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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 única e irrepetible, fruto

de las complejas interacciones entre su patrimonio genético y el ambiente físico en

el que vive.

La variabilidad biológica y, en particular, la genética son las bases de la

diversidad humana, y son la base de una parte importante de la Antropología.

La Antropología Molecular usa los llamados marcadores genéticos, con una

determinación genética simple <unigénica o de pocos genes y de penetrancia

completa). Generalmente se usan caracteres hemáticos como son los grupos

sanguíneos, los antígenos leucocitarios y las proteínas enzimáticas, porque son

fáciles de extraer (sangre> y de determinación simple según las técnicas de

aglutinación para los grupos sanguíneos y los marcadores inmunológicos del suero,

la microlinfocitoxicidad para los antígenos leucocitarios (HLA) y la electroforesis e

isoelectroenfoque para las proteinas.

El primer marcador genético estudiado en el hombre fué el sistema de grupo

sanguineo ABO. En 1 900, Landsteiner reveló la variabilidad existente entre los

individuos de una misma población (polimorfismo>. Posteriormente, Bernstein

demostró la base hereditaria de este sistema (polimorfismo genético) y Hirszfeld en

1 91 8 demostró que las distintas poblaciones humanas se diferenciaban entre sien

las frecuencias génicas de este sistema <Roberts, 1986). Hasta la segunda mitad

de los años 50, solamente fueron descubiertos sistemas de antígenos eritrocitarios
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como el sistema MN (en 1927), P (1927), RH (1940-45), Duffy (1950), Kell

(1946>, etc... En 1955, Smithies inventó el método electroforético en gel de

almidón para separar proteínas, y se descubrió el primer polimorfismo de proteinas

séricas que fué la haptoglobina. Posteriormente, por métodos de coloración

específicas se han identificado numerosos marcadores enzimáticos. En los últimos

años, nuevas técnicas moleculares han permitido identificar numerosos

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

La evolución biológica 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 morfología, fisiología, comportamiento y otros

aspectos, pero 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 microevolutivos que pueden alterar las

frecuencias génicas en las poblaciones, dentro de estos mecanismos la selección

natural o las migraciones actúan en una dirección, mientras que la deriva génica es

un fenómeno totalmente aleatorio y que afecta al conjunto de los genes.

Las migraciones y la deriva génica tienen efectos inversos, si la primera

tiende a hacer más 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 más largo es el periodo de aislamiento. Asimismo, el efecto

de fundadores, que es un fenómeno consecuencia del azar, provoca diferencias en
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la población debido al reducido número de individuos que dan origen a una nueva

comunidad.

Las emigraciónes 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 selección actúa de forma

específica sobre cada uno de ellos. Por este motivo los datos sobre las frecuencias

génicas no sujetos a selección 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 Antropología es relacionar datos genéticos con la historia,

geografía, lengua y cultura. Ejemplos de este tipo de análisis son los que tratan de

la expansión démica efectuados por el equipo de Cavalli-Sforza, y que serán objeto

de un libro en vías de publicación titulado: “History and geography of human

genes”, en el cual de forma sintética se tratan de relacionar lenguas y genes. Por

ejemplo, han demostrado en las poblaciones europeas 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 difusión de las primeras prácticas agrícolas y de la

domesticación, con un progresivo movimiento en dirección sur-este-norte-oeste de

poblaciones de agricultores y de una fusión con las poblaciones pre-existentes

(Cavalli-Sforza, 1992; Cavalli-Sforza y Piazza, 1993; Cavalli-Sforza et aL, 19.93).

Aplicaciones de estos mapas también han sido llevados a cabo en la Península

Ibérica, poniendo en relevancia, la singularidad genética de los vascos (Bertranpetit

y Cavalli-Sforza, 1992; Calafelí y Bertranpetit, 1 993a; 1 993b).
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Estos mapas genéticos, resultado de las migraciones y del flujo génico, han

sido complementados al estudiar las barreras geográficas y linguisticas en relación

con la distribución de las frecuencias génicas (Barbujani, 1991; Barbujani y Pilastro,

1993; Rarbujani y Sokal, 1990).

A estos estudios del conjunto de la historia del hombre, hay que añadir la

gran cantidad de análisis que se han llevado a cabo para distintos grupos, en áreas

geográficas limitadas con la finalidad de analizar la microheterogeneidad y

aislamiento de determinados grupos de población, como es el caso de los grupos

nativos americanos (Barrantes et aL, 1 990; Black et aL. 1988; Greenberg et al,

1986; Neel, 1991; Rickards et aL, 1993; Salzano y Callegari-Jacques, 1988), en

Sicilia (Rickards etat, 1992), o grupos aislados de la Península Ibérica (Aluja etaí,

1988; Calderón e Ibañez, 1987; Carracedo eraL, 1987; Mesa, 1973; Mesa eral,

1992). Asimismo, se ha podido analizar el flujo génico de épocas recientes, como

son los grupos de población gitana que han venido desde el oriente hasta occidente

(Mesa y Bernasovsky, 1989), o bien las comunidades de población negra que se

han establecido en América, como consecuencia de la esclavitud (Battistuzzi eral,

1986; Eiondi et aL, 1988; Crawford, 1986; Salzano, 1987>.

Estos estudios se han visto favorecidos por la información que aportan

algunos marcadores, que se encuentran sólo en determinadas áreas del mundo, y

que permiten una identificación rápida de los movimientos migratorios, e incluso,

de la acción de la selección natural, como es el caso de los alelos HBISS y HBIA*C

de la hemoglobina, variantes de la G6PD, alelos ACP1 ~ y ACP1 *R o incluso, en

los últimos años y con nuevas metodologías moleculares, la presencia de la

delección de nueve pares de bases en la región V del DNA mitocondrial.
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Por último, no podemos olvidar la valiosa información que aportan los

estudios biodemográficos, que han permitido corroborar en muchos casos, la

información puesta a disposición con los marcadores genéticos <Calderón,1 983;

Fuster, 1983; 1987; Fuster eral, 1993; Jorde, 1980; Mielke eta!?, 1976; Morton,

1973; Peña-García, 1988)
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A.2. INTERES DEL ESTUDIO Y OBJETIVOS:

Como se ha puesto de manifiesto en el capítulo precedente, el análisis de la

estructura genética de las poblaciones humanas constituye una rama muy

importante de la Antropología, ya que nos permite, incluso, reconstruir la historia

evolutiva de estas poblaciones, utilizándola junto con la información suministrada

por disciplinas como son la historia, lingúistica o antropología cultural. El papel de

la Antropología Molecular, en este tipo de estudios, ha sido cada vez de mayor

relevancia debido al desarrollo de nuevas técnicas de análisis a nivel molecular, así

como al mayor y más complejo tratamiento estadístico de los datos.

Por lo tanto para estudiar las relaciones entre las poblaciones humanas

actuales y con el fin de reconstruir nuestra historia evolutiva reciente, resulta muy

importante obtener información de aquellas poblaciones para las cuales no existen

datos de marcadores genéticos y, al mismo tiempo, intentar aportar pruebas que

corroboren o completen aspectos históricos 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 óptima oportunidad para valorar la contribución de

fenómenos evolutivos, como es el desplazamiento de grupos y la colonización 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 información sobre su origen concreto, su historia
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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 análisis conjunto

de datos históricos, demográficos y genéticos pueden permitir reconstruir los

patrones que han ocasionado la actual población 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 país muy interesante para este tipo de estudio,

ya que como se indicará posteriormente con más amplitud, en una extensión

relativamente pequeña (aproximadamente 270.000 km2) presenta zonas

geográficas muy distintas, con una serie de climas característicos y representantes

de grupos humanos diferentes que son principalmente: la población indígena,

individuos de origen caucasoide (consecuencia de la colonización), comunidades

negras <resultado 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 información genética en estos grupos humanos de

Ecuador (Matson eta!?, 1966; Jara eraL, 1989; Guevara et al, 1991), el equipo

de Antropologia del Dipartimento di Biologia de la Universitá “Tor Vergata” de

Roma ha planteado un estudio global de distintas poblaciones en este país. Dicho

estudio multidisciplinar, en colaboración con otros laboratorios europeos, de

Estados Unidos y ecuatorianos, cuenta con el estudio de los grupos sanguineos,

marcadores enzimáticos y séricos, marcadores del DNA mitocondrial, análisis a

nivel del DNA de los genes de clase 1 y II del sistema HLA, estudio de

polimorfismos de longitud de fragmentos por enzimas de restricción (RFLP> del gen
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COLí A2, estudio de aspectos biodemográficos y epidemiológicos... Dicho grupo

de investigación ya había estudiado, previamente, las comunidades afro-

americanas de Nicaragua (De Stefano, 1970-71; De Stefano y Jenkins, 1976;

Battistuzzi era!?, 1986; Biondi eral, 1988).

Dentro del proyecto de Ecuador, dirigido por el Prof. G.F. De Stefano, se

incluye esta Tesis Doctoral que trata del análisis de la estructura genética de las

comunidades afro-americanas de Rio Cayapas y de Viche (Ecuador> y para la cual

se plantean los siguientes OBJETIVOS:

1) Caracterizar geneticamente a las dos comunidades afro-americanas de

Ecuador, mediante el análisis de los marcadores proteicos ACP1, ADA, AK1, CA2,

ESD, GLOl, G6PD, POD, PGM1, PGM1-IEF, PGM1-Tr¡Ts, PGM2 y HBB.

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

esmeraldeñas de Ecuador.

3) Establecer relaciones genéticas de ambas comunidades, con el conjunto

de las comunidades afro-americanas y con las parentales africana, española e

indígena de indios Cayapas.

4) Cuantificar el grado de mestizaje a partir de los grupos parentales

africano, español e indígena.

5) Utilizar un marcador del DNA mitocondrial característico de poblaciones

indígenas, para establecer su eventual presencia o ausencia en el “pooí” génico de

las comunidades afro-americanas de Ecuador, para valorar la contribución indígena

materna.

6> El estudio del grado de aislamiento a partir de las matrices de migración

y de las frecuencias de los apellidos, teniendo en cuenta, la dificultad que plantea
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la toma de datos biodemográficos en este tipo de poblaciones.

7) Relacionar los datos históricos, sociales y culturales con los aportados por

los datos genéticos y biodemográficos.

En este estudio se han tomado en consideración los términos “negros”,

“blancos “, “indios e indígenas” por tratarse de vocablos muy extendidos, referidos

a grupos humanos americanos, más o menos mezclados, con una serie de

características concretas, como sinónimos de los grupos que presentan rasgos

negroides, caucasoides o nativos americanos, respectivamente.
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B. POBLACION ANALIZADA



B.1. HISTORIA:

América Latina es una amalgama de distintos grupos humanos, con una

distribución no uniforme. Además, cuando se analizan los diferentes paises

encontramos que, mientras unos tienen una población basicamente homogénea,

otros son muy heterogéneos. En esta variedad incide, fundamentalmente, no sólo

la existencia conjunta de una población indígena y de otra de origen europea, sino

también, la de una población africana <Benítez et Garcés, 1989), así 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 parenta/es y nomenclatura (tomado de Rosenhlar, 1954).

MESTIZOS, CUATRALBO, CASTIZO: INDIO x BLANCO

MULATOS, TRIGUEÑOS, 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 MORENO o CIMARRON.
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B.1.1. HISTORIA DE LAS COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS DE

ECUADOR:

Respecto al origen de estas comunidades, objeto de este estudio, existen

diferentes fuentes de información: algunas basadas en datos arqueológicos (Alcina

Franch, 1979), otras de tradición oral (Cabello Balboa, 1945), y, las más recientes,

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

EPOCA PRECOLOMBINA:

“Hace por lo menos 4000 años, mucho antes de que existiera Colón,

africanos de la costa atlántica en modestas falúas se deslizaron por el mar y

llegaron al Brasil y de aquí a otros paises, de ahora, entre ellos al nuestro, -

Ecuador-; de seguro, no fué, una sino varias migraciones: así 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 arqueológico, que

fundamentan la presencia de negroides en la prehistoria, no sólo sudamericana,

sino ecuatoriana. Así, Porras Garcés (1988) ha recopilado una serie de pruebas,

para apoyar esta hipótesis. Por ejemplo, las cabezas mqnolíticas, de hasta 35

toneladas de peso, producto de la cultura Olmeca (1.100 a.C.), que hay en San

Lorenzo (México), según el autor, son representaciones de individuos negros.

También, Porras Garcés (1988) indica que, presentan rasgos negroides los cráneos

encontrados en Tíalilco, Cerro de Mesas y Monte Albán (lugares preclásicos de

México>. Incluso, señala que la presencia del negro, en Costa Rica y Panamá, es

confirmada por el Autor de “Las Décadas”, Pedro Mártir de Anghiera, que era
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consejero de los Reyes Católicos. Cuando relata la exploración de Blasco Nuñez de

Balboa, dice: “Ahí tropezaron con esclavos negros de una región dos días de

Canaca, habitada unicamente por negros feroces y extraordinariamente crueles...

Entre indios y negros se esclavizan o matan mutuamente”.

Porras Garcés (1968) también aporta opiniones en el sentido de que los

caracteres somáticos típicos de individuos negros, no se han mantenido a causa

del reducido número de estos. De igual modo, señala que estudios realizados en

una de las etnias amerindias más antiguas y aisladas de México, “los lacandones”,

se han identificado “células enfermas”, resistentes a la malaria, que generalmente

se encuentran en los negros.

Por último, centrándonos en el área de Ecuador, los antropólogos 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

información arqueológica recogida por Alcina Franch <1979) y Sánchez Montañez

<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 8.2. aparecen algunos de los restos de este periodo con

aparentes rasgos negroides.
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EPOCA COLOMBINA:

R. Savoia (1 988a), que se ha dedicado a reconstruir la historia de los

afroamericanos de Esmeraldas, presenta como primera comunidad, la del relato de

Miguel Cabello (1577-1582) que se relaciona a continuación:

“En el año del Señor de 1553, por el mes de octubre, partió de/puerto de

Panamá un barco, una parte del cual alguna mercadería y negros que en el venían,

era y pertenecía a un Alonso de illescas, vecino de la ciudad de Sevilla, el cual

barco como hallase por aproa los sures [~.] se entretuvo muchos días sin poder

seguir su viaje, y pasados treinta días de su navegación, pudo ha//arse doblado el

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 proh~a navegación, sacaron consigo a tierra a diez y siete

negros y seis negras, que en el barco traían, para que les ayudasen a buscar a/go

que comer, porque ya no tenían con qué se poder sustentar, dejando e/barco sobre

un cable. Mientras ellos en tierra, se levantó un viento y marea que le hizo venir a

dar en los arrecifes de aquellas costas, los que, en el ya quebrado barco habían

venido, pusieron su cuidado en escapar si pudiesen, algo de lo mucho que traían

[...1 trataron de hacerse sus camino por tierra, y queriendo/o poner en efecto

procuraron juntar los negros, los cuales y las negras se habían metido en el monte

adentro, sin propóstio ninguno de volver a servidumbre”’

‘Miguel Cabello de Balboa, 1945. verdadera descripción y
relación 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 Peña (1980) describen que la región donde desembarcaron

los negros de Illescas, era una zona fronteriza entre dos grupos tribales

importantes: los “Niguas” y los “Campaces”. Los primeros ocupaban parte de la

cuenca del rio Esmeraldas, desde la región de los “Yumbos” hasta el mar y, en la

costa, desde la desembocadura del Esmeraldas hasta el sur del cabo San Francisco

y zona del Portete, donde se señala el desembarco de los negros (Figura 8.3.). Los

“Campaces”, habitaban en la serranía de la región de la costa, desde el cabo San

Francisco hasta la Bahía de Caraquez. Los indios “Campaces” parecían ser muy

agresivos y belicosos, mientras que los “Niguas’, presentaban una imagen mucho

más amistosa.

Este grupo de negros que desembarcaron en Portete buscan refugio y

alimentos, y llegan a una localidad llamada “Pidi”, habitada por la tribu de los

Niguas. “Los bárbaros della, espantados de ver una escuadra de tan nueva gente,

huyeron con la más nueva priesa que les fue posible y desampararon sus ranchos

y aun sus hijos y mujeres”~. Poco después regresarían y pactarían con los recién

llegados, una vez que comprobaron que no podían vencerles y expulsarles del

lugar.

En esa época se habla de un caudillo de los negros que es Antón, que

organiza una guerra contra los “Campaces” que se hallaban más al interior. “Los

belicosos “Campaces” les dieron tal priesa que les mataron seis negros y algunos

indios amigos”. Así fué como se sembró el terror en toda la comarca. Antón,

considerado el primer caudillo, muere más tarde y es sustituido por el líder negro

Alonso Illescas, el cual utiliza el sistema del terror usado por Antón para extender

su fama por todo el territorio.
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Así escribía el presbítero Miguel Cabello de Balboa, en 1 582, basándose en

los datos que recogió directa y personalmente, ya que el 15 de Septiembre de

1577, desembarcó en Atacames e hizo buena amistad con el negro Alonso Illescas,

quién le relata, en forma de tradición oral, toda la historia, la cual él plasma en sus

escritos. “De aquí que las tradiciones o transmisiones orales son fuentes históricas

cuyo carácter propio está determinado por la forma que revisten: son orales o no

escritas, en su origen, y tienen la particularidad de que se cimientan en la memoria

de los hombres de generación en generación. La tradición histórica es fuente

histórica y merece cierto grado de credibilidad” <Coba Andrade, 1980). Este hecho

histórico de tradición oral también es referido en: Alcina Franch (1976), Alcina

Franch y Peña (1980>, Cobo y Fresco (1980), Estupiñán Tello <1983), González

Suarez <1970), historiadores; Whitten y Friedemann (1974), antropólogos;

Bartolucci (1983), Vargas <1981) y Coba Andrade <1980), cronistas; entre otros,

todos ellos aceptan la existencia de esa primera comunidad de negros en

Esmeraldas, no obstante, hay que tener presente que se basa en un relato único,

lo cual obliga a que se tenga que considerar con una cierta cautela.

Teniendo en consideración esta fuente, a partir de este momento, los negros

recién llegados empiezan a crear una comunidad, y lo hacen mezclándose con las

indias, así, al menos, precisan varias fuentes. “El licenciado Salazar de Villasante

dice que los primeros negros han hecho un pueblo y tomado indias y casándose

con ellas y multiplican”. Por otra parte, Cabello Balboa escribe que Alonso de

Illescas: “le dieron por mujer una india hermosa, hija de un principal”1 (Alcina

Franch, 1 976>
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En una época posterior, y con datos históricos más fidedignos se narra que

con la expedición de Alvarado, llegan negros que participan en los enfrentamientos

militares de 1534, con Diego de Almagro (Whitten y Friedemann, 1974; Benítez

y Garcés. 1989>. Este grupo queda en Ecuador en calidad de “negros libres” y da

lugar a que en el siglo XVI se produzca una expansión de la población negroide,

tanto en el número como en las zonas en las que habita. En particular, los negros

que se liberaron <antes de la abolición de la esclavitud) en las costas de

Esmeraldas, dan lugar en la Provincia de Esmeraldas a “la República 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 población creció extraordinariamente, y “en 1600 se calculaba que

había más de cincuenta mulatos y zambaigos, y en 1620 llegaban a ser un

centenar <Alcina Franch, 1976).

Según 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 años, más de veinte expediciones, con soldados españoles e indios,

llegaron sucesivamente a Esmeraldas, desde otras ciudades de Ecuador, como son

Quito-Ibarra y desde Guayaquil-Portoviejo, para colonizarla, sometiendo a su

población negra, pero nunca lo lograron, y siempre fueron rechazados <Bartolucci,

1983; Speiser, 1985).

Otro hecho esencial en la historia de la ocupación negra de Esmeraldas fué

el hecho de que “en 1 600, según 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 traería luego la población negra actual” (Coba Andrade, 1980).

De igual manera, cuenta Estupiñán Tello (1977), “arribó a San Mateo un

navío procedente de Nicaragua, conduciendo negros y entre ellos llega Alonso de

Arrobe unido con una india nicaragúense y de esta unión nacieron dos hijos: Juan

y Francisco. Surgen rivalidades entre los Arrobe y los Illescas. Alonso Sebastián de

Illescas, más experimentado, ladino y lucho mató cruelmente a Alonso de Arrobe

manteniendo su liderazgo “.

A partir del siglo XVIII, una nueva vía de entrada de negros aparece en la

historia de Esmeraldas. Procedentes de Colombia, llegaron numerosos cimarrones,

esclavos en su país y que lograban fugarse para defender su libertad contra la

tiranía. Seguramente, en Esmeraldas encontraban un paraiso para la libertad, al

igual que los esclavos que escapaban de las haciendas regentadas por jesuitas de

la ecuatoriana provincia de Imbabura <limítrofe con Esmeraldas) <Pujol, 1970-71;

Bartolocci, 1983; Speiser, 1985; Jurado Noboa, 1992>.

También, desde Colombia, a finales del siglo XVIII, un grupo de esclavos

negros entra en la provincia de Esmeraldas, para trabajar en las minas de Uimbi,

Cachaví y Playa de Oro. Se trataba de esclavos que realizaban este mismo trabajo

en las minas colombianas (Savoia, 1988b; Jurado Noboa, 1992).

Después de estos aportes desde Colombia, la población negra de Quito y

Guayaquil, en 1781, era de, aproximadamente, 2000 individuos que constituyen

un 0,06% de la población de Quito y el 0,6% de la de Guayaquil (Erickson eta!?,

1966).
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Los negros, incluso, eran utilizados en su calidad de esclavos en las guerras

de independencia, en las cuales, algunas veces se les prometía la libertad, aunque

esta promesa fué escasamente cumplida y tuvieron que esperar años hasta la

abolición de a esclavitud que llegó a Ecuador en 1867 (Estupiñan Tello, 1983>.

Según el Censo de la Gran Colombia de 1825, en el Departamento del Sur,

actual Ecuador, había 6.804 esclavos (Coba Andrade, 1980>. Por otra parte, en ese

mismo año de 1825, Bolivar ordenó un censo de esclavos negros en el territorio

nacional, según el cual en Esmeraldas sólo había 120 esclavos, que constituían un

1,70/o del total de la población, el porcentaje más bajo del país (Estupiñan Tello,

1983).

