go8 .02¢ .032 .028 .028 .029

2 VICHE .075 XEx . 004 .039 .004 .00¢ . 003 . 006 .030 .017 .015 .015 . 015

3 U.S5.A, .074 .051 * ok ok . 025 . 008 . Q05 . 005 L0062 .021 .029 .028 . 030 029

4 PAREDAO .132 .143% .108 Kok X .030 . 034 .035 .026 .038 .072 . 064 . 064 L0665

5 CAMETA .082 . 046 . 068 L1280 *k kA L0039 . 004 L0110 . 025 .015 .01l .011 .011

& CURIEPE .058 . 050 . 0561 .125 .068 LR . 005 .007 .019 022 G2l . 021 .022

7 BLUEFIELDS .057 . 044 .048 .126 . 056 .047 WL L0077 020 017 .015 .018 . 016

8 AFRICA .070 . 063 . 030 .110 077 L0677 .059 LR A .030 .035 . 033 . 035 . 034

5 ESPARA .128 .125 .105 . 133 L1177 .096 .108 132 XExA . 041 . 043 .046 044

10 IND.CAYAPAS .15¢0 .C99 .126 .173 .091 L1311 .108 .144 .128 *xE K .002 .008 .002
11 IND.CAMETA .133 .101 .130 .155 .074 .115 .104 .142 .139 .024 FEXK . 003 .000
12 IND.PAREDAC .134 100 .142 .173 L0777 L1317 L1117 .151 L1857 .04¢6 . 022 *x kK L0603
13 IND.CURIEPE .135 .1e2 .132 L1857 .076 117 .106 .144 .141 . 022 002 L0023 *EEK
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Tabla E.25.- Matriz de distancias genéticas.
Debajo de la diagonal: Distancia "E" de Edwards (1971,1874)
Encima de la diagonal: Arco distancia de Cavalii-Sforza & Edwards (1967).

FORLACION 1 2 3 4 5 & 7 8 3 10 11 12 13

1 RI1IO CAYAPAS * kK& L0594 L0991 .142 L1313 .109 L0786 L0773 174 .211 .198 199 .213

2 VICHE 103 *EEx L0865 .149 L0623 L100 L0861 076 160 .172 .168 .168 . 178

3 U.S.A. .101 070 *h A .125 .088 .098 .059 . 045 .148 .209 . 205 .208 .218

4 PAREDAC .155 L1663 L1490 *ok ok .127 .156 .143 .127 .188 L260 .247 .248 L262

5 CAMETA 127 L0880 L1400 .138 *A kX .1CE .68 L1086 L1432 L1565 . 145 .146 .158

& CURIEPE .123 .11z L1098 173 122 ko ok K 104 L1089 . 141 .180 .174 L1732 .187

7 BLUEFIELDS .084 L0877 Ldee .154 LUTT .118 *Hx A .37G . 148 .174 .168 174 .182

8 AFRICA .080 .084 .051 .142 2121 L1211 077 ook .178 L2265 .220 L223 L2132

9 ESPANA L2012 .181 .171 L2177 L1160 163 .168 .205 xR x K .203 .1986 .201 L2114

10 IND.CAYADPAS 240 .199 .238 .290 .178 .208 .200 .256 L222 FEE K . 046 .084 .040
11 IND.CAMETA .228 .19¢ .235 L2786 .1e8 .202 .195 L2563 L2168 .054 * Kk K 050 .028
12 IND.PAREDACG L2298 .197 L239 .278 L1639 .202 L202 .256 .221 .091 . 052 * ok x L0E1
13 IND.CURIEPE . 243 .207 .243 .292 .181 217 .210 L265 L235 L046 .032 . 065 * K
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EDWARDS (1971,19874)
f= 1,418
F = 10,94
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Fig. E.20.- Dendrograma obtenido aplicando el algoritmo UPGMA a la matriz de

distancias de Fdwards.
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En este dendrograma existen dos cluster distintos, uno netamente
diferenciado de los otros que agrupa las poblaciones nativas de América y el otro
con las comunidades afro-americanas y con la poblacién africana que se posiciona
en el centro del grupo. La comunidad de Paredao se sitia distante del resto de las
comunidades negras, como ya se habia constatado en el andlisis de
correspondencias. En dltimo lugar se une Espafa que resulta mas distante respecto

de las poblaciones negras.