En la última década del siglo pasado, se produce un aporte muy importante

a la población negra de Ecuador, lo contituyeron los 4000 Jamaicanos llevados por

el general Alfaro para la construcción del ferrocarril Quito-Guayaquil, que uniría la

sierra con la costa. Una vez terminadas las obras, dado que no se aclimataban a

la cordillera, se desplazaron a Esmeraldas, donde se establecieron (Diaz, 1978;

Estupiñán Tello, 1983; Savoia, 1 990>.

EPOCA RECIENTE:

A comienzos del presente siglo se han dado sucesivas migraciones de y

hacia Colombia, dependiendo en parte, de las fluctuaciones en el comercio de

productos agrícolas: café, cacao y plátano, fundamentalmente. Además, existen

entre 1850 y 1920, una serie de movimientos migratorios de poblaciones negroides

concentradas en áreas mineras del suroeste de Colombia. Así, la población minera

de la zona de Barbacoas (sur de Colombia) se despiaza hacia la región de Tumaco
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<más hacia el sur>, después entró en Ecuador, hasta Limones y los nos Santiago y

Cayapas, expandiéndose hasta Esmeraldas y, posteriormente, hacia el interior

(West, 1957) (Figura 8.4.).

Fig. 8.4.- Migraciones que se han producido en este siglo en la costa húmeda del

Pacifico, que incluye Colombia y la Provincia de Esmeraldas en Ecuador (tomado

de West 1957).
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Los movimientos de población negra desde Colombia a Ecuador se han

seguido produciendo en las últimas décadas, incrementándose la población

negroide de la provincia de Esmeraldas.

Estos desplazamientos implican una estrecha relación entre el Sur de

Colombia y el Norte de Ecuador, en su costa del Pacífico, más aún, en el norte de

Esmeraldas nunca se ha aceptado la frontera con la región de Tumaco y, cuando

en 1 989 Tumaco amenazó con anexarse a Esmeraldas, no pareció “una idea

absurda, como la plantearon algunos medios de comunicación, ya que siempre se

han sentido como una gran familia” (Savoia, 1990).

Además, hay que añadir que, con la crisis de algunos productos tropicales

(banana> y con el auge del petróleo, los negros migran del campo a la ciudad. La

ciudad de Guayaquil se convierte en el nucleo más importante de población negra,

aparte de Esmeraldas. También, existe un mayor flujo de migración negra hacia el

oriente ecuatoriano, aunque está disminuyendo <Palenque, 1 992).

Por otro lado, Esmeraldas ha recibido población procedente de las provincias

de Manabi y Loja, impulsada por las sequías de comienzos de los años 70, además

llegan colonos de las provincias de Carchi e Imbabura, por medio del ferrocarril o

utilizando las nuevas carreteras que se están abriendo entre Ibarra, San Lorenzo o

Quininde (Palenque, 1992>.

Por tanto, a modo de resumen, cabe señalar que los numerosos grupos que

allí 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

número de personas que las componían debió ser muy variable. La permanencia de

estos grupos en esta región se debe en gran medida a la capacidad de adaptación
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de los negros al medio que ofrece la provincia de Esmeraldas. Probablemente,

Alonso Illescas, Antón y los demás que desembarcaron en el Portete en 1 553,

habían sido capturados en Africa. Si se considera que el área 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 lluvioso, con

una vegetación y fauna relativamente similares. Por ello, se entiende, que dada la

semejanza del cuadro ambiental, la adaptación del grupo negro en esa región sería

muy alta <Alcina Franch, 1976). Como dice Estupiñan Tello (1983): “~La vida le fué

fácil en tan maravilloso paraiso!.. El negro tenía todo: las fértiles tierras estaban a

su arbitrio. Le bastaba abrir un pequeño claro en la manigua para plantar su rancho

y llamarse dueño...”

B.1.2. ORIGEN AFRICANO DE LAS COMUNIDADES AFRO-

AMERICANAS DE ECUADOR:

En los albores del siglo XVI, Fray Bartolomé de las Casas, lanzó su famosa

proclama sobre la humanidad de los indígenas. Este fraile español arguyó que

debían ser protegidos y, para ello, otros ~rupos de trabajo deberían reemplazarlos,

así recomendó la importación masiva de negros africanos que llevarían a cabo las

tareas animales que, hasta ose momento, recaían en los nativos de América

(Bastide, 1969; Whitten y Friedemann, 1974).

Por este motivo, desde el siglo XVI al XVIII se transiada un número muy

importante de negros desde el continente africano hasta América. Las cifras dadas

por los estudiosos es variable y oscilan entre: 1 5 y 20 millones de negros (Coba

Andrade, 1980), a 9 millones y medio (Curtin 1975).
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La población de esclavos negros que llegó a América procedía de diversos

lugares, que ha sido posible identificar a partir de la documentación 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. Además, las

Islas Canarias eran lugar de concentración 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

nos de Guinea.

3> La región de Costa de Oro y de los nos de Sierra Leona, de donde

provenían los esclavos a finales del siglo XVI.

4) Camerún y Congo, a finales del siglo XVI y comienzos del siglo XVII, los

esclavos de cultura Bantú y Dahomeyana.

5) Rio Congo y región de Angola, la zona más importante desde mediados

del siglo XVII en adelante.

6> Desde finales del siglo XVII comienza la llegada de esclavos desde la zona

este de Africa, archipielago Malayo y de las Filipinas.

Si nos centramos en nuestra zona de estudio, Mórner <1966) documenta

que, antes de iniciarse el tráfico negrero directamente desde Africa, algunos negros

ya habían sido traidos por sus amos desde España, para que participaran en las

luchas de la conquista. Efren Reyes (1967> escribe que las provincias

sudamericanas del Pacífico no recibieron un número elevado de contingente negro,

y estima que de los 1 38.000 esclavos calculados sólo le correspondieron unos

8.000 esclavos a la capitanía General de Venezuela y el Virreinato de Nueva
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Granada, que incluía el actual Ecuador. De los mestizajes con otros grupos

surgieron mulatos, zambos y pardos libres, de los que los paises vecinos contaban

con un número importante, tal es ej caso de Venezuela con 406.000 y Colombia

con 140.000, mientras que en la Presidencia de Quito solamente se contabilizaron

42.000. Los 8.000 esclavos negros y los 42.000 zambos y mulatos en Ecuador,

se localizaban en las plantaciones costeñas y en los valles de la altiplanicie como

son Chota, Catamayo, así como en los campos mineros de Zaruma.

En Ecuador, la población negra llega, fundamentalmente, con la finalidad de

reforzar la mano de obra indígena en las minas y en los lavaderos de oro, así como

para la implantación 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 algodón y caña de azúcar, También, es

importante Cartagena, en Colombia, donde iban los colonos desde Quito para

comprarlos.

En Esmeraldas hay que destacar, que una parte de la población negra no fué

propiamente esclava, sino que procede de los negros cimarrones, evadidos de

Panamá o de las plantaciones de jesuitas del valle de Coangué (Chota y Salinas)

<Estupiñan Tello, 1983>.

Además, Ecuador no tiene un aporte directo de comercio negrero. Tan solo,

entre las rutas menores negreras figura una que va desde Veracruz hacia el

Altántico <Cuba y Antillas> y de allí por tierra hacia Campeche, para luego llegar a

Honduras, Panamá, Guayaquil, Callao y Valparaiso (Peralta, 1979>.

Erickson et aL, (1966) refieren que los esclavos, que vinieron directamente

de Africa a Ecuador, eran del stock Bantú, si bien actualmente el porcentaje de
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negros puros es muy pequeño. 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 está 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), Gúagui (Rio Niger en Nigeria), Mondongos

<Congo), Mandinga (Sudán 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

Bantú 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

pacífico opina que el origen ha sido la Costa de Guinea, Congo y algunos proceden

de Sudán occidental y Angola <Figura BE.).

En cualquier caso, la documentación escrita acerca de la procedencia en

Africa de estas poblaciones negras es escasa y, posiblemente, en algunos casos

sesgada porque muchos negros eran de contrabando, y por lo tanto, no eran

registrados cuando llegaban a América. Además, la identificación de los esclavos

se hacía según el puerto de embarque, pero no de acuerdo a su origen, y la

composición de los barcos era, generalmente, heterogénea para evitar los motines

y las sublevaciones (Gonzalez et aL, 1976).

27



Fig. 8.5.- Regiones de la costa atlántica de Africa de donde procedía la población

negra que llegó a Ecuador (tomado de Benitez y Garcés, 1989)

It
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B.1.3. ORIGEN EUROPEO DE LAS COMUNIDADES AFRO-

AMERICANAS DE ECUADOR:

Respecto al aporte de población caucasoide, a Perú, Ecuador y Bolivia, la

migración de origen europeo fué poco significativa, respecto a otros paises, debido

a la existencia de un gran número de indígenas y a la lejanía de rutas marítimas

desde Europa. Existen datos de que a Ecuador, llegaron principalmente españoles,

en un principio, extremeños y andaluces, y más tarde, navarros, castellanos y

vascos (Benítez y Garcés, 1989>.

Dada la ausencia de información más concreta. a titulo orientativo, en la

tabla 8.3. se puede observar el aporte de emigrantes españoles a América según

las distintas regiones (Foster, 1960).

Tabla 6.3.- Número de emigrantes españoles que llegaron a América (tomado del

Catálogo de Pasajeros a Indias (1509-1534 en Foster, 1960).

REGION

Andalucía
Castilla la Vieja
Extremadura
León
Castilla la Nueva
Asturias y Galicia
Vascongadas
Murc i a
Aragón
Cataluña
Valencia
Navarra
Baleares
Canarias
TOTAL

EMIGRANTES

2245
1476
1389

921
880
320
216

48
46
38
26
23
11

2
7641

PORCENTAJE

29,38
19,32
18,18
12, 05
11,52

4, 19
2,83
0,63
0,60
0,50
0,34
0,30
0, 14
0,03

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 Km2, se encuentra situado en la

costa occidental de América del Sur, entre los paralelos 1 ~27’23” de latitud norte

y 5O00~4O4~ de latitud sur, y entre los 8O~59’43” y 75~12’1O” de longitud

occidental. Limita al norte con Colombia, al este y sur con Perú y al oeste con el

océano Pacifico. También forman parte del territorio ecuatoriano las Islas

Galápagos, situadas a 1000 Km de la costa. Esta dividido politicamente en 20

provincias <Figura 6.6.>.

Tanto el territorio continental como el insular está atravesado por la linea

ecuatorial.

La Cordillera de los Andes, dividida en das ramas, Oriental y Occidental,

atraviesa el país 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 características

geográficas.
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Fig. 8.6.- Mapa de Ecuador, con sus 20 provincias. (tomado de Erickson et a!?,

1966)

La población de Ecuador según el Censo de Población de 1990 era de

10.782.000 habitantes, de los cuales alrededor del 50% corresponden a indios

Quechua -Cojorados, Cayapas, Cofanes, Awas, Jívaros o Shuaras, Saraguros,

Otavaleños, Aucas-, cerca de! 40% son mestizos, algo menos del 10% blancos

descendientes de españoles y, con menor porcentaje, mulatos y negros <Invierta

en el Ecuador, 1 992; The New Encyclopaedia Britannica, 1991).

31



Shuaras, Saraguros, Otavaleños, Aucas-, cerca del 40% son mestizos, algo menos

del 10% blancos descendientes de españoles y, con menor porcentaje, mulatos y

negros <Invierta en el Ecuador, 1992; The New Encyciopaedia Britannica, 1991),

La densidad de población varía según las distintas regiones, desde 120

personas/Km2 en las zonas de la Costa hasta 20 personas/Km2 en algunas areas

tropicales del norte de la Provincia de Esmeraldas. La población urbana asciende

al 50% de la población total. La tasa de crecimiento anual de la población es del

33o/~ siendo la mortalidad infantil muy alta. La población es muy joven, ya que el

40% son menores de 15 años <Erickson eta!?, 1966).

Las principales ciudades son Quito <la capital, con 880.000 habitantes> y

Guayaquil <puerto principal, con 1 .180.000 habitantes> en las cuales se concentra

el 25% de la población total del país <Invierta en el Ecuador, 1992). Esta

concentración de la población de Ecuador en estas dos areas urbanas es debida a

un importante flujo migratorio durante la segunda mitad del siglo, desde zonas más

deprimidas. Así, por ejemplo, en el periodo comprendido entre 1950 y 1 962. se

produjo un incremento de la población en estas dos grandes ciudades de un 35O/~,

igualmente se ha dado un flujo migratorio desde la Sierra hacia la Costa,

incrementándose la población de ésta en un 63,5% <Erickson et al., 1966).

El idioma oficial es el castellano, aunque en algunas partes del país se habla

el quichua y otras lenguas aborígenes. Existe libertad de culto, siendo la religión

católica la practicada por la mayoría de los habitantes.

Centrándonos en las comunidades negras que viven actualmente en Ecuador,

cabe señalar, que nunca han constituido una proporción grande en el país, 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 aL, 1966). Además, en valores

absolutos, su número ha variado considerablemente, porque en 1966, su población

era, aproximadamente, de 30.000 personas <Erickson et aL, 1966), mientras que

asciende, en 1987 a 500.000 personas, es decir, el 5% de los 90 millones que

existen en América Latina, frente a los 42 millones de indígenas (Savoia, 1987;

Benitez y Garcés, 1939>. Este notable incremento de negros en Ecuador se debe,

no sólo a la tasa de natalidad, sino también al aporte de individuos procedentes de

paises limítrofes como Colombia.

Respecto a su distribución dentro de Ecuador, los negros viven dispersos por

todo el país, aunque se concentran en mayor número en la provincia de

Esmeraldas, constituyendo algo más del 50% del total; del resto del país, las

mayores representaciones corresponden al valle 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 último, 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 Pacífico (...) es tan prodigioso este suelo que yo, que habitualmente

odio a los mosquitos, tengo que confesar en honor de ellos, que aquí hasta los

mosquitos son bondadosos y benignos” (Estupiñan Tello, 1983>.

Aparte de esta visión, quizás demasiado lírica, la provincia de Esmeraldas en

Ecuador, pertenece al “Litoral Pacífico Húmedo” que es una región perfectamente

33



delimitada, física como culturalmente, por tratarse de una zona de selva húmeda,

con una humedad relativa del 90% y con manglares en la costa y, que presenta

una población predominantemente negra, aproximadamente del 80% <West, 1 957).

Comprende al área andina septentrional, o litoral pacífico ecuatoriano desde la zona

de Tumaco en Colombia, hasta el limite meridional de la provincia de Esmeraldas

<West, 1 957; Whitten, 1974; Whitten y Frieddeman, 1974; Alcina Franch et al.,

1987> (Fig. 8.7.).

La provincia de Esmeraldas imita al norte con Colombia, al sur con le

provincia de Manabi, al este con la provincia de Carchi y al oeste con el océano

Pacífico.

Fig. B.7.-Area que ocupa el “Litoral Pacifico Húmedo” (tomado de Whitten, 1974).
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Tiene una extensión de 1 5.237 Km2, y está dividida politicamente en 6

cantones: Esmeraldas, Eloy Alfaro, Muisne, Quininde, San Lorenzo y Atacames; 9

parroquias urbanas y 56 parroquias rurales (Figura 8.8.). Según el V Censo de

Población de Noviembre de 1990 (INEC, 1991), cuenta con 306.628 habitantes,

de los cuales 156.686 son hombres y 149.942 son mujeres, que se distribuyen

en los distntos cantones según la Tabla B.4.

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

de individuos afro-esmeraldeños.

EXTENSION POBLAClON POSt. NEGRA4o

ESMERALDAS
ELOY ALFARO
MDII SNE
QUININDE
SAN LORENZO
ATACAME 8

TOTAL

2.982
4.352
1.369
2 .962
3.086

486

15 .237

155.456 60%
25.389 85%
22.537 15%
62.680 20%
22.552 85%
18.014 35%

306.628

* Datos del estudio de Loor Villaquiran facilitados por Monseñor

Enrique Eartolucci, Obispo de Esmeraldas (Comunicación personal,

1993>

C’ANTON
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F’ig. EA.-- Mapa de la provincia de Esmeraldas, con sus 6 cantones

provinciales (adaptado de INEC, 1991).
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La tasa de crecimiento anual de la población urbana es de 6,4%, mientras

que la población rural crece a niveles insignificantes de 0,1%, si bien, en el

conjunto, la población 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 hidrográfico para

los esmeraldeños, pues constituye una vía de comunicación hacia la serranía 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 nos Uimbi, Bogotá, Tululbí y el Palabí; también, el rio Cayapas, más caudaloso

que el Santiago y navegable, nace en las montañas de lntac y sus afluentes

principales son el Onzoles y Zapallo Grande. En la desembocadura se une al

Santiago y crea un delta en la Bahía de Ancón de Sardinas; el rio Esmeraldas es el

más importante, su cuenca abarca 20.000 Km2, nace con los deshielos del

Cayambe, Antizana, Cotopaxi y Pichincha, sus afluentes son el rio Blanco,

Guayllamba, Toachi y Quininde. También son importantes las desembocaduras de

los nos Santiago y Mataje, que dan origen a manglares y al archipielago de

Piankguapí <Conozca el Ecuador, Esmeraldas, 1987>.

Los suelos de la provincia de Esmeraldas son muy ricos en recursos

vegetales. Mención especial merecen los recursos forestales, que han hecho

posible la explotación maderera en una extensión de 3000 hectareas. Estas

explotaciones están constituidas por una gran variedad de especies entre las cuales

están la balsa, chanul, laurel, sande, madera blanca, virola, guyacán, tangaré;

además del caucho y la tagua. Además, el tabaco, café, cacao y bananas han

tenido en el pasado un papel muy importante en la economía de la provincia,
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debido a la exportación, aunque actualmente este comercio se encuentra muy

disminuido y constituyen junto a la yuca, judias, caña de azucar, tomates, mangos

y aguacates parte de la dieta básica.

La industria más importante es la de productos químicos derivados del

petróleo, la maderera y la de productos alimenticios. Por último, cabe indicar que

la situación geográfica de la provincia, su clima y las playas de Atacames, Súa,

Same, Camarones y Muisne la han convertido en un importante centro turístico del

país.

Como ya se ha indicado, las principales vías de comunicación son los ríos,

que por medio de canoas a remo o de motor, se utilizan para el transporte de las

mercancías desde el campo hasta las zonas comerciales de la costa. Desde 1 957,

funciona el ferrocarril desde Ibarra -en la provincia limítrofe de Imbabura- a San

Lorenzo, en el litoral.

La situación sanitaria es preocupante. Son habituales enfermedades

tropicales como el cólera, dengue, pian, paludismo y fiebre tifoidea, que ocasionan

muchas muertes anualmente. Atención especial merece la oncocercosis (debida a

la microfilaria una especie de parásito que provoca ceguera irreversible y lesiones

en la piel) que ha tenido un gran aumento en los últimos años. El foco principal de

esta enfermedad se localiza en las cuencas de los nos Santiago, Cayapas y

Onzoles. Focos satélites aparecen a lo largo de los nos Verde, Viche, Canandé,

Cojimies, 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 kilómetros rio abajo siguiendo el curso del rio Santiago

<Guderian, 1992; Palenque, 1992).
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En cuanto al nivel de instrucción, Esmeraldas está entre las provincias que

mantiene un nivel más alto de analfabetismo, del 18,9% en los varones y un

22,3% en las mujeres, datos correspondientes a la población urbana, ya que en

población rural, las cifras son aún más altas.

Esmeraldas, es una provincia con población predominantemente negroide,

que tiene su origen en un aporte inicial que se instala en ese área en le siglo XVI,

junto a una mayor proporción de recientes inmigraciones procedentes de Colombia

que suponen un incremento considerable, iniciadas a mediados del siglo XIX y, que

aún continúan en la actualidad <West, 1957; Alcina Franch y Peña, 1980; Cobo y

Fresco, 1980).

Actualmente, esta población afro-esmeraldeña se concentra sobre todo en

los cantones de Esmeraidas, Eloy Alafaro y San Lorenzo. Su situación económica

es muy precaria, respecto al conjunto de la población, y se basa en una economía

de subsistencia. La tierra es su mayor riqueza, de la cual extrae alimentos, la tagua,

el caucho, el palo de balsa y otros productos forestales. Los nos y el mar también

les proporcionan pescados y algunos emplean parte de su tiempo en buscar oro en

las orillas de los nos. Una buena parte de la población se emplea como peón en las

haciendas, en donde realiza trabajos sobre todo agrícolas y también cuida el

ganado.

Savoia <1987) se ha interesado por la situación social de esta comunidad y

nos refiere en su artículo la desposesión en un periodo reciente de las tierras, que

hasta ese momento habían sido poseidas por los afro-esmeraldeños: “con el

despojo del derecho a la posesión de las tierras adquirido por siglos de permanencia
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y trabajo, y que revierte al Estado las posesiones carentes de titulo legal de

propiedad, la población negra se vé empujada hacia la ciudad”.

Una vez residente en la ciudad, al negro costeño, por su tradición y cultura,

le cuesta someterse a las exigencias de un trabajo industrializado, por lo cual, viven

en condiciones de marginalidad socio-económica y tan sólo se le ofrecen trabajos

de mínima categoría: cargador, estribador, vigilante, ayudante de albañilería,

subempleado, etc..., incluso, los más cultos ocupan puestos insignificantes en la

administración municipal o provincial; otra parte, se dedica al contrabando con

Colombia (Diaz, 1977; Savoia, 1987; Benitez Garcés, 1989). Además, en la

provincia de Esmeraldas existen unas 10.000 personas que son “morenos” que

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 asentamientos, hay una fuerte preferencia por pueblos

nucleados, si bien las casas se distribuyen irregularmente, y en pocos casos existe

una calle o camino planeado. Las construcciones se realizan con ramas de árboles

de forma entrelazada y rellenas de adobe o barro, con los tejados de paja. Suelen

ser rectangulares con el tejado a dos vertientes.