E.1.3.4.2. 14 POBLACIONES Y 8 SISTEMAS (GLO1, AK1, ESD, PGD, ACP1,
PGM1, ABO, RH)

Dado que en el analisis que hemos analizado estaban presentes dos sistemas
con fuerte poder selectivo, que son la G6PD y la hemoglobina, hemos decidido
llevar a cabo este andlisis exciuyendo ambos marcadores, para evitar que 1a
semejanza de las poblaciones fuese debida a un factor ambiental y selectivo, mas
que a un origen e historia comun. Asi, hemos podido aumentar el set de datos con
una pobiacidn mas, la comunidad de Trinidad (Tabla E.21. de datos del analisis
anterior). Enia Figura E.21. aparece la representacion bidimensional scbre el primer
y segundo ejes, del andlisis de correspondencias aplicado sobre un total de 14
poblaciones y 11 alelos independientes, que explican el 84,6% de la variabilidad

total.
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Tabla E. 26.- Contribuciones relativas de los tres efes
para 1as poblaciones y los alelos.

RIO CAYAPAS
VICHE
PAREDAO
CAMETA
CURIEPE
TRINIDAD
BLUEFIELDS
U.S.A.
AFRICA
ESPANA

IND. CAYAPAS
IND. PAREDA(
IND. CAMETA
IND. CURIEPE

GLO1*1
AK1*1
ESD*1
PGD*A
ACPL1*A
ACP1*C
ACP1*R
PGM1*1
ARO*RA
ABO*B
RH*d

o I wlo Y s v e - L 6 o O 6 I s L

X
.015577
.249279
.725939
.001237
.000232
.318158
.01542¢0C
.596944
.314001
.411157
.878300
.873450
.951871
.956471

[ Rt T ot e T o o i T e B e e [ e T i Qo e

X
.014545
772331
.144877
. 728439
.031452
.1842189
.059147
.633050
.B845512
.655113
.931867

OO0 OO O OO0

Y
.000439
.019043
.224821
.649777
.396604
.275179
.031274
.128483
.029190
.556549
.023832
.010266
.005179
. 005597

OO0 OO0 OO0 OO

b

L 227223
.107134
.056611
.067835
L.671795
.687664
.006593
.078782
.072195
.301931
.005046

OO OO OO OO OO0

Z
.476510
.237118
.036011
.0042089%
.008120
.143603
.006754
.226822
.455628
.011890
.014322
.0422990
.019571
.0113249

CODOO0OOO0O0 o OO0

Z

.559627
.002293
.166951
.002971
160582
.013187
.557388
.0z20408
.029971
022127
. 039543
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Tabla E.27.- Contribuciones absolutas de los tres efes

para fas poblaciones y los alelos.

RIQO CAYAPAS
VICHE
PAREDAO
CAMETA
CURIEPE
TRINIDAD
BLUEFIELDS
U.S.A.
AFRICA
ESPANA

IND. CAYAPAS
IND. PAREDAO
IND. CAMETA
IND. CURIEPE

GLO1*1
AK1*1
ESD*1
PGD*A
ACP1*A
ACP1L*C
ACP1*R
PGM1*1
ABO*A
ABO*B
RH*d

OO OO0 OO 00So

COODDO0O O DO OO

X

.0008632
. 005364
.285437
.000027
.000005
017767
.000121
.024002
.022117
.136930
.129628
120269
.122706
134996

X

.000373
.031816
.003502
.034293
.003985
. 024350
.003105
.031539
.22%9300
. 232638
.405098