La familia es el nucleo básico de la sociedad, caracterizada por la poligamia

y la organización patriarcal. El índice de matrimonios civiles o eclesiásticos no llega

al 10% (Erickson et al., 1966; Herrer, 1978).

Son de religión católica y la mayoría de las fiestas se centran en vocaciones

religiosas, como la Navidad y la Semana Santa. Aunque la religión católica está

muy introducida por los misioneros, el negro conserva todavía parte de sus ritos
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y cultura africana, como es el caso del ritmo y de la música. Según Whitten (1974)

y Speiser (1985> la marimba es un instrumento musical, que junto con los bombos,

cununus, guazas y maracas sirven para acompañar 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 áreas geográficas con la misma frecuencia. Tanto la música 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 diálogo

competitivo, acompañados de música recitan cuando tiene lugar un nacimiento,

bautizo, matrimonio o la muerte de un ser querido.

Dentro del conjunto de la población afro-americana de la provincia de

Esmeraldas, nuestro estudio se ha centrado en dos comunidades pertenecientes al

cantón 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.84. Se trata del área más poblada del interior

(aproximadamente 10.000 habitantes> del cantón de Eloy Alfaro, donde la

población negra alcanza el 85% del total. Esta comunidad domina sobre el grupo

de indios Ca yapas que convive con ellos, formado por cerca de 2000 individuos

<Barret, 1925; Carrasco, 1980). Este último grupo, debido a la presión ejercida por

los afro-esmeraldeños se ha visto obligado a adentrarse cada vez más en la selva,

viviendo en aldeas minúsculas (Ortiz, 1976), alejados y en actitud defensiva (Alcina

Franch y Peña, 1980). Por ello, el indio Cayapa no quiere al negro y en esta zona

sus relaciones con estos son frías, “odian y temen al negro” (Ortiz, 1983>. En

consecuencia, parece existir una cierta independencia entre ambas comunidades

y, según Diaz <1978>, basándose 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.

2.- En contraposición a lo indicado para la comunidad de rio Cayapas,

dispersa, la otra comunidad afro-americana estudiada, se encuentra localizada

dentro de un nucleo poblacional que es Viche <ver Figura 6.8.). Esta localidad

pertenece al cantón de Quininde, el segundo más poblado de la provincia de

Esmeraldas, del cual el 20% de la población es negra. Viche es parroquia en

dicho cantón y cuenta con 3.026 habitantes (INEC, 1991> de los cuales un

alto porcentaje son mestizos, mulatos y ladinos.

B.2.3. ASPECTOS SOCIALES Y DEMOGRAFICOS:

Según Alema Franch (1976), es evidente que dentro del primer grupo

de negros llegados a Esmeraldas en 1 553, 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 mezcíarse

con mujeres indias, de cuya unión comienza la nueva hibridación

“indoafroecuatoriana”. Jurado Noboa <1992) documenta que hasta 1790, que

se inicia el continuo y numeroso aporte de población negra desde Nueva

Granada (actualmente Colombia), la mayoría de la población era indo-mestiza.

Magnus Mórner <1966) opina que la desproporción entre los sexos en

el grupo africano forzosamente inmigrado era considerable, encontrándose las

mujeres en ínfima minoría. Así, se ha estimado que en la primera generación

de negros que desembarcó, había tres veces más de hombres que de mujeres.

Por otro lado, “los negros, al igual que los españoles, ejercían una atracción
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sexual mayor en las indias que la que ejercían los mismos indios”. Estos

aspectos hacen que factores políticos, fiscales, religiosos y de protección al

indio, obliguen a las Ordenanzas Municipales de Quito a que se cree una

legislación en 1551 que ordena: cualquiera india que se echare con negro

recibiría 100 azotes mientras que al negro se le castrase”. Así, se intenta

evitar el contacto con los indígenas, porque se considera que “los negros eran

portadores de malas costumbres y podían ser elementos subversivos del

orden” y existe miedo al resultado biológico de uniones interraciales. Se

considera al zambo como “maldita generación de negros e indios que no

sirven de otra cosa que de ladrones borrachos y verdugos crueles de los

miserables indios”; y, además, existe el riesgo de un alianza entre los negros

y los indios con el fin de derrocar el dominio de los europeos, tengamos en

cuenta que los españoles temían una confabulación de ambas razas en su

contra <Magnus Mérner, 1 966).

La eficacia de estas leyes no está totalmente valorada, si bien, según

Whitten y Friedemann <1974) el resultado de tales restricciones ha sido que

en Colombia y Ecuador no existen hoy en día, 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

históricos, se refiere al estudio realizado por Savoia (1990) sobre la historia

social de la población de Uimbi (en el cantón de Eloy Alfaro, provincia de

Esmeraldas). Dicho estudio se ha basado, en parte, en la tradición oral, que

se confirma por medio de archivos, dando lugar a resultados de gran
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coherencia. Observa que las familias más antiguas proceden de la costa

Colombiana, de finales de 1700 y principios de 1800, y 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”,

“Ayoví”, “, “Quiñonez”, “Caicedo”, “Lastre”, “Cuero”, “Cangá”..

que tienen origen en las inmigraciones colombianas (Estupiñan Tello, 1983).

Llegaron de Colombia blancos y mestizos, los “Tollo” se asentaron en

la Tola; los “Estupiñán” 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 Atacames. Estas son las migraciones de blancos, pero que llevaban

consigo a los esclavos negros, que tenían sus propios apellidos.

De la región interandina llegaron: los “Calderón”, “Cervantes”,

“Coronel”, “Jijón”, “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 “Cedeño”, “Delgado”, “Mieles”, “Alarcón”, “Macías”,

“Loor”, “Dueñas”.

Procedentes de Europa son: “Drouet”, “Yannuzzelly”, “Weir”.

Procedentes de Jamaica son: “Wilson”, “Car”, “Jhonson”, “Marret”,

“Moor” <Moro), “Merlin”, “Brovvn”, “Martin”, “Gayes”, “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

geográfica y biologicamente”, dándose uniones, casi exclusivamente, entre

familias del 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 novio fue hermana del abuelo de la novia”, el cura

escribe además: “... en atención a la estrechez del lugar y a la necesidad de

evitar el incesto y legitimizar la prole... los casa El autor concluye que,

actualmente, la migración es una realidad, y la gente más joven sale al mundo

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



Cl. POLIMORFISMOS PROTEICOS.-

Hasta hace 30 años, se creía que casi todos los genes estructurales eran

monomórficos. Esta idea se abandonó cuando fué posible estudiar los productos

de los genes estructurales por medio de electroforesis de proteínas. Así se ha

podido dar una estima del grado de variabilidad de los genes estructurales, que con

el estudio de los grupos sanguíneos no era posible, ya que la determinación de un

antígeno requería la existencia de un antisuero, y de dos formas alternativas del

sistema de grupo hemático para tener la condición de polimorfico.

En 1 966, Lewontin y Hubby, y paralelamente Harris introdujeron esta técnica

en la Biología de Poblaciones, con la intención de medir la variación génica en

poblaciones naturales seleccionando muestras de proteinas elegidas al azar,

identificaron las aloenzimas, que son variantes geneticamente controladas por las

isoenzimas. Los genetistas de poblaciones y evolucionistas se preocupan cada vez

más por el problema del significado biológico de la variación polimórfica en la

estructura primaria de las proteinas.

ELECTROFORESIS

En 1 937, Tiselius perfeccionó la electroforesis sobre almidón, que permitía

la separación de proteinas basado en la movilidad diferencial según su carga neta

cuando se aplicaba un campo eléctrico. En 1949 y 1950, mediante la aplicación

de estas técnicas, Pauling, Itano y Neel identificaron las variantes 5 y C de la hemoglobina.
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En el caso de la electroforesis sobre geles de poliacrilamida se combina la

migración en el campo eléctrico y las dimensiones moleculares sobre un tamizado

molecular.

La mezcla 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

migración”.

Cuando se aplica un campo eléctrico a un medio que contiene partículas

cargadas, las partículas o moléculas con carga negativa (aniones) migran hacia el

electrodo positivo (ánodo), mientras que las partículas con carga positiva (cationes)

migran hacia el poío negativo <cátodo).

Las proteínas son moléculas anfóteras, es decir, son partículas con carga

positiva o negativa dependiendo del tampón o “buffer” en el que se encuentran. En

pH básico tienen carga negativa, en el punto isoeléctrico son neutras, y a pH ácido

tienen carga positiva.

Tras la electroforesis, las posiciones de las enzimas específicas o de las

proteínas no enzimáticas, se pueden visualizar por tinciones histoquimicas

específicas aplicadas directamente al medio electroforético. Los fenotipos

resultantes son bandas coloreadas indicativas de regiones con actividad enzimática

o de concentración proteínica. Para estas bandas se ha propuesto recientemente

la denominación de electromorfos.

Aunque la diferente movilidad de los polipéptidos es debida a que existe, al

menos, un aminoácido diferente, la misma movilidad no implica secuencias de

aminoácidos idénticas. Esto se debe a que 16 de los 20 aminoácidos comunes

poseen cadenas laterales no onizables y son electroforeticamente neutros, dentro
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de la gama de pH de los tampones que generalmente se emplean en los estudios

electroforéticos. Solo 4 aminoácidos están cargados: Arginina y Lisina son básicos

<negativos> y los ácidos Glutámico y Aspártico tienen caracter ácido (positivos>.

ISOENZIMA O ¡SOZIMA son variantes moleculares de una enzima, con

diferentes propiedades en su movilidad electroforética, pero que catalizan la misma

reacción bioquímica. Sus propiedades físico-químicas pueden ser muy diversas (por

ejemplo, catalizar la misma reacción pero con distinta cinética). Pueden estar en

una misma célula o bien son distintas isoenzimas las que se encuentras en células

de distintos tejidos o presentes en diferentes estados del desarrollo.

La aparición de variantes isoenzimáticas se debe fundamentalmente a:

1) distintos loci codifican para cadenas polipeptídicas de enzimas,

2) un único locus con múltiples alelos que codifican para distintas cadenas

PO upep tíd icas,

3) las llamadas isoenzimas secundarias, debidas a modificaciones post-

traduccionales de las cadenas polipeptídicas.

El caso más frecuente es el del alelismo múltiple. Así, en un mismo individuo

pueden existir distintas cadenas. En el heterocigoto, con dos aleles distintos, se

presenta un patrón más complejo respecto a los homocigotos.

1 . Si la enzima es monomérica (una sola cadena polipeptídica) el

heterocigoto es una cadena mezcla y a su vez diferenciada de la de los

homocigotos.

2. Si la enzima es multimérico <con dos o más 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 patrón electroforético depende del número de subunidades de la enzima

y del número de cadenas polipeptídicas distintas con las que se forma la enzima.

HETEROcIGOTO

MONOMERO

D¡MERO

TRIMERO

TETRAMERO

HOMOcIGOTO

a
a —

-

a —

a-

a —

a

- a

Hg. C. 1 .- Patrón de bandas electro forético de las protemas según su estructura

(tomado de Harris y Hopkinson, 1976).

“y.
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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 enzimática, isoelectroforéticas, solo son

distinguibles 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 delección 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 separación

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 resolución, y una diferencia de 0,01 unidades en el valor

de pí puede dar lugar a una separación apreciable. Por esta técnica ha sido posible

identificar en los polimorfismos nuevos subtipos con frecuencias apreciable dentro

de los ya existentes, así como una microheterogeneidad, que no había 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.>

CARACTERíSTICAS

:

Las fosfatasas ácidas (ortofosfórico monoester fosforilasa ácida) son enzimas

pertenecientes al grupo de las fosfohidrolasas y fosfotransferasas, que catalizan la

transferencia de grupos fosfato desde esteres fosfato a agua (reacción de hidrólisis>

o a varios alcoholes aceptores <reacción de transferencia>. Son capaces de actuar

en dos pasas: el primero es la reacción del enzima y el sustrato ester fosfato, con

la consecuente formación de un complejo enzima-fosfato y un derivado alcohólico

(Golden y Sensabaugh, 1986).

E + R-OP —.- E-P + R-OH

Las reacciones de hidrolisis y transferencia son alternativas y producen

respectivamente fosfato inorgánico o un nuevo ester fosfato:

Ef + Agua —~ E + Pi <Hidrólisis)

E-P + R’-OH —. E + R’-OP (Transferencia>

Aunque su función fisiológica no es aún conocida, estos mismos

autores sugieren que su papel biológico podría ser el de una flavin mononucleótido

fosfatasa, dada su marcada especificidad por la riboflavina 5-fosfato.

En el hombre, se han identificado distintas enzimas con propiedades

fosfatásicas y con máxima actividad para los valores de pH inferiores a 7, que han

sido clasificadas en relación con los tejidos en los cuales se han encontrado por

primera vez, o en los que se ha observado una mayor actividad. Se han

diferenciado una fosfatasa ácida eritrocitaria, hepática, renal, prostática y
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placentaria (Harris y Hopkinson, 1976).

Estas formas isoenzimáticas son codificadas por distintos loci, así, la

fosfatasa ácida eritrocitaria es determinada por un locus simple ACP1 que codifica

para isoenzimas monoméricas, mientras que la placentaria es determinada por dos

loci: ACP2 y ACP3 que codifican para isoenzimas monodiméricas y

heterodiméricas. Es probable que otros loci sean responsables de la determinación

de otras isoenzimas.

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

La fosfatasa ácida eritrocitaria no es específica de glóbulos rojos, se ha

demostrado su actividad en hígado, riñón, músculo esquelético, bazo, próstata y

leucocitos <Blake eta)?, 1973).

Inicialmente, se descubrieron por electroforesis en geles de almidón 5

fenotipos distintos, denominados A, AB, AC, BC y B según su distinta movilidad

(Hopkinson eta!?, 1963), mientras que el fenotipo C fué identificado más tarde (Lai

et aL, 1964>. Los estudios familiares demostraron que estos fenotipos eran debidos

a la presencia de 3 alelos codominates comunes ACP1 *A, ACP1 *2 y ACP1 *C

<Hopkinson et aL, 1964>.

Son distintas formas isoenzimáticas codificadas por un único locus

autosómico localizado en el brazo corto del cromosoma 2, y más concretamente

en la región 2p25.1 (Junien eral., 1979; Wakita eral., 1985>.

Los seis fenotipos comunes representados en la Figura C.2., se diferencian

por la presencia de patrones electroforéticos con distinta movilidad y actividad

relativa. El patrón de los homocigotos A, B y C se caracteriza por dos componentes

54

“y.



isoenzimáticas, una rápida (“fast”, E) y otra lenta <“slow”, 8) según la movilidad

anódica. Las isoenzimas As y Af tienen movilidad específica y presentan actividad

relativa equivalente, los isoenzimas Es y Os y las Ef y Cf presentan, por parejas,

igual movilidad pero distinta actividad enzimática. Las bandas Es y Cf tienen una

actividad menor respecto a las bandas Ef y Os. Los patrones de los heterocigotos

consisten en la presencia simultanea de las bandas correspondientes a ambos

alelos, y es indicativo de la estructura monomérica de las isoenzimas.

-4

— — — — —

— — — — —
Origen

A BA E CA CE C

+
A

FENOTIPOS; A U

Fig. C.2.- a) Patrón electro forético de los seis fenotipos comunes de la enzima

ACPY en tampón citrato/fosfato a pH 5,9 (tomado de Harris, 1975). b] Detalle de

los homocigo tos ACP1 A, 8 y O, con las movilidades y actividades relativas de los

¡soenzimas s y f (tomado de Dissing y .Sensabaugh, 1988).
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Por estudios llevados a cabo en las dos componentes isoenzimáticas s y 1

producidas por los tres alelos ACP1 *A ACP1 *8 y ACP1 *C se ha demostrado que

existen diferencias significativas en la actividad específica, Km, Ki, composición

aminoacídica, estabilidad frente a la temperatura y otras características físicas y

químicas para las isoenzimas (y s formadas para cada uno de los alelos ACM 4A,

ACP1 *8 y ACP1 *C; sin embargo, presentan características 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, 1990).

Dissing y Sensabaugh <1987,1988> postularon al estudiar las isoenzimas Ss

y Bf que podrían 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 ACPI*B

DNA _______

+ TRANSCrnPCIoN

TRANSCRITOPRIMARIO
R t-4 A ____________________________________

“PROCESSfl4G”

vn R NJ A 123

Es Ef

Fig. C.3.- Mecanismo hipotético para la formación de los diferentes RNAm s y (por

medio de un “splícing” alternativo del gen ACP1 *8 (tomado de Dissing y

Sensabaugh, 1988).
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Esto requeriría mutaciones muy poco probables para cada par de genes

asociados de los alelos ACP1 *A ACP1 *B y ACP1 C, y además, se podrían dar

recombinaciones entre los genes ligados, dando lugar a variantes que no se han

descrito. Por este motivo, lo más probable, es que las isoenzimas f y s asociadas

a cada alelo surjan por un “splicing” alternativo del RNAm transcrito (Figura 0.3.>,

el cual ya ha sido descrito para otras proteinas polimórficas. Incluso se podría

predecir, que los productos génicos ACP1 *B y ACP1 *0, los cuales tienen igual

movilidad electroforétíca, tuvieran secuencias peptídicas idénticas.

El análisis por isoeiectroenfoque de las variantes comunes de la ACEl no ha

mostrado diferencias en su patrón de bandeo, ni ha mostrado otro polimorfismo

(Burdett et aL, 1977; Randalí et aL, 1980).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Se ha demostrado que la actividad fosfotransterásica es fenotipo

dependiente. La cantidad de actividad tosfatásica ácida relativa a los diferentes

fenotipos ha mostrado gran variabilidad en el ámbito de la misma clase fenotípica

y una diferencia significativa entre las actividades medias de las seis clases

fenotípicas. Los eritrocitos de individuos 0, 8 y A presentan una variación media

de la actividad que puede ser expresada aproximadamente en la relación 4:3:2. Los

heterocigotos tienen niveles de actividad intermedios a los valores encontrados

para los distintos homocigotos. En la Figura C.4. están representadas las

distribuciones de actividad fosfatásica eritrocitaria en las poblaciones generales y

en los fenotipos comunes <Spencer er aL, 1 964b; Harris 1975; Mohrenweiser y

Novotny, 1982)
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Fig. 1 .3.- Distribución de la actividad fosfatásica eritrocitaria en población general

y en los fenotipos comunes (tomado de Harris, 1975).

También se han encontrado diferencias en el comportamiento de los alelos

con respecto a su termoestabilidad para temperatura entre los 47 y 54% en el

orden C>B>A (Luffman y Harris, 1967>.

La actividad fosfatásica es activada con distinta intensidad según el fenotipo

por la adenosina (CA> CE> A> BA >2>, inosina e hipoxantina

(B>BA>A >CB>CA), mientras que el ácido fálico tiene un efecto negativo

(C> CA> CE> A> EA >8> <Mansfield y Sensabaugh, 1978; Sensabaugh y Golden,

1978>.

Lucariní et aL, (1989) y Gloria-Bottini et aL, (1989) han encontrado una

modulación de la actividad fosfatásica genotipo ADA dependiente. La adenosina

deaminasa transforma la adenosina, que no tiene efecto moduiatorio apreciable

sobre la actividad fosfatásíca, en inosina, que es un potente modulador de esta

última. En efecto, en los individuos con fenotipo ADA 1-1 se presenta una

actividad mayor respecto a los de fenotipo ADA 1-2.
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La función fisiológica de esta enzima no ha sido aclarada, pero Mohrenweiser

y Novotny <1982> consideran que la ACP eritrocitaria es la fosfatasa del flavin

mononucleótido (FMN>. Han observado que con la variante ACP1 *GUA1 asociada

a una baja actividad fosfatásica, hay un incremento de la actividad de la glutation

reductasa y una presencia mayor de esta proteina en la forma holoenzimática. La

variante ACP1 ~ descrita por primera vez por Tanis et aL, (1977) es

polimórfica (13%> en los indios Guaymi de América Central <Costa Rica y Panamá).

Las dos soenzimas determinadas de este alejo, 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 casi completa ausencia de actividad y los heterocigotos una

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

INTERES ANTROPOLOGICO

:

La fosfatasa ácida eritrocitaria es un utilísimo marcador antropológico.

Además de los dos alelos comunes ACP1 *A y ACP1 *6, que presentan frecuencias

polimórficas en todas las poblaciones humanas, el alelo ACP1 *C es típico de las

poblaciones caucasoides. Un cuarto alelo, ACP1 *R restringido a poblaciones

negroides, fué detectado en negros americanos (Gib(ett y Scott, 1965), y más

tarde se comprobó que aparecía en poblaciones sudafricanas con frecuencias

elevadas de hasta el 240/o <Jenkins y Corfield, 1972; Harris y Hopkinson, 1976).

En las Figuras C.5. y C6. aparecen las distribuciones de las frecuencias de

los alelos ACP1 *A y ACP1 *C en distintas poblaciones humanas.
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Ademas, se han descrito numerosas variantes, algunas con frecuencias

polimórficas en deterrn~nadas poblaciones humanas, como es por ejemplo, ci alelo

ACRí *GUA< ya descrito y el ACP1 ~ encontrado con frecuencia de[ ‘11 % en

los indios Ticuna del Brasil (Neel etaL, 1980). En la tabla C.1 ap¿ru¿en algunas de

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

patrones electroforéticos e isoelectroforéticos en relación a las variantes comunes

de algunas de ellas.

Tabla 1.1.- Variantes alélicas raras del locus ACPY

~‘cDBIAc1G?J

¿hailanata
vinamarca
¡teparia. Negros U.~
hepaha. Negros

Polonia
Negros americanos
Negros americanos
Blancos ameracanos
blancos americanos
blancos americanos
blancos americanos
Indios Ticuca, Brasil
Indios Guav3v,. Costa Rica
Checos tovagnia

PEN. BIBMOGRARICA

Yaro y Cuttory, 1907 -
Sorenson, 1975 ¡.1¡
Radas, 1932; Nelson 1934

Nadan. 1982: Nelson 1934
Martín st al., 1932 ¡1¡
Martin st si., 1932
Throwska. 1934: Kúhnl , tpíelmarn:
Nelson st al., 1935 ¡¾
Shirle’, es al. .1987 (í>
Shirlev eta.], 1937 O
Shiriev st al. 1987 (U
Miller st al, - 1983

Miller st al., 1333

Yoshírara y 7,lohrenwease. 1330 II
Mohrenwexeer Y Novotnv. 1932 1

Arnauo st a» .1939

Miller es a~.
Miller es a.
Millsr st a,, - -

1135 (11;

1387

1937

3937

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

ACP1 *0 ¿Herbichetat, 1970; Dissing ysvensmark, 1976; Dobosz, 1933; Raczec

y Grzesik, 1 986).

LAMPE

.iw—p1 ‘Li
ACPL’E
ACOl O

ACPl’C

XCPl ¿¡3

AtOl’’

ACPl * Y
ACPl *~4
ACI’1 ‘N
ACP

t E

AtOllE
Atol’
AtOl ‘II

ACPl’TIC- 7
AtOl ‘GUA-?
AtPl’KUY

(1> Citado en Miller eta)?, (1988).
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Fig. C.7. Patrón electro forético e isoelectroforético de los componentes

isoenzimáticos codificados por variantes alélicas raras y comunes (tomado de Miller

et aL, 1988).

Asimismo, con respecto a la distribución mundial de los distintos alelos de

la ACEl hay que mencionar las observaciones de Walter (1976> sobre la

correlación negativa y significativa entre las frecuencias de ACP1 A y la

temperatura media anual, lo que llevó a suponer que el gen ACP1 *6 podría tener

una ventaja selectiva en los climas cálidos. Spedini et aL, (1980) han observado

en poblaciones de Africa correlaciones significativas entre el alelo ACP1 *R y la

humedad. Modiano eta)?, (1968) en estudios llevados a cabo en Cerdeña, observan

que las frecuencias de ACP1 *A y ACP1 *C son más elevadas y con actividad

superior en individuos IA-talasémicos y deficitarios para la G6PD. Sin embargo,
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Palmarino et aL, (1975) destacan que la frecuencia del alelo ACP1 *C está

correlacionada positivamente con la altitud y negativamente con la malaria y la

presencia de G6PD Mediterránea.

Además, han sido muchos los estudios que han tratado de evidenciar una

posible relación entre los fenotipos de la ACP1 y distintas enfermedades, si bien

en pocos casos se ha observado una correlación significativa. Son de destacar la

relación entre el fenotipo CE y la psoriasis vulgaris (Walter eta)?, 1977), la posible

asociación entre el fenotipo A y EA con las enfermedades atópicas del tipo de la

dermatitis atópica, fiebre del heno, rinitis alérgica, asma bronquial y urticaria aguda

(Brachtel et aL, 1979); las enfermedades reumáticas <Krylov et aL, 1985>; el

aumento de la actividad enzimática en pacientes con anemia megaloblástica

(Hopkinson et aL, 1 964) y la elevada frecuencia del alelo ACP1 *A en niños con

mayor desarrollo intrauterino o macrosómicos (Amante eta)?, 1990).
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C.1.2. ADENOSINA DEAMINASA (E.C. 3.5.4.4.)

CARACTERíSTICAS

:

La adenosina deaminasa (ADA, adenosina aminohidrolasa> cataliza la

reacción irreversible de deaminación de la adenosina y de la 2-desoxiadenosina

respectivamente, en 2’ desoxiinosina (Figura C.83.
NH

-y
A DA

H H -‘- NH,
H H

Adenos i na Inosina

Eig. C.8.- Reacción de deaminación irreversible catalizada por la adenosina

deaminasa (tomado de Cuzzo crea et aL, 1984/.

La acción catalítica de esta enzima, al igual que otras que intervienen en el

catabolismo de las purinas, es de vital importancia para la actividad celular,

provocando su alteración efectos clínicos. Así, con la ausencia de actividad

adenosina deaminásica linfociataria está asociada una forma severa de

inmunodeficiencia iSCID) (Giblet et aL, 1972); el incremento de la actividad

adenosina deaminásica provoca una anemia hemolítica crónica (KahnetaL, 1979>.

Edvvards et aL, (1971) han encontrado diferentes isoenzimas en todos los

tejidos y órganos examinados, pero varían sus patrones electroforéticos. Las

isoenzimas de los glóbulos rojos se conocen con el nombre de “ADA eritrocítaria”

y se han encontrado en todos los tejidos, excepto en el riñón. Además de estos,

H H
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se han descrito otras cinco isoenzimas “específicas de tejidos” llamadas a, b, c, d

y e en función de su patrón de migración, son probablemente isoenzimas

secundarias, derivadas de la “ADA eritrocitaria” (Figura C.9j.

e

—ErE Em

LE LE LE
~L3 LI]

—LE W [3 [3
_ El

¡¡ ¡ _ E 7
dElH El El El

Origen
Rinon Intestino lliqado Corazon Fibrobiastos Glóbulos

Pu1~ou Cerebro 00105
Musculo

Bazo
CIob. blancos
Pi acenta

Fig. C.9.— Diagrama que muestra las iso enzimas ADA en distintos te/idos (tomado

de Edwards et aL, 1971)

La isoenzima a, la más anódica, sólo se ha encontrado en hígado y pulmón,

donde es la componente isoenzimática prevalente. Las isoenzimas b y c tienen

distribución más amplia, y unicamente no están presentes en fibroblastos y riñón.

Las d y e son las predominantes en riñón e intestino pero, mientras que la forma

e está presente sólo en estos dos órganos, la d aparece en todos los tejidos y

órganos 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 c,

siendo la e la de peso máximo con 435000 dalton, lo cual podría indicar que las

isoenzimas ADA histoespecíficas se hallan compuestas de polímeros (Edwards et

aL, 1971).
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VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

El polimorfismo de la adenosina deaminasa se describió por primera vez por

Spencer e aL, (1968) en electroforesis sobre geles de almidón a pH 6,5, usando

Usados eritrocitarios.

Se han identificado tres patrones comunes distintos (Figura C.102. El

primero, denominado 1, está constituido por tres componentes isoenzimáticas

situadas a intervalos regulares que muestran una intensidad de coloración

progresivamente menor en relación directa a su distancia. E? segundo, denominado

2, presenta también tres componentes isoenzimáticas y una igual disminución de

a intensidad de coloración en sentido anódico, aunque todas las componentes

difieren del patrón 1 por una movilidad electroforética menor. El último fenotipo,

el 2-1 presenta 4 componentes, que son el resultado de la sobreposición de los

dos patrones precedentes, consecuencia de la estructura monomérica de esta

enzima.

1 Jis Y7~

3,

A~ 4.,t4L4
- -

&
- — ORIGEN

ADATipo 2-1 2 2-1

Hg. C. 10.- Patrón de bandas de los isoenzirnas de la ADA (tomado de Spencer et

aL, 1968).
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Spencer er aL, <1968) han obervado, una alteración progresiva de los

patrones electroforéticos de la enzima al aumentar los días de conservación del

hemolizado a 4W. En efecto, para los fenotipos 2 y 1, las componentes

soenzimáticas de movilidad más lenta disminuyen la intensidad hasta desaparecer

después de algunos días; las otras componentes muestran sin embargo, un

aumento de la intensidad de a coloración y, en ambos patrones, aparece una

banda con migración más anódica. En la Figura C.1 1. se comparan los patrones de

un individuo con fenotipo 1 , obtenidos de un hemolizado fresco, y después de

varios días de conservación a 40C.

½

Óu -

‘~

4¾
( <5 4

ti

4,
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1~,.
DIAS CONSERVACION o 5 lo ORIGEN

Fig. C.1 1.- Fotografía del ge) electro forético con los patrones de la enzima ADA

observados en tres hemolizados de fenotipo ADA 1, y que han sido conservados

0, 5 y 10 días a 40C (tomado de Hopkinson y Harris, 1969).
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Un cambio similar se observa también para el fenotipo 2-1, pero resulta más

difícil de hacer una descripción precisa dada la mayor complejidad del patrón. Este

efecto de “conservación”, resulta acelerado si se añade en el hemolizado fresco

glutation oxidado, y en el hemolizado conservado puede ser disminuido añadiendo

l?,-mercaptoetanol o glutation reducido (Hopkinson y Harris, 1969). El cambio en

el comportamiento electroforético de las componentes isoenzimáticas en el

hemolizado conservado ha sido explicado como resultado de la reacción que tiene

lugar entre el grupo tiólico presente, en la superficie de la enzima, con el glutation

oxidado que se encuentra en concentración elevada en el hemolizado, cuando este

es conservado en refrigerador. Esto conlieva a la formación de un compuesto mixto

enzima-SG con liberación de GSH:

(ADA) - SH ~- GSSG —*-(ADA> -5- SG + GSH

La incorporación de tripéptidos implica la introducción de dos grupos

carboxílicos y de un grupo amínico y por lo tanto, un incremento de la carga

negativa de la enzima, con un cambio en la movilidad electroforética. Esta

hipótesis se ha probado experimentalmente por Hopkinson y Harris (1969>,

observando las variaciones de los patrones electroforéticos añadiendo reactivos

tiólicos, como el lodoacetato, odoacetamida o maleato. Dichas variaciones

resultaron compatibles con las de la hipótesis del grupo SH libre en cada banda de

la ADA eritrocitaria.

Tischfield et aL, <1974) han localizado el locus que codifica para la

adenosina deaminasa en el brazo largo del cromosoma 20. Estudios más recientes

de Honig et al, (1984> y Rothschild et aL, (1993) lo han situado en la región
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20q1 2-ql 3.1 entre el centrómero y el locus 020517. El locus está estrechamente

relacionado con el correspondeinte a SAHH, que codifica para la 5-adenosil

homocisteina hidrolasa <Mohandas et aL, 1984; Bissborr et al?, 1987).

ACTIVIDAD Y FUT’JCION ENZIMATICA

:

Battistuzzi eta)., <1981) han estudiado la distribución de actividad adenosin

deaminásica en lisados eritrocitarios intactos y en lisados linfocitarios, en los

fenotipos 1 y 2-A. Los resultados se observan en la Figura C.1 2. La comparación

de la distribución de actividades enzimáticas de los usados eritrocitarios en los dos

fenotipos muestra una superposición aunque, de forma general, los valores más

altos se encuentran en el fenotipo 1 y los más bajos en el 2-1

ADM ADA 2-1
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Eig. C. 12.- Distribución de la actividad enzimática ADA de los fenotipos 1 ?-- 1 en

a) hemolizados, b) eritrocitos intactos, c) linfocitos. Las lineas horizontales ndican

los valores medios de actividad (tomado de Battistuzzi et aL, 1981).
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Una distribución similar, también ha sido descrita por Roger y Hopkinson

<1981). La actividad en los eritrocitos intactos ha resultado, por el contrarío,

significativamente distinta. Inicialmente, se ha relacionado con una forma letal de

inmunodeficiencia debida a una insuficiente actividad para esta enzima (actividad

inferior al 1% respecto al normal, tanto en eritrocitos como en linfocitos>. En otros

casos, la deficiencia de esta enzima, al menos en los eritrocitos, no parece causar

patología alguna (Jenkins etaL, 1979>. Las principales consecuencias de un déficit

para la actividad adenosindeaminásica linfocitaria son el marcado acúmulo en estas

células de dos sustratos, la adenosina y la 2—desoxi-adenosina, que, a

concentración elevada, resultan ser tóxicas. Asociado al déficit de la actividad

adenosindeaminásica se ha observado también un déficit de la actividad de la 5-

adenosil-homocisteina hidrolasa. Esta última escinde la 5-adenosil homocisteina en

adenosina y homocisteina. Su baja actividad es debida, probablemente, a la elevada

concentración de adenosina y 2-desoxi adenosina, potentes inhibidores de este

enzima. Resultaría, así, un acúmulo de 5-adenosil-homocisteina, que, a su vez,

produciría a inhibición de todas las reacciones de transmetilación S-

adenosilmetionina dependientes. Dicho acúmulo sería responsable, al menos en

parte, del déficit inmunitario (Kredich y Hersfield, 1979, 1983).

Hirschhorn y Ellenhogen (1986) han puesto en evidencia la heterogeneidad

genética oue caracteriza la deficiencia de la actividad adenosin deaminásica. Así

han identificado en diversos individuos deficitarios para la ADA, distintas

isoenzimas anómalas que difieren en la movilidad electroforética, pl, estabilidad

para los valores de Km y Vmax.

Jenkíns et aL, (1979) han encontrado en los Kung de la República
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Sudafricana una frecuente deficiencia de ADA debida a la presencia del alelo

ADA *8, común en esta población con frecuencias del 11 %, que codifica para una

enzima caracterizado por una baja estabilidad. El fenotipo ADA 8 presenta un nivel

de actividad enzimática eritrocitaria del 2-3% respecto al normal, y del 30% en los

linfocitos, de forma que no causa consecuencias en el sistema inmunitario.

INTERES ANTROPOLOGICO

:

El locus ADA es polimórfico en las

donde la frecuencia del alelo ADA 2 suele

unas pocas poblaciones ha resultado ser

disponibles hasta ahora, indican ausencia

o
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poblaciones asiáticas y europeas, en

ser inferior al 10%. En Africa, sólo en

polimórfico. En amerindios, los datos

de polimorfismo (Figura C.1 3.>.

<4’ -

--,5 ~ji

dÁ~J 4
,<

it¡tsy e
-- 4

46?

‘1,’

¶3
‘4

13
-~0

o
o

e
o

o
o

s -3:

1-

/‘

3, -
9- - -7

1?
i2 - -

2.
-Q

2 6

:2

Hg. C. 13.- Distribución porcentual de las frecuencias de/ale/o ADA *2 en distintas

poblaciones humanas (tomado de Royc/zoud/zury y A/e¿ 7988).
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Además de las tres variantes fenotípicas 1, 1-2 y 2, comunes en casi todas

las poblaciones humanas, se han identificado otras variantes raras. En la tabla C.2.

aparece la relación de las variantes alélicas raras hasta ahora descritas, y en la

Figura 0.14. el patrón electroforético de algunas de ellas.

— —
— — a — — — —

— — a a — — — — — —

— — — — —— —— — —
a — —

a — — —

Fig. 0.14.- Patrón de bandas de algunas de las variantes raras del locus ADA en

relación a los fenot,’gos comunes (tomado de Henke et al., 1986).

Tabla 0.2.- Variantes raras del locus ADA.

VARIANTE POBI,jICION PEE. RThLICGRAFICA

ADA*: »nqlaterra Hcnkinson y Harris, 1969
AOA’-1 Dinamarca AssincylKnudsen, 1969

Alemania Nariz er al.. 1979 (l~
ADP.-’B Nearos U.S.A. Decter a; a.~ - 2 97ÑW:

Mczamb±Que Renníncar y Bimboesce. 2.970
2n&c©slOvaQUia :=aoam 979

AIDA’( ,*iemania Raúam cE , 11114
-- ,-vlGtflaflld Bella e; a 1 7% -

ADA’» . Yana, Sudafrica -jenKlflS ¿ a , rS?O

ADA’ - sulqaría L~enkov e: a 1981 1-1
:~lBffiafllh HanSa aL 1986

(1) Citado en Weissmann eraL, 1982.
(2) Citado en Henke et aL, 1986.
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Al igual que para otras enzimas, se ha descrito un alelo silente que en

heterocigosis determina una disminución de, aproximadamente, la mitad de la

actividad enzimática, respecto de los genotipos normales (Brinkmann et aL, 1 973;

Chen et aL, 1974). Dicho alelo ADA 0 parece estar asociado con la

“inmunodeficiencia severa” (SCID, “Severe Combined immunodeficiency”) ya que

los niños 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.>

CARACTERíSTICAS

:

La adenilato quinasa (ATP-AMP transferasa> pertenece al grupo de las

transferasas. Participa en la fosforilación del adenosindifosfato (ADP), que se

transforma en adenosintrifosfato (ATP).

2 AOP ~ ATP + AMP

Se han identificado tres tipos de adenilato quinasas. La AK1 AK2 y 4K3,

que se distinguen electroforeticamente y por técnicas bioquímicas e inmunológicas.

Las isoenzimas AK1 son sensibles a la inhibición con bajas concentraciones de

nitrato de plata, mientras que las AK2 son resistentes a este tratamiento. Tanto la

AK1 como la AK2 se encuentran en hígado, corazón y riñon, pero en eritrocitos.

músculo esquelético y cerebro, sólo 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 más anódica, y por la

especificidad de sustrato, ya que sólo presentan actividad con GTP + AMF o

ITP÷AMP pero no con el ATP+AMP, parece ser que se trate de la

nucleosidotrifosfato adenilato quinasa (E.C. 2.7.410.>. Estas AK3 parecen

resistentes al AgNO3 y se han descrito en placenta. higado y cerebro, no

apareciendo en glóbulos rojos (Wilson et al?, 1976).

El peso molecular de la AK es de 24000 D en hematies humanos. Es

característica su estabilidad frente al calor y a valores extremos de pH.

El locus AK1 se encuentra en el cromosoma 9, al igual que el locus AK3
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(Fovey et aL, 1976), mientras que el locus de la isoenzima AK2 se localiza en el

cromosoma 1 INguyen Van Cong et aL, 1972).

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

Fildes y Harris (1966> descubrieron el polimorfismo de a AK1 - por

electroforesis en gel de almidón, con tampón citrico-NaOH a pH 7,0. Llevaban a

cabo una reacción química que provocaba la reducción del MTT y formación de

formazan en los sitios donde la enzima era activa. Dicha reacción, que aparece en

la Figura CA 5., es la conversión enzimática del ADP a ATP produciendo fosfato

que se requiere para el paso de glucosa a glucosa-6-fosfato por acción de la
--7.

hexoquinasa. A continuación, la glucosa-6--fosfato es oxidada por la glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, con la consiguiente reducción de NADP a NADPH, el MTT

es reducido a formazán en presencia de PMS y se observa un color azul-violáceo.
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AMI’ •A1J¿ -_____________________
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Fig. 0.1 5.- Reacción química que produce la coloración de la actividad, -enilato

quinasa. El ADE es el sustrato y los otros compuestos subrayados se encuentran

en la mezcla de reacción (tomado de Fildes y Harris, 1966).
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Esta enzima, también se puede visualizar por la reacción de fosfo-

enolpirúvico a ácido pirúvico y el paso de este a láctico, por acción de la enzima

láctico deshidrogenasa.

Se observaron tres fenotipos distintos, el AK1 1, 1-2 y 2. Los tres fenotipos

difieren entre sí por el número, intensidad y posición de las bandas isoenzimáticas

(Figura 0.16.>. El fenotipo AK1 1 se compone de dos bandas, la más intensa

practicamente en el punto de origen y otra, menos coloreada, hacia el ánodo.

Existen, además, otras dos bandas menos intensas más anódicas. El fenotipo AK1

2-1 consta de las mismas bandas, pero más ciaras, y de una quinta banda

catódica. Finalmente, el fenotipo AK1 2 se caracteriza por una banda catódica muy

activa y una banda de menor intensidad en el punto de partida. Dicho modelo,

caracteristico de una estructura monomérica, no difiere en los hematíes y en los

distintos tejidos corporales.

+
2

— —

ORIGEN

ARí AK2-1 AK2

Fig. 0.16.- Patrón de bandas de/os distintos fenotipos de la AK1 en electrororesís

en gel de almidón con tampón citrato-NaQH a pH 7,0 (Tomado de Fildes y Harris,

1966).
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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 autosómicos, el AK1 *1 y el AK1 2.

Bowman et aL, (1967> con tampón de migración fosfato a pH 62,

observaron que el fenotipo AK1 1 tenía una sola banda cercana al origen, el AK1

2 una sola banda más catódica y, el heterocigoto ambas bandas (ver diagrama de

la Figura C.1 8.). Al no observar las bandas secundarias que veían Fildes y Harris

(1966) dedujeron que eran debidas a la incubación prolongada y que correspondían

a una coloración secundaria de las enzimas G6PD y POD.

Asimismo, se ha observado que el patrón de bandas de esta enzima presenta

bandas adicionales en pacientes con leucemia aguda granulocítica, leucemia

linfoblástica y anemia aplástica (Schlesinger et al., 1986).

Dicho locus se encuentra en el cromosoma 9, en la región 9q34 (Ferguson

etaL, 1976), y se ha visto que está en acoplamiento cromosómico con el locus del

sistema ABC, a una distancia de 0,15 unidades de recombinación (Rapley et aL,

1967). En dicha región cromosómica aparecen los genes ABO-NP<responsable del

sídrome de Nail-patella u onicopatelar> y AK1 (Schleuterman eta)., 1969, Ozelius

etaL, 1992).

El gen consta de 12 kb y tiene 7 exones y 6 intrones (Matsuura et aL,

1989). El peso molecular de los productos génicos es de 21,7 Koaltons. Se han

analizado las secuencias aminoacídicas de los productos proteicos de los alelos

AK1 *1 y AK1 *2, y se ha observado que sólo existen diferencias en el péptido del

segmento 1 09-1 27, donde el glutámico de la posición 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 aL, 1990>.

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Respecto a la actividad enzimática, parecen existir diferencias entre los

distintos fenotipos. Rapley y Harris (1970) y Modiano etaL, (1970b>, en adultos,

observaron que la actividad AK1 1 era mucho más elevada que la del fenotipo AK1

1-2. Sin embargo, estas diferencias no se confirman en sangre de cordón umbilical,

donde la actividad enzimática es más 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 que el del AK1 *1.

Se ha identificado un alelo silente AK1 *0, que en heterocigotos induce una

disminución de la actividad enzimática del 50% (Singer y Brock, 1971; Weissman

y Pribilla, 1981).

La deficiencia de la adenilato quinasa está asociada con la aparición de

anemia hemolítica. Se ha observado que la sustitución de la Arg por Trp en

posición 128, afecta a la actividad catalítica y a la solubilidad de la AK en el citosol

(Matsuura et aL, 1989>.