OO0 O O0OCO0OO0

OO0 OO0 0000

Y

.000055
.001258
271426
.043154
.025229
.047184
. 000752
.015862
.006313
.569113
.010800
.004340
.002050
.002425

Y

.017905
.013551
.004201
.009805
.261375
.283151
.001063
.012052
0805850
. 329213
.006735

OO O QO OO oC OO oSO

o - < i e ) o e S e o Y e O s

z

.185552
.048985
. 135926
.001020
.001615
.076982
.000508
.087550
.308083
.038014
.020291
.055899
.024218
.015376

Z

.137869
.000907
.038737
.001343
.195332
.016733
.280849
.008760
.078025
.075429
165016
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Se observa que el resultado es el mismo que el observado en el andlisis
anterior. Aparece un cluster muy homogéneo con las cuatro poblaciones indigenas
americanas, otro cluster algo méas heterogeneo con todas las comunidades afro-
americanas que incluye algo mas distante a Africa, y, por Ultimo, aisladas a ta
comunidad afro-americana de Paredao y a la poblacion espanola. Los alelos RH*d,
ABO*A, ABO*B, ACP1*C y ACP1*A son tos que mas contribuyen a la topologia
obtenida en esta representacion {ver tablas E..26. y E.27. donde aparecen ias
contribuciones relativas y absolutas para poblaciones y alelos de los tres primeros
ejes).

Enla Figura E.22. aparece la representacion respecto al primer y tercer eies,
gue explica el 70,4 % de la variabilidad total. Se mantienen los grupos expuestos
previamente, si bien, dentro de las comunidades afro-americanas existe una cierta
reordenacion, pasando a estar muy representadas las comunidades de Rio Cayapas
y de Paredao, que son las que resultan mas distantes respecto a las otras, como
ya habia sido puesto en evidencia en el analisis anterior {Ver Figura E.18 y E.19.).
En este caso, los alelos RH*d, ABO*A, ABO*B, ACP1*¥A, ACP1*Ry ACP1*C son

los que mas contribuyen a esta dispersion de las comunidades afro-americanas.

También en este caso, el analisis de distancias genéticas muestra las mismas
relaciones genéticas puestas en evidencia en el analisis de correspondencias. En
las tablas E.28 y E.29 aparecen las matrices de distancias genéticas segun Nei,

Prevosti, Cavalli-Sforza y Edwards y Edwards.
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Tabla £.28.- Matriz de distancias genéticas:
Debajo de la diagonal: Distancia de Prevosti (Wright, 1978/
Encima de la diagonal: Distancia genética de Nei (1972).

POBLACION 1 2 3 4 5 & 7 8 39 10 11 12 13 14
1.- CAYAPAS *E AR .010 .G08 .03e .009 L0043 L0063 .020 L 007 .18 L0331 .02e L0227 L Q27
2.- VICHE .072 XxEE .00k .047 .003 . 004 . 004 .011 . 005 .028 .015 .013 L0113 .014
3.- U.S.A. . 067 . 053 *xEK 031 . 006 . 004 . 004 .010 .001 .013 027 .027 .029 .028
4.- PAREDAO .133 .154 .122 *EEE .032 . 040 .040 . 024 L0340 . 031 .078 . 068 .069 070
5.- CAMETA .066 .037 .058 .118 *Exx .008 .004 . 005 L0058 .029 .018 .013 .013 .013
6.~ CURIEPE .043 .042 . 045 .136 .060 Xawx .003 .017 . 008 .014 . 022 .021 .021 .022
7.- BLUEFIELDS 046 . 048 .043 .130 . 055 .036 XXk . 011 L 004 LB1g .018 .0l .020 L0017
8 .- TRINIDAD .107 074 L0711 .094 .048 . 099 .082 *xx X .01a .028 L0118 .017 .023 .017
9.- AFRICA .061 . 053 .019 .122 . 050 . 054 . 042 .06¢€ rEE R L0186 L0235 .027 . Q29 .028