INTERES ANTROPOLOGICO

:

En todas las poblaciones humanas predomina el alelo AK1 *1, siendo en

muchas de ellas monomórfico, ya que el alelo AK1 *2 sólo 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 ~/o para el alelo AK1 *2 y en la India y Pakistán de,
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aproximadamente, un 10% (Tilís et al?, 1970; 1971).
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Fig. 3.- Distribución del alelo AK1 *2 en las distintas poblaciones del mundo

(tomado de Roychoudhury y Nel, 1988).

Además de los alelos AK1 * 1 y AK1 *2 se han identificado algunos alelos

raros. Así, Bowman et aL, <1967) describieron un fenotipo raro AK1 3-1

caracterizado por la banda del alelo 1 y una banda más anódica, También, han

observado este alelo raro AK1 *3 Radam y Strauch (1971> en un familia de Berlín,

y Seger et aL, (1978>. El alelo AK1 *4 identificado por Rapley et al., (1967) se

caracteriza por una migración más lenta que el alelo AK1 *1. Finalmente,

Santachiara.-Benerecetti et aL, <1972>, en Andra Pradesh (India) han identificado
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un alelo AK1 *5 El patrón de bandas, respecto a los fenotipos normales se puede

observar en la Figura C. 18.

e

1
— —

AK, 1 2-1 2 3-1 ¿—1 5-1

Origen

o

Hg. C. 1 8. Patrón de bandas de las variantes raras respecto a los fenotipos

normales de AK1 llevados a cabo por electro foresis a pH 7,0 (tomado de ¡-larris y

Hopkinson, 1976).

El alelo AK1 *2, además de ser relativamente frecuente en Europa, se ha

encontrado a menudo en pacientes hemofílicos (Laszio et aL, 1985).
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C.1.4. CARBONICO ANHIDRASA II <E.C. 4.2.1.1.>

CARACTERíSTICAS

:

Las carbónico anhidrasas (carbonato dehidratasa o carbonato hidrolasa)

aceleran el intercambio de ~2 y CO2. Además de la hidratación de CO2 y

deshidratación del bicarbonato o ácido carbónico, catalizan la hidratación de los

aldehidos o llevan a cabo una actividad esterásica. Así, las funciones serían:

1) CO2 + H20—.-H2C03 H~ + HCO3

2) R-CHO + H20—-R-CR (OH)2

3> R-COOR’ + H20—-R-CO& + 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 función fundamental. En

un principio, en el hombre, se identificaron tres formas isoenzimáticas que se

llamaron A, B y C. Tashian (1969) denominó Carbonico-anhidrasas 1 y II <CAl y

CA2) a las E y C, proponiendo que la A era un isómero de la isoenzima 6.

Tanto la CAl como la CA2 presentan gran actividad en lisados de glóbulos

rojos adultos, pero sólo aparecen trazas en los glóbulos rojos fetales. Parece ser

que no se alcanzan los niveles de actividad del adulto hasta la edad de cinco años.

La CAl se encuentra, “post mortem”, en otros tejidos, como son el hígado,

riñón, retina; sin embargo, la CA2 presenta una distribución mucho más amplia en

los tejidos, si bien, en el feto la actividad en los mismos tejidos es siempre muy

baja.

83



Se ha detectado una carbónico anhidrasa III <CA3) que se encuentra,

principalmente, en el músculo esquelético. También, se ha descrito la carbónico

anhidrasa IV (CA4>, asociada a la membrana y en las mitocondrias, principalmente

en el pulmón; se ha descrito, incluso, hasta una carbónico anhidrasa VII (CA7)

(Montgomery er al, 1991).

Todas ellas son proteínas globulares, con un peso molecular de 29.000 D,

con cierta homología en su secuencia aminoacídica, pero con distintos papeles

fisiológicos.

Se ha comprobado que son determinadas por distintos loci autosómicos. Por

otra parte, mientras que la CAl migra anodicamente, la CA2 lo hace

catodicamente, si bien existen variantes genéticas con una movilidad alterada.

La CAl y CA2 se diferencian entre sí en numerososos parámetros fisico-

químicos, como es el pH óptimo, la Km o la inhibición por acetazolamida.

Igualmente se ha observado que el metil-umbeliferil acetato es hidrolizado

rapidamente por la CAl, pero lentamente por la CA2; sin embargo, el

fluorescindiacetato es el sustrato óptimo de la CA2 mientras que tiene peor

afinidad por la CAl.

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

Se han descrito numerosas variantes alélicas para la CAl <Harris y

Hopkinson, 1976), mientras que para la CA2, después de examinados 1256

individuos de distintas poblaciones, Moore et aL, (1971) observó una variante en

negros americanos, que se denominó CAH. Dicha variante tenía una movilidad

electroforética más acusada respecto a la correspondiente normal CA C. Se
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identificaron homoc¡gotos C y H y heterocigotos CH. En 1973, Moore et aL,

confirmaron la teoría de que la CA*C y CA*H eran alelos de una misma isoenzima,

y posteriormente~ a esta CAC se la dió el nombre de CAII*h y más tarde de

CA2*2.

Hopkinson eraL, (1974> describen el patrón de bandas de los tres fenotipos

de la CA2, atribuidos a dos alelos comunes el CA2*1 y el CA2*2 (Figura C.194.

o

CA,, -2

— ORIGEN

CA,,-l

2 2—1 1 (~)

Fig. C. 19.- Patrón de bandas de (os tres fenotipos comunes de la CA2 (tomado de

Hopkinson el aL, 1974).

El fenotipo CA2 1 es una isoenzima que migra catodicamente, el 2-1

presenta dos bandas características del patrón del fenotipo 1 y del fenotipo 2,

típico de estructura monomérica.

Esta variante 0A2*2 que sólo aparece con frecuencias polimórficas en

población negra, se ha detectado que es debida a la sustitución de una asparragina

(Asn> de la posición 253 por ácido aspártico (Aspi (Lin y Deutsch, 1972>.
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El locus de la CA2 se localiza en el cromosoma 8 (Venta et aL, 1983),

concretamente en la región 8q22 (Nakai eta)?, 1987>. En esta región está el cluster

de las carbónico anhidrasas y se ha comprobado que están en el orden CA2, CA3

y CAl. Las dos primeras distan 20 Kb y la CAl está separada de la CA3 80 Kb y

se transcribe en dirección opuesta a las CA2 y CA3 (Lowe et al., 1991>. El gen de

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

35 Kb.

Bit

H193 ,....., Kuw63

j425 __________ Kuw 72

-_~Lffl ililifi - _

Okb 5 10 5 20 25 20 2— 45

ÉwRI ¡
II ¡ ¡ 1 ¡ ¡

¡ ¡ — ¡ ¡ ¡
¡ 1 1 ¡ ¡ ‘1

1 ¡ i ¡ ¡

¡ u ¡ II ¡ ¡

Fig. C.20.- Modelo genético del gen de la Carbónico anhidrasa II (tomado de Venta

et aL, 1991).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Estudios familiares, en los que los miembros de la familia presentaban niveles

de actividad bajos para ambas isoenzimas, CA C y CA 8, indicaron que existe un

control genético cuantitativo para los niveles de esta enzima.

Se ha estudiado el caso de una familia que presentaba deficiencia para la

CA2 provocada por una mutación puntual que cambiaba el aminoácido histidina

<His>, de la posición 107, por tirosina (Tyr>, al cambiar el triplete CAT por TAT

(Venta et aL, 1991>. También, se ha observado que existen una serie de

aminoácidos invariables en las carbónico anhidrasas, que hacen posible su actividad
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catalítica como por ejemplo, la Ser29, 01n28, Pro3O, Tyrl 94, Sen 97 y Trp2O9

(Martensson eta)?, 1992), o la His94 donde se une el zinc (Alexander et aL, 1993>.

Si los aminoácidos entre las posiciones 190-210 se ven alterados, la actividad

enzimática disminuye (Krebs y Fierke, 1993).

La actividad CA esta regulada por distintos factores hormonales, así, se ha

observado que existe una correlación inversa entre la concentración de tiroxina en

el plasma y los niveles de CAl y CA2 en los glóbulos rojos. La presencia de

progesterona o estrógenos en ¡a sangre puede inducir un aumento de la actividad

de la CA en el endometrio (Tashian y Carter, 1976). Estudios más recientes han

puesto en evidencia que la calcitonina (CT) duplica la actividad de la CA2, mientras

que la hormona paratiroidea (PTH> provoca una disminuión de la actividad en un

50%. Esto indica que la CT regula la actividad enzimática en dos lugares de

intercambio de CO2, como son el eritrocito y el pulmón (Arlot-Bonnemains et aL,

1985).

Por otro lado, siendo una metaloenzima que contiene zinc, cuando los niveles

de éste son bajos en el plasma, aparecen niveles bajos de CA.

Los niveles de actividad, tanto para la CAl como la CA2 son ligeramente

mayores en población negra. Además, el que no exista una distribución bimodal

respecto a la concentración de CA en los glóbulos rojos, (Figura C.21.> parece

sugerir que se trata de un modelo de control poligénico (Tashian y Carter, 1976).

Tanto en población caucasoide como negroide se ha observado una

correlación directa entre los niveles de CAl y CA2.
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Fig. C.21..- Distribución de los niveles de actividad CA2 en varones y mujeres

adultos (tomado de Tashian y Carter, 1976).

La deficiencia de CA2 está asociado a un síndrome autosómico recesivo de

osteopetrosis con acidosis tubular renal y calcificación cerebral (Sly et aL, 1983).

En recién nacidos, se ha observado una retención de CO2, hipoperfusión

pulmonar y atelectosis, cuando los niveles de actividad de la CA en el cordón

umbilical eran muy bajos <Tashian y Carter, 1976).

INTERES ANTROPOLOGICO

:

El alelo CA2*2 solamente se presenta en poblaciones negroides y su

frecuencia varía desde O en poblaciones de Uganda y Etiopía hasta 0,19 en Nigeria

(Carter, 1972) (Figura C.22.).

1.6 2.0 2.4

CA II (gq/mq Hb)
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del mundo.

Se han descrito algunas variantes raras para la CA2:

CA2* Bombay o CA2*3, que presenta frecuencias del ~,3O/~ en Parsis

(India> y frecuencias muy bajas en Marathi, Bombay (Ghosh, 1978>.

- CA2*Australia o CA2*4 variante descrita en aborigenes de Australia, con

frecuencias dei 1,6% (Blake, 1978).

0A2.* London presente en afroamericanos que viven en Inglaterra (Tashian

eta)., 1980).

CA2*Detroit en caucasoides de Estados Unidos (Tashian et aL, 1980>.

- CAZA-Hiroshima, descrita en Japón (Goriki, citado en Tashian etat, 1980).

CA2*Jogjakarta, descrita en la isla de Java <Indonesia>, en la cual la hsina

que se encuentra en posición 17 cambia por el glutámico, provocando un pl que

difiere en 0,8 unidades respecto de la CA2 normal. Este cambio aminoacídico es

provocado por una mutación puntual: AAA/G por GAA/G. La especificidad
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enzimárica y a constante cinética no es distinta de la variante normal (Jones eta)?,

1982).

- CA2*Melbourne, descrita en Melbourne (Australia>, en la cual la prolina de

posición 237 cambia por histidina. La especificidad enzimática no varia, pero la Km

es distinta. Es debido a que la prolina actúa como puente de contacto para unir en

la estructura secundaria la región 233-236 con la 229-231 y esta unión se realiza

por medio de puentes de hidrógeno. Sin embargo, la histidina no afecta al lugar

activo de la enzima (Jones y Shaw, 1983>.

Igualmente, se ha descrito un caso de polimorfismo privado para esta

enzima, es el caso del alelo CA2~BAN-1, con frecuencias de 0,054 en los indios

Baniwa de Brasil. Presenta una migración electroforética menor de la variante

normal CA2A-1 y una menor actividad enzimática, que se traduce en menor

intensidad de coloración (Mohrenweiser et aL, 1979).

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

normales se puede observar en la Figura C.23.

D

ORIGEN — —CAX 2

a
-CA ir

Detroit — CA- 1 ‘~

London —

1234

Fig. C.23.— Patrón de bandas de algunas variantes raras de la CA2.

‘t r:

4

90



C.1.S. ESTERASA D (E.C. 3.1.1.1.)

CARACTERíSTICAS

:

En los tejidos humanos se han identificado un gran número de diferentes

ester carboxílico hidrolasas, llamadas comunmente esterasas. Estas enzimas

catalizan la reacción de hidrólisis de un ester carboxílico en alcohol y ácido

carboxílico.

R-CO-R’ + H20 ~t R-OH ±R’-COOH

La mayor parte de las enzimas esterásicas tiene una actividad catalítica

aparentemente no específica. Por este motivo, su diferenciación y clasificación ha

sido basada no sólo, sobre la especifidad del sustrato o por el comportamiento

electroforético, sino también, considerando otras características, como su

distribución según los tejidos, su sensibilidad a los 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 ácido acético, con

tres isoenzimas: Al, A2 y AS; y, las butiril-esterasas (ESB), que presentan una

actividad máxima con los esteres del ácido butírico. Las esterasas C y O se

incluyen en las acetil-esterasas pero se diferencian de estas por una serie de

propiedades y, por eso, tienen una denominación diversa.

Coates et aL, (1975> son los primeros que han efectuado un estudio

comparativo sobre las enzimas esterásicas y han visto que la complejidad de los

patrones electroforéticos varía según los tejidos y la coloración empleada. En la

Figura C.24. se muestran los patrones electroforéticos obtenidos de extracto de
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hígado fetal y adulto, y de un hemolizado eritrocitario, con dos métodos de

coloración distintos. Como se puede observar, el higado adulto presenta un patrón

más complejo.

<a) LTMEELIFERIiL ACETATO

Feto Adulto Glob. Feto Adulto Glob. Glob.
Hiqado roles Hígado rojos rojos

(b) NAFTIL-ACETATO

‘o—- —~É3 —

—b o

1~1

—J
~1 =

~ ~j=i

Glob. Adulto Feto
Hiqado rolos Etiado

Iso.nt aSA ate—st A

IsOflZItas nterns

lsoith,zxnas es Lsrash -.

Isnt,rziasesttrOSS
cnrt.ón’cn snniornsí

1 CAL

Fig. C.24.- Fotogra fía de un gel de almidón y esquema de) patrón electro forético

llevado a cabo en tampón tris-mélico a pH 7,2 de las enzimas esteré sicas

observadas en usados eritrocitarios y en hígado fetal y adulto. La coloracwn se ha

realizado con a) 4-metil-umbe/iferil acetato y b) a-naftil acetato. E

eritrocitario es de fenotipo LSD 2- 1 ylas muestras de hígado son ESD 1. (Tornado

de Coates et aL, 1975).
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Coates et aL, (1975> han evidenciado que las esterasas D se distinguen del

resto de las esterasas, fundamentalmente, por cuatro propiedades:

1 ~ Se pueden detectar con sustratos fluorógenos derivados de la 4-metil-

umbeliferona, como son el acetato y el butirato, pero no con los sustratos

cromógenos o tiocolínicos como el naftol, que son válidos para el resto de las

esterasas.

20.,, El pH óptimo de la ESD oscila entre 5,0 y 5,5. mientras que el resto de

las esterasas presentan un pH óptimo más alcalino (6,5).

30 La ESD es resistente a la inhibición frente a combinaciones de fósforo

inorgánico como el dietil p-nitrofenil fosfato o la acetazolamida.

4O•~ De los 120 individuos examinados por Coates etaí, (1975) la esterasa

D ha sido el único sistema de esta familia de enzimas que se presentaba

electroforeticamente polimórfica. Sólo se han descrito dos variantes raras en el

sistema ESA 1-3 (Tashian, 1969).

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

La esterasa D está ampliamente distribuida por todo el organismo y se ha

detectado en todos los tejidos humanos que se han examinado, incluso en tejidos

“postmorten” de adultos, tales como leucocitos, corazón, higado, bazo, riñón,

pulmón, cerebro, gónadas, músculo esquelético, intestino, celulas linfoides, retina,

coroides (Hopkinson eta)?, 1973; Coates eta)?, 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 almidón

a pH 6,5, usando como sustrato, fluorescente, el 4-metil-umbeliferil acetato. Se
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han evidenciado 3 patrones electroforéticos distintos, denominados ESO 1, ESO 1-

2 y ESD 2 (Fig. C.252, determinados por dos alelos codominantes autosómicos:

ESDití y ESD~2. El patrón del fenotipo ESD 1 presenta 3 bandas con movilidad

anódica, con actividad decreciente en sentido anódico. También, el patrón dc

fenotipo 2 está caracterizado por 3 bandas con actividad decreciente en sentido

anódico, aunque con mayor migración electroforética. El patrón del heterocigoto

ESO 1-2 presenta tres bandas, dos de las cuales con movilidad electroforética igual

a las correspondientes bandas principales de los patrones homocigóticos, 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
ESDU

Fig. C.25. - Patrón electrotorótico revelado utilizando como sustrato el metil-

umbeliferil-acetato, de los tres fenotipos comunes de la esterasa D (tomado de

Nishigaki et aL, 7983).
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Recientemente, el empleo de técnicas electroforéticas de alto voltaje en

agarosa y de isoelectroenfoque en poliacrilamida (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 ESDU y el aleio ESD*5

(Olaisen et aL, 1981).

Los estudios clásicos de Hopkinson et al, <1973) y de Coates et al, (1975)

proponen que la ESD es un dímero con peso molecular de 6OKDa. Young et al,

(1988), han presentado la secuencia completa del cONA del gen de la ESD, que se

corresponde con una cadena polipeptídica de 282 aminoácidos con peso molecular

de 3OKDa.

Los estudios de Van Heyningen et aL, (1975) asignan el locus ESD al

cromosoma 13. Sucesivamente, Sparkes et aL, (1980) han observado en sujetos

con retinoblastoma, caracterizados por la presencia de una delección o una

duplicación parcial de la región q14-22 o de la q12-14 del cromosoma 13, la

localización del gen ESO en la región 1 3q14. Los ioci ESO y Rb (el locus

responsable del retinoblastoma> resultan estar muy cercanos, a una distancia de

cerca de 100 kh <Lee et al., 1 987) y, por lo tanto, estrechamente asociados

(Sparkes et aL, 1983).

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Nishigak¡ et aL, (1983) han estudiado la actividad enzimática reía! “a de los

tres fenotipos y su distribución, que aparecen en la Figura C.26. Se puedt -bservar

una elevada variabilidad dentro de las clases fenotípicas y que los valores medios

de actividad son significativamente distintos ‘y se pueden resumir en la relación
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Fig. C.26.- Distribución de los valores de actividad enzimática de la ESD en los tres

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

Horai y Matsunaga (1984) han confirmado, parcialmente, estos resultados

de Nishigaki et al., (1983) obteniendo valores distintos de actividad en las tres

clases tenotípicas, pero no han observado la característica distribución bimodal,

encontrada por los primeros. Scott y Wright (1978) han observado un rápido

descenso de la actividad esterásica “in vitro” a 25W, y además, una mayor

inestabilidad del homodímero ESO 2. Cowell eta)?, (1986) han medido la activiad

relativa de los tres fenotipos en presencia de 13-mercaptoetanol encontrando sólo

menor actividad para la ESO 2 (Figura C.27.>. La actividad enzimática depende,

probablemente, de un grupo sulfidrilo, cuya oxidación provoca la inactivación de

la enzima; la presencia de 13-mercaptoetanol impediría la oxidación, manteniendo

a la enzima activa cataliticamente. La menor actividad enzimática asociada al

fenotipo ESO 2 es probablemente debida a una menor afinidad de esta isoenzima

por el sustrato; el hecho de no aparecer diferencias entre los fenotipos 1 y 1-2

hace suponer que las diferencias encontradas por Nishigaki et aL, (1983) y por
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Horai y Matsunaga (1984> sean debidas a una estabilidad diferencial de las

isoenzimas (Cowell et aL, 1986).
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Hg. C.27.- Distribución de los valores de actividad enzimática de la LSD en

hemolizados tras el tratamiento con 2-mercaptoetanol (tomado de Cowell et al.,

1986).

No se sabe nada en relación con la función de la ESO y de su papel en el

metabolismo. Al encontrarse en tejidos fetales, como por ejemplo, el higado fetal,

hace suponer que su síntesis sea hepática, y que comienza antes del nacimiento,

no encontrándose cambios en los niveles de actividad enzimática durante el

desarrollo (Coates et al., 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 5-formil glutation hidrolasa <FGH, E.C. 3.1.2.1 2), puesto en

evidencia en lisados eritrocitarios por Uotila (1984) y por Board y Coggen <1986)

son en efecto idénticos al polimorfismo de la ESO.
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INTERES ANTROPOLOGICO

:

Los alelos ESD*1 y ESD*2 presentan frecuencias polimórficas en todas las

poblaciones humanas (Figura C.282. En las poblaciones europeas y africanas el

alelo ESD*2 se encuentra con las frecuencias más bajas, alrededor del 10%. Las

poblaciones asiáticas presentan valores más altos, como es el caso de la India en

donde se llega a alcanzar un 24%, o el Japón con el 35% (Harris y Hopkinson,

1976>. En los amerindios las frecuencias están alrededor del 300/o. Aborígenes

australianos y melanesios muestran, en general, frecuencias bajas.
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Además, se han descrito numerosas variantes raras en poblaciones humanas.

Algunas de ellas, puestas de manifiesto por isoelectroenfoque, presentan

polimorfismo en ciertas poblaciones, así el alelo ESD*5 alcanza en población

caucasoide frecuencias que oscilan entre 0,014 y 0,021 y el alelo ESD7 que en

población japonesa oscila entre 0,008-0,01 1 <Weidinger y Henke, 1958). El

descubrimiento de estos alelos con frecuencias pofimórficas, que sólo se pueden

detectar por EF, ha incrementado el interés de este marcador en los estudios

poblacionales. En la tabla 0.3. aparecen algunas variantes raras, con la población

en la que han sido descritas, y en la Figura 0.29. se presentan los patrones

isoelectroforéticos de algunas de ellas

Tabla C. 3.- Variantes alélicas raras del lo cus LSD.

VARIANTE ROELAClON RSE. RIBLIOGRAFICA

55fl*3 Alemania Renden y Frank, 1974;
Ritmen y Muller,

880*4 Alemania Berg a al., 1976
ESO*Ma Slame3cdi Hitzercth a al., 1976 (1
880* 3.1 Japón Suzuki et al., 1978
ESD*3Negn±Uc Negros Omoro st al., 1978
322½ Alemania Martin, 1979 (i;~

Alemania Radam st al., 1980

880*? Alemania Siege y Schwehn, 1983(1)-
-Japón Nishigaki e Itoh, 1984

ESD
tCph Dinamarca Dissing y Eniksen 1984

ESD*Ousseldorf Alemania Henke y Raster, 1984 )1
iZ5fl*Yamaguchí Japón Yuasa st a]., 1985 (1!
ESD*Benlin Alemania Weidinger sc al., 1985 (1)
£SotKofu Japón Komatsu a al. ,1985 (1)
380*11 Alemania Henke st al., 1986
850*5 .,radl st al., 1956
5S0*Lisboa Portugal Munier es al., 1988
1SD*Raleiqh Alemania Weidinger (2)
ÑS0*Dus2 Alemania Hudkenbeck es al., 1988

Además se han identificado otras dos variantes alélicas raras en los indios Aymara
de Chile (Ferrelí et aL, 1980) y en los Atacameño de Chile (Goedde et aL, 1985),
pero no se han caracterizado.
(1) Citado por Munier et aL, <1988>
(2> Citado por Huckenbeck et aL, <1988)
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Fig. C.29.- Patrón de bandas de algunas variantes raras de LSD por

isoelectroenfo que, en un gradiente de pl-! 4,5-5,5 (tomado de Nisbigaki e ltoh,

1984; Gradí et a)?, 1986).

También, se han identificado, mediante estudios familiares, alelos “silentes”,

ESO*0 <Marks eta)?. 1977; Sparkes et aL, 1979; Koziol y Step’en, 1980).

Respecto a la asociación de la enzima ESO con ciertas enfermedades, la más

evidente, corresponde al fuerte ligamiento entre el locus de la ESO y el gen para

el tumor del retinoblastoma (Rb). Cowell et aL, (1986) midieron la actividad ‘rin

vitro” de la ESO en pacientes con retinoblastoma y observaron que el fenotipo ESO

2 presentaba una actividad de menos del 75%, mientras que los heterocigotos y

los homocigotos ESO 1, no mostraban diferencias significativas. De este modo, se

considera a la ESO como un marcador informativo para el diagnostico en familias

afectadas por dichas enfermedades. Recientemente, Fañanas et aL, (1990>

observan un incremento significativo de la frecuencia de heterocigotos para la ESO

en pacientes con una historia familiar de esquizofrenia, si bien son necesarios otros

estudios que apoyen estos resultados.
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C.1.6. GLIOXALASA 1 <E.C. 44.1.6.)

CARACTERISTICAS

:

La reacción glioxalásica cataliza la transformación irreversible de metil-glioxal

en ácido láctico. Esta conlíeva una primera conversión de metil-glioxal en un

tioester, el 8-lactosil glutation catalizada por la GLOl (factosil glutation liasa, E.C.

4.4.1.5.> que necesita glutation reducido como cofactor, y de una posterior

hidrólisis del S-lactosil glutation que forman ácido láctico y glutation reducido,

catalizado por la GLO2 (lactosil glutation hidrolasa, E.C. 3.1.2.6.>. (Figura C.30>.

CH~ CH3 CH,

c=o Gliaxalasa 1 ~—c—oxiGlioxalasa ~i H—C-—OH
1 —

H—C~~O c~o +11,0 HO—C~O

+ +
nsj-y CSH

os

Fig. C.30.- Reacciones catabolizadas por/a GLOl y GLO2 (tomado de Va/entine y

Tanaka, 1967).

VARIANTES FENOTIPICAS Y MODELO GENETICO

:

Los genes estructurales que codifican para estas dos enzimas glioxalásicas

están localizados en cromosomas distintos. Bender y Grzeschik (1976> y Olaisen

er aL, (1 976) han localizado el gen de la GLOl en el brazo corto del cromosoma

6, entre la región del HLA y el locus PGM3, en asociación con el locus de la 21-

hidroxilasa, mientras que la GLO2 se ha localizado en el cromosoma 16, por Honey

y Shows (1981>.
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La 6L02 ha resultado electroforeticamente monomórtica en poblaciones

caucasoides y en las negras de Estados Unidos, y polimórfica solamente en una

población de Micronesia, de la isla de Nauru (Board, 1980>.

El polimorfismo de la GLOl ha sido evidenciado por primera vez por Kómpf

et al., (1975> a través de electroforesis en gel de almidón a pH 7,8. Se observó la

presencia de tres patrones electroforéticos comunes, el 1, 2-1 y 2, expresiones de

dos alelos codominantes el GLOl *1 y el GLOl *2 (Figura 0.31.>

e

te —

01.0 1 o t y.t=~ ri

rrJo-rrno 2-1 1 2-1 2

Fig. 0.31 .- Patrón de bandas electrotoréticas de los tres teno t’»os comunes de/a

enzima GLO 1 (tomado de Kóm,of et aL, 1975).

Los patrones de ambos homocigotos presentan una sola banda que en

migración anódica pertenecen, la más lenta al fenotipo GLOl 1, siendo el fenotipo

GLOl 2, el más rápido. El patrón 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 que la enzima es activa cataliticamente

en forma de dímero.
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ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Actualmente no se sabe con seguridad cual es el papel fisiologico de la

reacción glioxalásica, si bien, se ha encontrado en todos los tejidos. Knox (1962>

ha sugeridor dado que el glioxal es una sustancia tóxica, que el complejo

catabálico glioxalásico actua como desintoxicante. Szent-Gyorgi el aL, (1967)

considerando la actividad del glioxal como inhibidor de la división celular, opinan

que la acción de las dos enzimas tiene que ver con la estimulación de la división

celular y del ensamblaje microtubular. También, se ha sugerido, que podría

representar un estimulador fisiológico de la división celular, porque elimina el

metilgiloxal que es un supuesto inhibidor de dicho proceso (Riddle y Lorenz, 1 973).

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

enzima con efectos clínicos concretos (Valentine et al., 1970).

INTERES ANTROPOLOGICO

:

Los alelos GLOl *1 y GLOl *2 aparecen, practicamente, en todas las

poblaciones con frecuencias polimórficas. El alelo GLOl *2 muestra las frecuencias

más altas en ¡a mayoría de las poblaciones examinadas y en la Figura 0.32. está

representada la distribución mundial de las mismas.

En poblaciones europeas su frecuencia es ligeramente superior de la del alelo

GLOl *1 tcerca del 56%) mientras que resulta mucho más alta en poblaciones

africanas y orientales, Las frecuencias más altas corresponden a Australia y

poblaciones del Pacífico, en donde se alcanzan valores del 90% al 100% (Busi ej

aL. 1979; Mc Loughl¡n et aL, 1982; Spedini et aL, 1982; Weissman, 1983).
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Fig. 0.32.- Frecuencias porcentuales del ale/o GLO 1*2 en el mundo (tomado de

Roychoudhury y NeL 1988).

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

0.4., y en la Figura 0.33. se da su patrón de bandas electroforéticas en relación

a las variantes normales.

Tabla 0.4.- Variantes raras de la enzima GLOZ

VARIANTE ROELACI QN RE?.’. BIBLIOGRAFICA

GLOl*3 Italia Ranzaní et al., 1979
GLOl*Sic Sicilia, Italia Beretta et al., 1983
GLOT*4 Costa de Marfil Arnaud et al., 1988
GLQl~5 Bwa, Malí Arnaud et al., 1988
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Fig. 0.33.- Patrón de bandas de las variantes raras de la GLO? en relación con los

ale/os normales.

También para la GLOl se han identificado alelos silentes, con disminución

de la actividad glioxalásica. Arnaud et al., (1988) han descrito dos individuos con

fenotipo 2-0 que muestran dos bandas, la de migración anódica rápida que

caracteriza al patrón del fenotipo 2 y la de migración intermedia del fenotipo 2-1

pero con menor actividad.

Kavathas y De Mars (1981) han identificado un individuo heterocigoto 2-0

que presentaba una sola banda débil con migración anódica veloz. En este caso,

el alelo silente codifica para una subunidad que determina, al menos en eritrocitos

y linfocitos, una ausencia de actividad enzimática. La ausencia de la banda de

migración intermedia es debida muy probablemente a una gran inestabilidad del

heterodimero.
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C. 1.7. GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (E.C. 1.1.1.49.)

CARACTERÍSTICAS

:

El estudio de la G6PD empieza hace siglo y medio, aunque fué descrita por

primera vez en el año 1931, por Warburg y Ohristian, con el nombre de “fermento

intermedio”, en levadura de cerveza yen 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 0.34.).

ATP MP

GLUCOSA II. G-6-P

1

(O,, Drogas)
<¾

2 GSH G—S—S—G

e.)
NADF’~ ~¿4DPH,

(1

RUTA
CLI CO L. 1 T 1 CA

+ ir
kAO~ NADH 4

MUlATO PIRUVATO

6~FOSFO-LACTONA

2)

6-FOSFOGLUCONATO

NA DF
4

(3)

NADPH, H~,

RIBULOSA-5-FOSFAJO

Fig. 0.34.- Rutas metabólicas relacionadas con la deficiencia de la G6PD. Los

peróxidos y la enzima glutation peroxidasa con tribuyen a la oxidación de GSH,

especia/mente con la actuación de ciertas drogas (Tomado de Kirkman, 1971).
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La G6PD es una enzima oligomérica, formada por un dímero o un tetrámero,

cuyas subunidades son idénticas (Yoshida, 1968). Está formada por 515

aminoácidos con un peso molecular de 62487 D. Cada subunidad contiene 11

restos aminoacídicos de cisteina que son importantes en la actividad catalítica, ya

que inhibidores de tales grupos, como son el hidroxi-mercurio benzoato y el N-

etimaleimida, provocan una inhibición de la enzima (Luzzatto y Afolayan, 1968)

En eritrocitos humanos el NADP~ estabiliza la forma oligomérica de la enzima

y no existe en forma monomérica. Como el pH en estas células es de 7,2, próximo

al punto de transición del equilibrio entre la forma dímera y tetrámera, se cree que

tales formas están en cantidades similares (Bonsignore et aL, 1971; Kirkman,

1971; Babalola et aL, 1976>.

VARIANTES FENOTIPICAS. MODELO GENETICO Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

:

Desde la época de los griegos se observó que ciertas personas estaban

hipersensibilizadas a las habas e incluso al polen de dicha planta. Este fenómeno,

caracterizado por ictericia y hemolisis, se denominó favismo. A mediados del

presente siglo, se observaron estos mismos síntomas en individuos negros, que

presentaban hipersensibilidad a fármacos antimaláricos del tipo de la pamaquina

y primaquina. Estudiando ambos casos, se comprobó un descenso del glutation

reducido (GSH> en los hematíes de estas personas sensibilizadas, producido por una

disminución de la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Flatz y

Xirotiris, 1980). Posteriormente, se ha visto que otras drogas antimaláricas (como

la pentaquina>, sulfonamidas (como la sulfopiridina y sulfanilamída), y agentes

antibacterianos (como la nitrofurantoina), provocan crisis hemolítica cuando existe

108



deficiencia para la G6FD (Betke et aL, 1967).

Cuando se estudiaron los niveles de actividad enzimática, en población

negra, se observaron diferencias en el sexo. Así, en la Figura 0.35. se puede

observar cómo en los varones existe una distribución bimodal, mientras que en las

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

~n ~- MUJERES
<1)o o
no o
— ~ VARONES

o o
Z 30~

¡Ji
o o 204

r
~ ZA________________________________________________________

2W 2W -- 200 300 ¿00

NIVELES DE G6PD NIVELES DE G6PD

Hg. 0.3 5.-- Distribución de los niveles de actividad de la G6PD en 235 varones y

284 mu¡eres de Nigeria (tomado de Harris, 1975).

Dichas diferencias se pudieron explicar cuando, en 1958, Childs et al,

descubrieron que el gen responsable de la carencia de la G6PD se localiza en el

cromosoma X. Los varones pueden tener presente el alelo normal o el mutante, que

causa la defiencia, pero no ambos, dando lugar a dos genotipos hemicigóticos. En

las mujeres, sin embargo, al tener dos cromosomas X, pueden existir tres genotipos

distintos y una amplia gama de actividades enzimáticas. Esto es debido a que

existe gran variabilidad de expresión del gen carencial G6PD en las mujeres
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heterociqotas, la cual se ajustaría a la hipótesis explicada por M. Lyon (1961),

relativa a la inactivación de un cromosoma X en las células somáticas de las

mujeres. Davidson etat, (1963> estudiaron ¡a G6PD a nivel celular para comprobar

la existencia de dicho tenómeno de la lyonización. De acuerdo con esta hipótesis,

en cada célula somática de mamífero existe un cromosoma X activo y un

cromosoma X inactivo; por ello los productos de los genes presentes en el

cromosoma X no aparecen en cantidad doble en las hembras respecto a los

machos. Davidson et al., (1963) observaron clones de fibroblastos humanos de

heterocigotos expresaban solamente uno de los alelos G6PD.

También se ha utilizado la G6PD para ver la activación del cromosoma X

durante la maduración de los oocitos y de su inactivación en la vida embrionaria

(Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

Además, Kirkman y Hendrickson (1963> observaron que la actividad

enzimática normal presentaba dos tipos electroforéticos, con una velocidad de

migración de tipo B (lenta, que se define como 100%) y de tipo A (rápida, con

movilidad relativa de llO0/o). En las poblaciones negras los portadores del detecto

enzimático presentaban una actividad reducida (que es del 10-20% respecto a la

normal> y movilidad de tipo A, denominándose a esta variante G6FD4A-. En las

poblaciones caucasoides se encuentra, casi exclusivamente, el tipo 6, y en

poblaciones mediterráneas Ja variedad carencia> (con una actividad del 5%) exhibía

las propiedades del tipo E. por lo que se designa como G6PD*B~ o tipo

mediterráneo, En la Figura C.36. aparece un diagrama con el patrón de bandas

electroforéticas de las variantes más frecuentes, tanto en varones como en

mujeres.
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Fig. 0.36.- Patrón de bandas electroforéticas de/os distintos fenotipos observados

en población de raza negra, en varones y en mu/eres (tomado de Harris, 1975).

Además de los viejos criterios de distinción de las variantes G6PD, como era

la movilidad electroforética y la actividad catalítica, se han añadido otra serie de

parámetros físico-químicos como por ejemplo, la Km G6P, Km NADP, Ki NADPH,

la dependencia de la Vmáx, del pH, la estabilidad de la enzima al calor y al

porcentaje de utilización de análogos de sustratos. Estos métodos posteriores han

revelado una gran heterogeneidad dentro del grupo de variantes con actividad y

movilidad electroforética similar.

Bernstein (1980) ha encontrado dentro de los tres tipos G6PD E, A y A-

muchas variantes que difieren en la termostabilidad. Modiano et aL, <1979)

estudiando la máxima actividad de la G6PD A y E, en madres e hijos, han
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detectado dos variantes G6PD*E, la Rl y B2, y dos variantes G6PD*A, la Al y

A2.

Dada la complejidad de esta enzima, en 1967 el grupo de estudio WHO

<Betke et aL, 1967) ha propuesto métodos de análisis estandarizados para la

tipificación de variantes G6PD. Estos métodos han permitido descubrir más de 300

variantes G6PD distintas y, junto con la hemoglobina, es la proteína humana de la

cual se han descrito mayor número de tipos, tanto comunes como raros.

Las variantes G6PD se clasifican según:

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

b) la manifestación clínica,

c) el nivel de G6PD en los eritrocitos.

Respecto a la manifestación clínica y el nivel de G6PD, Beutler <1933)

las clasifica en cinco clases:

1. Variantes con déficit enzimático grave, asociado con anemia

hemolílica crónica no esferocítica <ONSHD>,

II. Variantes con déficit enzimático grave, inferior al 10%, sin CNSHD,

con formas de anemia hemolítica aguda (AHA),

III. Variantes con déficit enzimático leve o moderado, con actividad

entre 10-60% del normal que no se asocian, generalmente, a patología clínica,

IV. Variantes que no presentan déficit enzimático, con actividad

normal, entre 60-150%,

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

El conjunto de las más de 300 variantes enzimáticas, han sido tabuladas por

Yoshida, Beutíer y Motulsky (1971); Beutíer y Yoshida <1973); Yoshida y Beutier
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<1978; 1983>. En la tabla 0.5. aparece el número de variantes descritas según su

trecuencia y comportamiento electroforético para las distintas clases.

Tabla 0.5.- Resumen de las variantes G6PD (tomado de Luzzatto y Metha, 1989)

Pc-iirnorf loas
Clase Numero

Movilidad eleotrotorética
Rapida NoxTnal Lenta Movilidad 3-

49

-7- 7)

14
III
.1V

Total 86

20
29
25

II 15
2

91

30 32
39 41
13 36

2 26

84 135

El locus del gen G6PD, usando híbridos celulares somáticos con varias

traslocaciones X-autosómicas, se ha localizado en la región telornérica del brazo

largo del cromosoma X, en la banda Xq2S, distal a la región frágil Xq 27.3,

responsable de una forma de retraso mental. En la Figura 0.37. 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 236 ph. El RNAm

del gen de la G6PD es de 2269 nucieótidos <Martins et aL, 1 986: Vulliamy et aL,

1992).

KBO 1
fl77

1 II

Nucleotide 202
Endonuclease

12
r

13 14 15 16 17

Fig. 0.37.- Organización del gen de la G6PD, con los 13 exones en negro y 12

intrones en blanco Itomado de Kay et aL, 1992).
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Vulliamy etat, (1988) han estudiado el gen de la G6PD, observando que las

distintas variantes son provocadas por mutaciones puntiformes en distintos

exones. En la tabla 0.6., aparecen estas variantes más frecuentes, con algunas de

sus características moleculares.

Tabla C.6.- Características bioquimicas y mo/ecu/ares de algunas de las variantes

de la GÓ’PD (tomado de Vu//iamy et aL, (1988).

Variante CePO Exvreslón
c±inica

Actividad
efliltflát2CS

~ del normal

Movilidad
electro±oretc.ca

del normal

Poal ci ¿o
nutaci¿r

Cambio
Base

Cambio
>\nínoacz u.

Aen—— mev
Y,

Asn- - ket

Ser--Nne

B

B

Normal
Normal
ABA

AflA

190
84

:0-23

0-7

1

100

376
¡202

376

563

A--SS
G-—m

A— - U

0--?

AHA: Anemia Hemolítica Aguda

En la Figura 0.38. aparecen las mutaciones que dan lugar a algunas de las

variantes G6PD más estudiadas y frecuentes en poblaciones.

Fig. C.38.- Mutaciones puntiformes del gen G6PD que provocan variantes. Los

números romanos indican los exones (tomado de Vul/iamy et aL, 1992).
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INTERES ANTROPOLOGICO

:

VARIANTES POLIMORFICAS SiN DEFlCIT ENZIMATICO:

Dentro de las numerosas variantes G6PD polimórficas, con una actividad

igual o similar a la G6PD E, solamente tres de ellas están muy difundidas:

1.- El alelo G6PD*B se ha encontrado en todo el mundo y es indistinguible

de la G6PD del chimpancé y de gorila (Lucotte y Ruflie, 1982).

2.- La G6PD*A es muy común en poblaciones de Africa, con frecuencias que

varian de unos lugares a otros, desde el O al 40% (Bernstein et aL, 1980).

3.- La G6PD*Karthoum se encuentra en el noreste africano y en Arabia, con

frecuencras que oscilan alrededor del 1 % (Bayoumi et aL, 1979; Saha er al,

1983).

Las otras variantes encontradas son locales, o características de una

población concrete, o de poblaciones, que habitan en un área geográfica limitada.

Así, por ejemplo, Reys etal., (1970) en población Bantú de Mozambique, además

de los tipos comunes B, A y A-, han detectado las variantes, con actividad normal,

G6PD*Lourenzo Marques, G6PD*lnhambene y G6PD*Manjacaze.

VARIANTES POLIMORFICAS CON DEFICIT ENZIMATICO:

AREA MEDITERRANEA: Estudios anteriores al 1960 pusieron de manifiesto que,

en el área del Mediterráneo, existía una variante G6PD con actividad baja y

movilidad electroforérica del 100% respecto de la 66PD*B. La frecuencia más alta

se ha encontrado en Grecia continental e insular, apareciendo un gradiente hacia

el oeste: Italia y España (excluida Cerdeña), norte: Bulgaria y Rumania, este:

Turquía y Líbano, y hacia el sur: Egipto y Argelia. En un principio se pensó que se
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trataba de un modelo de difusión simole, pero al realizar estudios con más detalle,

se identificaron en estos paises muchas variantes.

Por ejemplo, en Grecia, además de la G6PD Mediterránea, existen las

variantes G6PD*Athenas~like, G6PDOrchomenos y G6PD~Union--Markham, todsb

ellas caracterizadas, igualmente, por una deficiencia enzimática y movilidad del

100%, aunque con un distinto pH de actividad óptima y función enzimática con

diferentes análogos del sustrato. Como se puede observar en la Figura 0.39.,

existe gran heterogeneidad de variantes en las distintas poblaciones mediterráneas.
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Fig. 0.39. Mapa de la región Mediterránea y del Próximo Oriente, con el

polimorfismo de la G6PD (adaptado de Luzzatto yBattistuzz¿ 1988; Rickards eraL,

1988; Calabró et aL, 1990).
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Esta considerable “fragmentación” de la variante Mediterénea es

incompatible con el modelo de difusión y se habla de dos grupos de variantes

(Luzzatto y Battistuzzi, 1988>. Por una parte, la mediterránea B- y las tres descritas

anteriormente en Grecia, muy similares en sus características electroforéticas, que

podrían ser el resultado de la radiación desde Grecia y del desplazamiento de esta

civilización hacia el este y oeste del país. Por otro lado, las restantes variantes

tendrían un origen autóctono en los distintos lugares donde se han identificado.