10.- ESPANA .108 .119 .08¢ .118 L1289 .088 .103 L1189 . 103 X & * . 054 . 056 .060 .058
11.- IND. CAYAPAS .135 . 086 L1112 .168 . 097 .107 .103 . 084 L1177 .159 *x ok k . 003 . 011 .003
12.- IND. CAMETA .114 .088 .117 .145 .075 112 .098 .078 115 .173 . 030 * kK . 004 L0000
13.~- IND. PAREDAO .115 .087 .133 .167 . 079 .114 L1156 .101 .126 .19¢ . 057 .027 * ok ok k .004
14 .- IND. CURIEPE .116 .090 L1260 .147 .Q078 .i14 101 .081 .117 L1786 .028 . 002 .029 wxE %

291



Tabla E.29.- Matriz de distancias genéticas:

Debajo de la diagonal: Distancia "E" de Edwards (1971,1874),
Encima de la diagonal: Arco distancia de Cavalli-Sforza & Edwards (1967).

POBLACICN 1 2 3 4 5 3 7 8

.- RIO CAYAPAS * X E . 085 .076 .141 L6777 .076 .647 .114
.~ VICHE .083 *okoxx . 068 .153 .056 . 064 . 066 .080
.- U.S. A .085 .073 *EEE .129 L0774 .068 . 064 L0739
.- PAREDAC .153 L1686 . 144 FrwwE .118 L1479 . 140 .104
.- CAMETA .083 . 064 . 083 .123 * ok k x L0777 .06l .061
.- CURIEPE .085 .068 .074 183 .085 * Xk K .0E9 .101
.- BLUEFIELDS3 .02 .072 . 058 L1562 .068 L0758 *kxk .088
.- TRINIDAD .124 . 087 .088 . 110 . 066 .110 .087 LER
.- AFRICA .073 .Q75 . 034 .138 .073 .081 . 047 .080
.- ESPANA .133 .131 .088 .166 .145 .108 124 .132
.- IHND. CAYAPAS L1588 .159 .204 .27 L1869 L1890 L1773 .18¢6
.~ IND. CAMETA .179 .155 . 200 .252 L1585 172 .166 179
.- IND. PAREDAO .181 . 156 L2065 .252 .157 L1711 176 .188%
.- IND. CURIEPE .203 .172 .220 274 .173 L1582 .188 .195

11 12
179 161
143 -137
185 L1789
249 .232
152 .138
163 .154
156 .148
167 160
186 175
227 .219
% k% L0532
060 LR B
102 058
052 036
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EDWARDS (1971,1974)
f - 1,815
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Fig. E.23- Dendrograma obtenido aplicando el algoritmo UPGMA a la matriz de

distancias de Edwards.
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l.as representaciones son bastante fiables, pues presentan un valor de
correlacian cofenética que oscila entre 0,78 para la distancia de Nei hasta 0,92
para la distancia de Edwards. Como en ' caso precedente, se ha elegido
representar ei dendrograma que praesentaba ei valor de R cofenético mas elevado,
dado que las distintas representaciones presentaban la misma topologia. En ia
Figura E.23. aparece el dendrograma segun ia distancia de Edwards, si bien. en
todos los modelos, como en los andlisis de distancias efectuados previamente, se
separan netamente dos cluster, unc que contiene todas las poblaciones de
indigenas y el otro con todas las comunidades afro-americanas y Africa. La
posicion de la poblacion espafiola y la comunidad afro-americana de Paredao varia
segun el método de distancias utilizado, si bien, en todas las representaciones

resulta distinta respecto del cluster que contiene ias poblaciones negras.

E.1.3.4.3. 13 POBLACIONES Y 8 SISTEMAS (AK1, ESD, PGD, ACP1, PGM1-IEF,
ABO, RH, HBR)

En los analisis anteriores hay una ausencia de de poblaciones afro-
ameriacnas correspondientes a los "Black Caribs" de Centro América y para poder
ser considerados en las comparaciones se ha hecho necesario eliminar dos
marcadores que son la G6PD y