También, existen estas variantes en el Norte de Africa: en Egipto, por

ejemplo, la 06PD*Mediterránea es relativamente abundante <0,5%>, mientras que

no existe en Argelia. Quizás sea debido a las costumbres endógamas de estas

poblaciones del norte de Africa, que han diferenciado entre sí a las poblaciones en

mayor grado que en el Sur de Europa <Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

Por último, es conveniente destacar, que también se pueden examinar

recientes migraciones en el Mediterráneo, a través del análisis de la G6PD. Por

ejemplo, la deficiencia de G6PD descrita en Francia es el resultado de

desplazamientos de individuos procedentes del Norte de Africa y del Sur de Italia,

o por ejemplo, la deficiencia de la G6PD observada en las ciudades industriales del

Norte de Italia <1%>, son el resultado de migraciones recientes desde el Sur de este

país y desde Cerdeña.

AFRICA SUDSAHARIANA: En Africa el déficit es debido sobre todo a la variante

llamada G6PD*A~, que se presenta en la mayor parte de los grupos, con una

frecuencia que varía en función del área geográfica, más que respecto al grupo

étnico (Luzzatto, 1973).
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Sin embargo, existe gran heterogeneidad genética, apareciendo otras

variantes deficitarias. Por ejemplo, en Nigeria sólo 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 G6PDMaIi con frecuencia del 12,5% y del 4,5%,

respectivamente; otros tipos son la G6PD*Oakar, con un 3%, y la G6PD*Matam,

con un 2%, también en Senegal. Estas variantes presentan actividad del 1-5% y

movilidad electroforética normal por lo que se la considera de fenotipo G6PD

deficitario.

Además, Kahn etal?, <1973) han encontrado el tipo 06P0 E-en poblaciones

que viven al sur del Sáhara, así en Sudán con frecuencias del 3% (Saha et ah,

1983), Chad con el 7%, Ghana con el 10% (Owusu y Opere-Hanta, 1972), en Mali

el 10% y en el grupo Bedik del Senegal con el 1% (Eouloux et al., 1972). Estos

datos se han interpretado considerando un flujo génico proveniente de las

poblaciones árabes, en donde el tipo G6PD B- está bien representado.

También, hay que destacar las frecuencias apreciables de variante G6PD*A

en poblaciones del norte del Sáhara, como son un 5% en la Península del Sinaí,

2,4% en Egipto y 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, lo

cual ha dado origen a la hipótesis de si la variante G6PG*A es la misma en el norte

y sur del Sáhara (Luzzatto y Battistuzzi, 1988).

En el área del Pacífico, 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 y Battistuzzi, 1 988).

En las Figuras 0.40. y 0.41 . aparece la distribución mundial de los alelos

deficitarios GD*A~ y GD~8~-u

‘ A

-0

0-) -
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¼-

Fig. 0.40.- Distribución porcentual del a/e/o G6PD*A~ en distintas poblaciones

humanas (tomado de Roychoudhury y Nei, 1988).
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Fig. 0.41.- Distribución porcentual del alelo G6PD*B~~ en distintas poblaciones

humanas (tomado de Roychoudhury y Ne¿ 1988).

G6PD Y LA SELECCION NATURAL

.

Ef polimorfismo de la G6PD es uno de los casos que muestra cómo la

selección natural puede actuar a través de la relación entre dicho polimorfismo y

una enfermedad grave, como es la malaria, en concreto, la provocada por

Plasmodium fa/ciparum, y confiere un notable valor adaptativo. La malaria se

consideraba, hasta hace poco tiempo, una enfermedad endémica de zonas

tropicales, ecuatoriales y subtropicales, cubriendo una gran franja de la especie

humana. Italia y Grecia son los paises del Mediterráneo más afectados por la

malaria.
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Se ha observado que, para algunos genes (G6PD-, Thalasemia y HBIS*S)

existe una correlación positiva entre la frecuencia y la intensidad de la endemia

malárica expresada en términos de altitud, por lo que se han llamado genes

maláricos.

En el caso concreto de la G6PD, se trata de un polimorfismo balanceado. El

mecanismo que lo 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

invasión por Plasmodium fa/ciparum no existen alteraciones, al menos, así lo han

manifestado cultivos “in vitro”. Parece que la deficiencia de la G6PD dificulta el

desarrollo intracelular del parásito, porque se crea un ambiente oxidativo, al estar

en menor concentración el glutation reducido (GSH> que es imprescindible para el

crecimiento de Plasmodium falciparum. El hecho, de que sólo las mujeres

heterocigotas estén favorecidas, y no los homocigotos o hemicigotos, se debe a

que en las primeras se crea un mosaico de glóbulos rojos deficitarios para la G6PD

y no deficitarios. En el caso de los individuos deficitarios, todas sus células son

iguales, pudiendo el parásito, en pocos ciclos, adaptarse a tal tipo de huésped. Sin

embargo, en los heterocigotos, dicha adaptación no existe, porque deben pasar por

ambos tipos de células (Luzzatto y Metha, 1989>.

Esta teoría es apoyada por el hecho de que no existe zona polimórfica para

la 66P0 que no haya sido endémica para la malaria, pero dicha endemia no

provoca la aparición del polimorfismo G6PD, solo lo mantiene, y favorece su

difusión en el interior de dicha zona.

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

heterocigotos, es que en el interior de una población que presenta una relativa
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homogeneidad genética, la variabilidad de la frecuencia G6PD deficitaria es

generalmente más alta que la de otros genes y que tal frecuencia se ha encontrado

correlacionada con el grado de exposición a la malaria. Además, al valorar

cuantitativamente la gravedad de la infección malárica en mujeres G6PD+/G6PD-

es significativamente más baja que la de mujeres o varones de grupos control.

Inicialmente, Luzzatto (1974>, en experimentos efectuados en cultivos de

eritrocitos con defecto G6PD, observó un grado normal de infección. Sin embargo,

Friedman (1 9791 vió más tarde que el parásito infecta normalmente los eritrocitos

con el alelo G6PD*A~ en condiciones normales, pero no en condiciones de stress

oxidativo, con altas presiones de 02, o de menadione o riboflavina. Luzzatto (1980)

al repetir el experimento con eritrocitos portadores del alelo mediterráneo, ha

observado crecimiento diferencial en condiciones normales, porque el parásito no

consigue un desarrollo intrecelular. Este desarrollo reducido del parásito en varones

G6PD- y mujeres G6PD+KS6PD- también ha sido observado por Roth et ah,

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

CARACTERíSTICAS

:

La 6-P-gluconato deshidrogenasa (D-giucosa-1 -P-fosfotransferasa)

cataliza la descarboxilación y la deshidrogenación del ácido 6-P--giucónico a D-

ribulosa-5-P con la reducción simultanea del NADP a NADPH. El mecanismo de

formación de la ribulosa-5-P implica la oxidación del grupo alcohólico en el 03,

seguida de la descarboxilación del 3-oxi-6-fosfogluconato resultante que no se ha

observado jamás como producto intermedio. La PGD del higado está fuertemente

inhibida por el NADPH, por lo que a concentraciones fisiológicas de este último se

bloquea el flujo de la via de las pentosas-fosfato. La enzima se desbloquea cuando

el NADPH es utilizado en otras vías metabólicas, como por ejemplo, en la síntesis

de los ácidos grasos (Cuzzocrea et aL, 1984).

VARIANTES FENOTIPICAS Y PROPIEDADES

:

Fildes y Parr (1963> han demostrado en el hombre la existencia de variantes

isoenzimáticas controladas geneticamente. Así, observaron en hemolizados, a

través de electroforesis en gel de almidón a pH 7,0, tres distintos patrones debidos

a Ja presencia de dos alelas codominantes el PGD*A y el PGD*B o PGD*0, ya que

existen dos nomenclaturas, una que utiliza las letras A y 8 (Bowman et aL, 1966;

Gordon etah, 1967) y la otra AyO <Davidson, 1967; Parr y Fitch, 1967>, siendo

esta última la más aceptada (Figura 0.42.>.
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Fig. 0.42.- Patrón de bandas de los tres fenotipos de la enzima POD (adaptado de

Gordon et aL, 1967).

El patrón del fenotipo A, el más común, consiste en una sola componente

isoenzimática, que migra anodicamente. Una incubación prolongada a 3700

permite la identificación de una segunda componente a migración anódica, más

veloz y específica de los glóbulos rojos, una tercera componente, más lenta

respecto a la principal, aparece después de una prolongada incubación con NADP

añadido al almidón. El segundo patrón, típico del fenotipo AC, se caracteriza por

tres componentes isoenzimáticas, la principal del fenotipo A y otras dos de

migración más lenta, una cuarta componente aparece, también en este caso,

después de un largo periodo de incubación a 3700. El patrón del fenotipo O

presenta, también, tres componentes isoenzimáticas que caracterizan el patrón de

los heterocigotos, pero tienen una actividad decreciente en sentido anódico. Los

patrones encontrados en otras células distintas de los eritrocitos, son más simples

y simétricos. En efecto, los fenotipos A y C de los linfocitos presentan bandas
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simples, más rápida para el A y más lenta para el 0, mientras que el fenotipo AC

presenta tres bandas, dos iguales a las de los fenotipos A y O y una tercera de

migración intermedia (Figura 0.43.>.

ULOBULOS ULOBULOS
BLANCOS ROJOS

— e

u-

A A--c c A A—O O

Fig. 0.43.- Patrón de bandas de la enzima PGD en eritrocitos y leucocitos (tomado

de 1-/arris y Hopkinson, 1976).

La heterogeneidad del fenotipo 0, al comparar eritrocitos y leucocitos no ha

sido definitivamente establecida, y se ha sugerido que podría ser debida a la

interacción de la enzima con NADP-hidrolasas del estroma, las cuales modificarían

su estructura y actividad (Ajmar et aL, 1968).

La enzima es activa como dímero, y las dos subunidades comunes, que

tienen un peso molecular de 40.000 daltons cada una, son codificadas por los dos

aleles: PGD*A y PGD*0.

Los estudios efectuados por isoelectroenfoque no han evidenciado nuevos

aleles o subtipos de los ya existentes, para esta enzima.
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Westerveld y Meera Khan (1972) estudiando el linkage, y Douglas et aL,

(1973> usando híbridos de células somáticas, 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 más alto de actividad deshidrogenásica mientras que el O es más bajo

(alrededor del 70-90% del A>. Las distintas isoenzimas muestran un distinto

comportamiento en presencia de urea e isoacetato. La desnaturalización por urea

determina una mínima disminución de la actividad enzimática del fenotipo A (cerca

del 35% del normal) mientras que tiene un máximo efecto sobre la componente

isoenzimática del PGD 0, para la que se observa una actividad del 5%. En el

fenotipo AC aparece un comportamiento intermedio, con una disminución de la

actividad enzimática deI 70%. Algo similar ocurre al tratar con isoacetato. La

reducción de la actividad es del 20% para el A, 50% para el AO y del 80% para

el O (Giblett, 1969).

Parr y Fith (1967> han decrito variantes fenotípicas raras caracterizadas por

una actividad reducida (POD llford, PGD Newham, POD Whitechapel y PGD

Dalston). La variante PGD llford presenta un patrón electroforético igual al del

fenotipo A, pero con una menor actividad enzimática (cerca del 50%) tanto en

eritrocitos como en linfocitos. La variante PGD Newham (encontrada en miembros

de la familia en la cual se había detectado la otra variante descrita> presenta un

patrón electroforético similar al del fenotipo O pero con actividad reducida al 50%.

Ambas variantes son debidas a la condición de heterocigosis de dos alelos
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comunes con un alelo silente.

La variante PCO Whitechapel no muestra a nivel electroforético ninguna

componente isoenzimática y el análisis 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 que

presenta las componentes isoenzimáticas de los fenotipos comunes pero con un

valor de actividad del 75%. Este déficit es más leve que el Whitechapel y está

ausente en los linfocitos.

Ambas variantes han permitido la identificación de un nuevo alelo, silente

sólo en eritrocitos, llamado PGD*W.

Como resultado, el alelo silente que en heterocigosis con PGD*A y PGD*C

da los fenotipos PGD llford y PGD Newham, presenta una mutación que determina,

probablemente, una terminación anticipada de la traducción y, por lo tanto, las

isoenzimas presentes en los dos heterocigotos resultan ser homodímeros

denominados Sa o Sc.

El alelo PGD*W codifica, sin embargo, para la subunidad Sw, que hace

inestable a los isoenzimas, pero que presenta la misma movilidad electroforética

que los homodímeros Sa.

Es importante destacar que algunas variantes fenotípicas muestran la

reversibilidad de los patrones electroforéticos tras el tratamiento con NADP o 1k-

mercaptoetanol. Así, el genotipo PGD A-Friendship, descrita por Davidson (1967)-.

presenta tres bandas, una de las cuales es muy débil. El patrón electroforético de

los linfocitos muestra una única banda de migración anódica, mayor respecto de

la que caracteriza el patrón del A. Al añadir NADP en el gel de almidón (a
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concentracion baja de 5 1 Q-6 M), se alteran ambos patrones electroforéticos y se

observa sólo la banda con movilidad típica del fenotipo A.

INTEERES ANTROPOLOGICO

:

El alelo PGD*A es el más frecuente en todas las poblaciones humanas. El

alelo PGD*C en europeos presenta frecuencias entre el O y 5%. en los africanos

alcanza el 17%, aunque con muchas variaciones, ya que, incluso en algunas

poblaciones de Africa Central no se ha encontrado. En poblaciones asiáticas

presenta valores muy heterogéneos, la mayoría inferiores al 10%, la máxima

frecuencia se ha encontrado en Ehutan (India, 24%). Este alelo PGD~C no se ha

encontrado en muchas poblaciones amerindias de America del Sur <Harris y

Hopkinson, 1976) (Figura C.44.>
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Fig. C.44.- Distribución de las frecuencias porcentuales del alelo PGD*C en el

mundo (tomado de Roychoudhury y Ne¿ 1988).

128



Además de las variantes que alteran la actividad enzimática, 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 CAS., el patrón electroforético de

algunas de ellas.

Se ha observado que el patrón de bandas de las variantes PGD A-Natal, PGD

A-N’Ko y PGD C-Natal, tras tratamiento con 13-mercaptoetanol se transforman en

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

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

VARIANTE REF. BIRLIOGRAFICA

PGD*Richmond
FGfltflackney
PGD* Erlendship
FGD*Thailand
PGD*Elcbo
PGD* Ereiburg
PGID* 8 ingapore
PGD*Kadar
PGD*Wantoat
PGD~Gamberra
PGD*Oshakati
PGD~Caspian
PGD*F3ombay
PCD* Nata 11.
PGD*HIR1
POD * Hl R2
PGD*NCS1
PGD*Aymara
PGD*Waltair
PGD*Corea
PGD~Lombok
PCD*Ndongue
PCD*N’ Ño
PGDtRome
PGD*Duisburg
PCD*Mediterranean

Parr, 1966 (1)
Parr, 1966 (1)
Uavidson, 1967
Tuchinda etal., 1968 (2)
Blake y Xirk, 1969
Tarivedian et al., 1970 (2>
Blake et al., 1973 (2)
Saha et al., 1974
Blake et al., 1974
Blake et al., 1974
Jenkins y Nurse, 1974
Blake et al., 1974
Blake et al., 1974
Blake et al., 1974
Satoh et al., 1977
SaLoL eL al., 1977
Sauoh eL al., 1977
Ferrelí eL al., 1977
Naldu et al., 1985
Benkmann eL al., 1986
Sofro y Rirk, 1986
Destro Bisol y Battaggia, 1988
Destro Bisol y Battaggia, 1988
Destro Bisol y Battaggia, 1988
Weidinger y Scwarztisher, 1988
Nervo, 1989

(1) citado por Giblett, (1969>
(2) citado por Blake et aL, 1974)
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Fig. C.45.— Patrón de bandas electro foréticas de algunas de las variantes raras de

la PGD (tomado de Blake et aL, 1974).

Algunas de las variantes raras presentan frecuencia polimórfica en ciertas

poblaciones. Es el caso de la PGD*Elcho que, en algunos grupos de aborígenes

australianos alcanza frecuencias del 1-2% (Blake et aL, 1974)7 o el alelo

PGD4Kadar con una frecuencia de cerca del 4% en un grupo tribal de la lndia

Meridional (Saha et aL, 1974).

Desde el punto de vista clínico. se han descrito algunos ejemplos de

deficiencia parcial de 6-PGD asociados a anemia hemolítica <Beckman, 1978).

origen
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C.1.9 FOSFO-GLUCO-MUTASA 1 Y 2 (E.C. 2.7.5.1.>

CARACTERíSTICAS:

a fosfoglucomutasa (a-D-gJucosa 1,6 difosfato fosfotransferasa> es una

enzim5- que pertenece a las transferasas. Tiene un papel importante en el

metabolismo glucídico porque cataliza la transferencia de un grupo fosfato entre

la posición C1 y C6 de la glucosa. Al haberse encontrado de dos formas distintas,

fosfato y difosfato, se dedujo que la reacción tiene lugar en dos tiempos: en un

primer lugar la fosforilación de las transferasas en un residuo serínico por medio de

la glucosa 1 ,6 difosfato (cofactor que se une covalentemente a la enzima) con la

liberación de glucosa 19; sucesivamente la enzima cede su grupo fosfato a la

glucosa 6P formando glucosa 1,6 diR (Cuzzocrea et aL, 1984). La reacción es

reversible, como se puede observar en la Figura C.46.
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Fig. C.46< Esquema de la reacción catalizada por/a fosfoglucomutasa (tomado de

Cuzzocrea et al., 1984).

Esta enzima está caracterizada por distintas formas moleculares codificadas

por tres loci autosómicos no asociados: PGM1, PGM2 y PGM3 (Harns y Hopkinson,

1976>. Las isoenzimas PGM1 se descubrieron en los eritrocitos, y se ha visto, que
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están presentes en otros tejidos y órganos-. como el hígado-. riñón, músculos.

cerebro y placenta, en algunos de los cuales-. la actividad fosfotrasferásica es

mayor que Ja encontrada en los eritrocitos. La PGM2 se localiza en glóbulos ro¡os

y otros tejidos somáticos, existiendo diferencias histoespecíficas en su actividad.

La PGM3 sólo se ha detectado en leucocitos y en placenta. Cada locus determina

una serie de 2 ó 3 isoenzimas diferenciables a través de electroforesis en gel de

almidón (pH 7,4> a causa de una movilidad anódica decreciente PGM3 > PGM2 >

PGM1. Existe evidencia de otro loci, el PGM4 que se expresa solamente en leche

humana. Drago etaL, (1991> al hacer reaccionar las enzimas PGM1. PGM2, PGM3

y PGM4 con anticuerpos monoclonales ha observado diferencias, ya que la fracción

gO del antisuero reacciona con la POMí y con menor especificidad con la PGM4,

pero no con las PGM2 y PGM3, lo cual indica que tienen sitios antigénicos

distintos.

Según Mc Alpine etaL, (1970) los pesos moleculares de las isoenzimas PGM

varían según su origen. La PGMI varía su Pm entre 50000 y 52000 (Becker,

1980), la PGM2 entre 58000 y 62300 y la PGM3 de 52000 a 53600. La POMí

es un pentapéptido en el que la Serma constituye el grupo de unión al fosfato,

siendo este aminoácido esencial para la actividad enzimática. Si el grupo OH de la

Ser se esterifica por el fosfofluorhidrato de disopropilo (DFP) Ja enzima es inactiva.

Otros inhibidores son el 2,3 Pglicerato, fructosa 1,6 diE, glicerato 3-P, ATP, citrato

y el fosfoenolpiruvato (Becker, 1980>.

La determinación de a actividad fosfoglucomutásica ha puesto en evidencia

que más del 80% de ésta se atribuye a los productos del locus PGM 1, y la restante

en gran parte, al locus PGM2. Los componentes isoenzimáticos del locus PGM2
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pueden ser diferenciados de tos de los otros loci porque tienen actividad

fosforibomutásica (Harris y Hopkmnson, 1976). Los loci PGM1 y PGM3 han

resultado por el análisis electroforético polimórficos en todas las poblaciones

humanas, mientras que el locus PGM2 solo ha resultado ser polimórfico en algunas

poblaciones africanas del Surinam (Santachiara-Benerecetti et aL, 1969; Geerdink

etaf, 1974V

Estos tres loci génicos se han localizado en cromosomas diversos, el locus

PGM 1 en el cromosoma 1 en la zona 1 p22 y 1 p3l (Nguyen et aL, 1 971; Douglas

etaL, 1973). El gen del locus PGM1 no excede las 34 kb, con una alta frecuencia

de recombinación (Whitehouse et aL, 1992). La secuencia de bases del RNAm se

ha observado que son similares a las del conejo. El locus PGM2 en el cromosoma

4 en la zona 4.pl 2 (Mc Alpine et aL, 1975), y el locus PGM3 en el cromosoma 6

<Jongsman et aL, 1973> en la banda 6q1 2 (Suzuki et aL, 1986).

VARIANTES FENOTIPICAS DEL LOCUS PGM1

:

La presencia de alelos comunes para el locus PGM1 fué decrito por primera

vez nor Spencer et aL, (1 964a) a través de electroforésis en gel de almidón (a pH

7,41 en una muetra de población inglesa. ldnetificaron tres fenotipos comunes que

denominaron 1-. 2 y 1-2 <Figura 0.47).

Ambos fenotipos 1 ‘y 2 presentan dos componentes isoenzimáticas de

distinta movilidad electroforética: las bandas a y c para el fenotipo 1, y tas b y d

para el fenotipo 2. El heterocigoto posee las cuatro bandas: a, b, c, y d <en orden

creciente de movilidad anódica). En todos los fenotipos se encuentran otras bandas

de movilidad anódica más veloces, llamadas e, 1 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 autosómicos, denominados PGM1 *1 y PGM1 *2. La

ausencia de bandas exclusivas en el patrón electroforético del fenotipo 2-1 indica

que cada enzima es un monómero.

T
E

a

ORIGEN
PGM,

Fig. C .47.- Los isoenzimas de la fosfoglucomutasa eritrocitaria en los tres fenotipos

comunes POMí 1, PGM1 1-2 y POMí 2 (Tomado de Harris, 1975).

Los resultados al comparar patrones electroforéticos en glóbulos rojos do

edades distintas, sugiere que las cantidades relativas de isoenzimas controladas por

un alelo simple varían con la distinta edad media de la población celular de la que

provienen, la actividad de las isoenzimas más catódicas de cada complejo parece

que sea mayor en poblaciones celulares más jóvenes y relativamente más

inmaduras. Esto sugiere que la isoenzima más catódica de cada grupo puede ser

la forma primaria sintetizada en la célula, mientras que las más anódicas pueden

ser derivadas del primero seguido de modificaciones estructurales secundarias de

2-1 2 1 2—1 2
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la proteína <Harrís, 1975).

En 1976, Bark eraL, por medio de la técnica del isoelectroenfoque sobre gel

de políacrilamida (PAGIF) en un rango de pH 5-7, han revelado la existencia de

patrones más complejos que no pueden ser identificados a través de electroforesis

convencionales. Las componentes isoenzimáticas electroforéticas a, b, c, y d se

han resuelto respectivamente como las isoenzimas a + y a-, b + y b-, c + y c- y d±

y d- (Sutton. 1979) determinados por cuatro aletos: PGM1 a1, PGM1 *a2

PGM1 *a3 y PGM1 *a4 (según la nomenclatura propuesta por Kúhnl y Spielmann,

1978), denominados también, PGM1 M+, PGM1 *2± PGM1 *1. y PGM1 *2.

(según Bark et aL, 1976), o bien, PGM1 Mt, PGM1 Uf PGM1 *ls y PGM1 *2s

(según Bissbort et al. - 1978>.

En las Figuras C.48, C.49, C.50 y C.51. se muestran las bandas que

resultan a través de PAGIE, relativas a las componentes isoenzimátícas

electroforéticas a, b, c y d. Kíihnl y Spielmann (1978) por medio de esta técnica

han ¡dentifícado 10 fenotipos comunes, y su patrón electrof¿rético aparece en la

Figura 0.52.
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Fig. C.48, C.49, C.50 y C.51 .- Caracterización de las isoenzimas a, b, e y den sus

distintos componentes por medio de PAGIF ~‘pH5-7) (Tomado de Sutton, 1979).
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Hg. C. 52.- Componentes isoenziméticas de la tos/oglucomutasa er¡trocMaria

determinada por PA GIF (pH 5-7) (Tomado de Sutton, 1979).

Scozarf etat, (1 981> han puesto en evidencia un posterior polimorfismo para

este ocus debido a la termoestabilidad de los productos alélicos (termoresistente

Tr y termosensible Ts>. Así, ha sido posible identificar, con el análisis de la

sensiblidad al calor y el lEE 8 alelos denominados POMí *25T5 PGM1 *2fTs

PGM1 *2sTr POMí *2fTr PGM1 *lsTs EGMí *lfTs, POMí *lsTr y PGM1 *lfTr

Por lo tanto-. cada alelo ha sido caracterizado por tres sitios específicos,

responsables de los productos: 1/2, s/f y Ts/Tr.

Recientemente, March etal., (1993> han detectado que en los 317 pares de

bases de la región 3’ del DNA del gen que codifica para la PGMi, existe un nuevo

polimorfismo por la presencia de 8 alelos codominantes: PGM1 37*1 PG 11.37*2,

EGMí 3’*3 y PGM1 3’*4, provocadas por tres sustituciones nucleotídícas en la

región no trasnoríra, que determinan 8 fenotipos. Se ha observado un fuerte
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ligamiento de asociación entre el polimorfismo PGM + /- y el que existe a nivel del

DNA de esta región, pero no aparece asociación con el PGM1 *1 y PGM1 *2. Esto

apoya la idea de que la enzima POMí está determinada por dos sitios distintos en

la secuencia codificante, una que codifica para los alelos PGM1 M y PGM1 *2 y

otro que codifica para los alelos + y -, separados por una región donde tienen lugar

las recombinaciones intragénicas.

Tabién, Hollyoake et aL, (1992) han detectado dos sitios polimórficos por

la utilización de enzimas de restricción Taqí (llamados Al y A2 para el primer

polimorfismo 5’ y 81 y 82 para el segundo polimorfismo 31

ACTIVIDAD Y FUNCION ENZIMATICA

:

Los estudios cuantitativos de Modiano et aL, (1970) han demostrado una

mínima diferencia, no significativa, en ¡os valores de actividad media fenotípica.

Scacchi et aL, <1983) han determinado la actividad fosfoglucomutásica relativa a

nueve de los diez fenotipos diferenciables por isoelectroenfoque, estas actividades

han resultado significativamente distintas en el orden PGM1 1- < PGM1 1 + =

PGM1 2- < PGM1 2+.

También, en el caso de la POMí, se han descrito alelos “silentes’ PGM1 *0

(Fiedíer y Pettenkofer, 1969; Seger y Salmon, 1971; Veno et aL, 1 976; Herzog y

Libich 1982; Ward et aL, 1985). La actividad fosfoglucomutásica de fenotipos

heterocigotos para este atela 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 alelo PGM1 0 por Fiedíer y
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Pettenokofer, 1969. Un caso de actividad reducida-. por el alelo EGMí *R ha

sido encontrado por Brinkmann et aL, (1972).

INTERES ANTROPOLOGICO

:

Los alelos comunes PGM1 *1 y PGM1 U se encuentran con frecuencias

polimórficas en todas las poblaciones humanas. Los valores de frecuencia más

altos para el alelo PGM1 *2 se observan en tas poblaciones europeas-. mientras que

los más bajos en las poblaciones asiáticas. Si bien, hay que tener en consideración

que los valores de frecuencia difieren grandemente dentro de cada gran grupo

humano (Figura C.53).
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Fig. C.53.- Distribución porcentual del alelo PGM1 *2 en las distintas poblaciones

humanas (lómado de Roychoudhury y Ne,, 1988).
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Además de estos tipos fosfoglucomutásicos comunes se han descubierto

otros fenotipos raros (Hopkinson y Harris, 1976>. Estos fenotipos son

combinaciones heterocigóticas de los alelos comunes PGM1 *1 y PGM1 *2 con uno

de los 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 la

Figura C.54. aparece el patrón electroforético, junto a los fenotipos comunes.
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Fig. C.54.- Patrón electro forético de los fenotipos comunes PGM1 1, 1-2 y 2 y de

algunos 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

humanos. Así, para los europeos, destaca la elevada frecuencia del alelo PGM 1 * lA

e

a
a

au

u

7-7--
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(62%>, y la baja del PGM1 *16 (13%>, siendo las de los alelos PGM1 *2A y

PGM1 *26 del 19 y 2%, respectivamente. Otros grupos caucasoides de Oriente

Próximo, Norte de Africa y judíos presentan la frecuencia del alelo PGM1 *16

menor.

En poblaciones mongoloides las frecuencias más elevadas corresponden al alelo

PGM1 *1A con el 67-59%, la del alelo PGM1 *1B es del 11-13% y la del alelo

PGM1 *2 entre el 21 y 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 *1 B 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

PGM 1 * lA y PGM 1 * 1 B. La frecuencia del alelo PGM 1 * lA es más elevada en la

parte occidental, con frecuencias en torno al 78%, mientras que tas 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 MB 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 cline del norte hacia el

sur para los alelos PGM1 *lTs, que presentan valores desde 0,098 en Praga, hasta

0,055 en Nápoles. Asimismo, existe una correlación negativa entre las frecuencias

de los alelos PGM1 termosensibles y la 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 las poblaciones caucasoides han resultado ser

polimórficos en otras poblaciones. El alelo PGM1 *3 por ejemplo, es un alelo

común en las poblaciones del área asiático-pacífica que alcanza frecuencias de

hasta el 1 O0/o en distintas poblaciones de Nueva Guinea y en las islas Carolinas

occidentales (Blake y Omoto, 1975>. Frecuencias polimórficas se han encontrado

también, para otras variantes alélicas raras, así, en el territorio de Queenstand

(Australia) y en poblaciones chinas, la frecuencia del alelo PGM1 *6 es superior al

1% y en las islas Carolinas occidentales los alelos POMí *7 y POMí *4 alcanzan

frecuencias del 6% (Blake y Omoto, 1975). En esta región, se han identificado

también otras muchas variantes raras.

Todas las variantes fenotípicas identificadas se han reexaminado por

isoelectroenfoque, y en algunas de ellas se han encontrado subtipos , así, 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 POMí *3 llamadas PGM1 *3+ y PGM1 *3 ten orden de pl creciente) y

una posterior variante alélica PGM 1 *7 Delhi con un comportamiento electroforético

igual al de la PGM1 *7•

Santachiara-Benerecetti et aL, (1981) a través de electroforesis en gel de

almidón a pH ácido, método que ha permitido a Bissbort eraL, (1978> determinar

las variantes alélicas PGM1 ~jf PGM1 1s, PGM1 *2fyPGMl *25 han identificado

el alelo común PGM1 *1 Twa en una población pigmea del norte de Ruanda con

una frecuencia del 4,5%. La componente isoenzimática tiene una movilidad

electroforética catódica más veloz de los componentes is y 1 f. A causa del

aumento del número de variantes alélicas encontradas para este locus y dada la
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existencia de distintas nomenclaturas para indicar los distintos tipos identificables

a través de EF, en 1983 ha sido aceptada una nomenclatura oficial (Dykes eL aL,

1985>. Esta ha denominado los subtipos de los fenotipos 1 y 2 respectivamente,

como PGM1 *1A POMí *18 PGM1 *2A y PGM1 *28, indicando la A y 8 las

variantes ácidas y básicas. Todas las otras variantes alélicas se han clasificado con

una nomenclatura alfanumérica: W1, W2, W3, W4... según la velocidad relativa

de migración anódica-catódica. En la tabla C.8. se indican las 30 variantes

clasificadas según la vieja y nueva nomenclatura-. y en las Figuras C.55, C.56 y

C.57, aparecen los patrones de migración de estas variantes obtenidas por

electroforesis en gel de agarosio (AGE>, isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida

<PAGIF) y en gel de agarosio (AGIF).

5 ===== = 0= = ====

= ===== =========== Os

5- — —

7-— — —
LI — —

- <~<¡ WS WC WSO W5 WS¡ W¡2 5*15 5*4 5*5* 5*13W23 5*57 5*245*255*27 5*30

5*4, 5*5 5*16 5*29 W20 W26 5*6 5*26
4 5*25

5*22

Hg. C.55.- Patrón de bandas de las variantes del locus PGM1determinadas por

AGE (Tomado de Dykes et aL, 1985).
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Tabla C.8.- Relación de variantes raras, encontradas en el VI/orkshop Internacional

de Munich (Alemania), 1983 (Tomado de Dykes et aL, 7985).

NQMENCL4TORA
NUEVA VIEJA REY. EIBLIOGRAFJGCA

Hopkinson y Harria, 1966
Takahashi eL al., 1982

II

5-.

Dykes eL al,, 1985

Dykes y Polesky, 1981
Dykes eL al., 1985
Dykes et al., 1985
Hopkinson y Harria, 1966
Dykes y Polesky, 1981

II

Dykes eL al., 1985
5-.

-.5

Dykes y Polesky, 1981
Scherz eL aif., 1981
Dykes eL al., 1985
Satoh aL al., 197?
Dykes eL al., 1985
Hopkinson y Harria, 1966
Dykes eL al., 1985

Dobosz y Roziol, 1981
Satoh eL al., 197?
Satoh eL al., 1985
Dykes y Polesky, 1981
Dykes eL al., 1985
Dykes y Polesky, 1981
Satoh eL al., 197v
Satoh et al., 1985
Satoh eL al., 197?
Eertrams eL al., 1986

3, 3±

3, 3-
7, 7-1-
57 ¡..

a?

4
a?
aB

VII
W2
W3
W4
vis
lA
W6
vi?
lB
vis
vis
vilo
lA
vil’
lE
W12
W13
W14
VHS
VHS
vil?
Vas
vi 3.9
vil O
vil 1
Vilí
VHS
vil 4
Vil 5
VHS
Vil 7
1/128
W29
vis o
ViS 1

a6

4

6HR1

6

alO
4
6 NG2
6RH3
6

E
6HR2
GNG3
8NG1

144



0=0=0=0=

0=0=0=0=

*

0=0=0=0=0=0=

0=0=0=0=0=0=
POM 2

— PGM¡

‘VS W ~V3 ‘VI W5 WC 5*7 ‘VS 5*9 5*50 5*54

Fig. C.56.- Patrón de bandas de las variantes del locus PGM1 con migración más

anódica respecto a lA, determinadas por AGIF (pH 4—8) (Tomado de Dykes et aL,

1985).
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Fig. 0.57.- Patrón de bandas de las variantes de/ locus PGMI con migración más

catódica respecto a lA, determinadas porAGlF (pH 5-7) (Tomado de Dykes et aL,

1.985).
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Carter et aL, (1979) a través de electroforesis en gel de almidón e

isoelectroenfoque, han comparado los patrones de migración de una muestra de 14

primates (7 chimpances, 4 gorilas y 3 orangutanes) con el humano, encontrando

en los primeros, exclusivamente, el fenotipo PGM1 lA. Esta observación ha

sugerido la hipótesis de la presencia de PGM1 *1A como alelo ancestral, del cual

se han formado los otros alelos comunes PGM1 *1E PGM1 *2A y PGM1 ~2B por

medio de dos mutaciones independientes y una siguiente recombinación

intragénica. La hipótesis puede ser la misma para los otros cuatro alelos

PGM1 *\t/j PGM1 *W2 PGM1 *W3 y PGM1 *w4. Se ha llevado a cabo distintos

estudios sobre la distribución de las frecuencias alélicas para estos últimos cuatro

subtipos en el área asiático-pacífica-. donde aparecen frecuentemente con

frecuencias polimórficas, incluso en las mismas poblaciones. Takahashi et aL,

(1982) han determinado los valores de pl de los productos génicos de estos 8

alelos y han mostrado la aditividad de la diferencia entre estos valores. La peculiar

distribución de la frecuencia de los alelos PGM1 *W3 W4, W1 y W2 y la aditividad

de la diferencia de los valores de pl coinciden con la hipótesis filogenética para el

locus PGM1 *1 A representado en la Figura CES.

Los alelos PGM1 *18 y PGM1 *2A se han formado probablemente por simple

sustitución nucleotídica en dos distintos sitios intragénicos. Una sucesiva

recombinación intragénica entre estos dos últimos alelos ha dado origen al

PGM1 *28, que resulta, de hecho, el alelo menos frecuente. También, el alelo

PGM1 *W3 se ha formado probablemente por simple sustitución nucleotídica del

PGM1 *1A y después sucesivamente ha dado origen, por dos “crossing-over”

intragénicos con el PGM1 *28 y con el PGM1 42A, respectivamente al PGM1 *W4
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y el PGMI ~ y finalmente, este último, al PGM1 *W2.
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(Tomado de Takahashi et aL, 1982).
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VARIANTES FENOTIPICAS DEL LOCUS PGM2

:

investigaciones de Hopk¡nson y Harris (1965, 1966), en población negra,

observaron variantes en las bandas e, f y g. Por estudios familiares observaron la

independencia del locus PGM1 y se vió que estas bandas eran reguladas por su

propio locus PGM2. El nuevo fenotipo, en un inicio se llamó “Atkinson~ y se

interpretó como la base del alelo PGM2*2. Este alelo solamente se encuentra, de

forma polimórfica en algunas poblaciones de Africa. Posteriormente, se describió

el alelo PGM2*3 llamado “Palmer” y posteriormente se han identificado numerosas

pl-fi,2

5 rfl. PCS6iPCAt~fl P6M~

2
PI-s.s
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variantes electroforéticas para el sistema PGM2, que aparecen en heterocigotos

junto al alelo común PGM2*1, como son el PGM2*4, PGM2*5, PGM2*6, PGM2”6

lnd, PGM2*7, PGm248, 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.- Patrón electro forético de los fenotipos raros de PGM2. En todos ellos

el fenotipo del locus PGM1 es 2-1. (Tomado de Blake y Omoto, 1975).
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C.1.1O. HEMOGLOBINA (HB>

ESTRUCTURA Y FUNCION

:

La hemoglobina es una hemoproteina compuesta por una fracción proteica

de alto peso molecular (la globina> y de una fracción no proteica de bajo peso

molecular, llamada hemo o grupo prostético que contiene un átomo de hierro.

La globina es un tetrámero de, aproximadamente, 64.000 D, compuesto por

dos pares de cadenas polipeptídicas idénticas, dos de tipo a y dos de tipo no u (y,

6, ¿o fi) ligadas, cada una a un hemo. Las cadenas a están compuestas por 141

aminoácidos, y las no-a por 146. Cada cadena está producida bajo el control de un

gen estructural. Por su particular conformación espacial, cada cadena forma una

“bolsa” hidrofóbica que recoge el hemo y le permite, manteniendo el átomo de Fe

al estado ferroso <Fe”>, llevar a cabo su función de unir el 0. a nivel de los

alveolos pulmonares y de cederlo a nivel de los tejidos. Otros factores como la

concentración de iones H’V, de CO2, de acido 2-3 difosfoglicérico, efecto Bohr

influyen en la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno.

En la especie humana normalmente existen tres tipos de hemoglobinas: la

hemoglobina adulta, llamada HB A, la HB A2 y la HE fetal o HE E. La HE A

constituye el 97-98% de la HE del individuo normal después del nacimiento, la A2

el 2,0-2,5% y la HE E es la hemoglobina propia de la vida fetal y existe en el adulto

sólo como trazas.

La HB A está compuesta de dos cadenas a y dos cadenas fi (a2fij, la HE A2

de dos cadenas ay dos cadenas 6 (a262> y la HE E de dos cadenas ay dos cadenas
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y (a2y9. Estas cadenas y pueden ser de dos tipos, las Gyy las Aydiferentes porque

en el aminoácido 136 la G tiene glicina y en la A es alanina.

Como se puede ver en la Figura C.60., hasta la décima semana de desarrollo

en el embrión existen las cadenas <‘y c. En la sexta semana inica la producción de

las cadenas a y y en sus dos tipos A y G en las proporciones de 3:1. Después

comienza la síntesis de cadenas fi, y por lo tanto, la HE A. Esta HE A, a la décima

semana, constituye el 10% del total de la HE del feto, y en el momento del

nacimiento el 20-30%. En los meses sucesivos al nacimiento descienden los

niveles de HE E y desaparece practicamente al sexto mes de vida, sustituida por

la HE A y, en baja proporción, por la HE A. El lugar de síntesis de estas cadenas

también varía durante el desarrollo ontogénico de modo que la eritropoyesis tiene

lugar primero en el saco vitelino, luego en el hígado y bazo, y posteriormente-. en

la vida postnatal, en la médula ósea.
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Fig. C.60.- Expresión de los genes globínicos durante la ontogénesis (tomado de

Karlsson y Nienhuis, 1985).
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Los distintos tipos de hemoglobinas se pueden distinguir por métodos

electroforéticos, as~, a pH alcalino, la HE A2 se reconoce por su movilidad menor

respecto de la HE A. La HE F tiene solubilidad mucho mayor que la HE A, movilidad

electroforética a pH alcalino levemente menor y se destaca completamente de esta

si se presenta en cantidad suficiente. Está caracterizada por una gran resistencia

a la desnaturalización alcalina y por una curva de absorbancia en el espectro de la

luz Uy con banda del triptófano desplazada hacia las longitudes de onda más bajas

respecto a las de la HE A.

ORGANIZACION CROMOSOMICA. ESTRUCTURA Y EXPRESION DE LOS GENES

GLOBINICOS

:

Como se puede observar en la figura C.61 ., los genes <•y a (cluster a) se

localizan en el extremo distal del brazo corto del cromosoma 16, en un segmento

de DNA de 30 Kb. Los genes fi-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 disposición de los genes sobre los respectivos cromosomas es la misma que

la de su expresión ontogénica durante el desarrollo, de 5’ a 3’, según el orden de

transcripción.

En el cromosoma 11, se encuentran dispuestos del 5’ al 3’, el gen e, el gen

0>. y el A~, el «4?. el ¿ y el fi, en el cromosoma 16 el gen <~ los pseudogenes fl, wa2

y «¡al -. los genes a2 y al, y finalmente el pseudegen 01.

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 familia Kpnl,

cuyo nombre corresponde a las enzimas de restricción 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 recombinación.

Las regiones limrtrofes 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 está entre los genes <y el «¡<y otras dos entre el IVS-l

de los genes <y «j
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II t t ti - ¶1> SequenzeAlu
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37-- 35 SCA 105 146

Kb 6 10 15 20 25 ~30 35 454 45 50 55 50 65 77-5
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Fig. C.61 .- Disposición de los genes globínicos a y no-a en los cromosomas 11 Y

16. En la parte ampliada aparecen la estructura de los genes 13 y al, con los

exones en negro, los intrones en blanco y las zonas que no son traducidas de los

extremos 5’ Y 3’ rayadas (adaptado de Bianco-Silvestron¿ 1992).
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En el interior de los cluster a 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

inactivación a lo largo de la evolución de la proteina, desde hace 500 millones de

años (Bianco-Silvestroni, 1992).

Todos los genes globínicos tienen una estructura general común a la gran

mayoría de los genes estructurales de los eucariotas, y por lo tanto, están

constituidos por exones e intrones. Los genes globínicos, en particular, tienen

todos tres exones y dos intrones. Se sabe mucho acerca de la secuencia de los

genes globínicos y se ha estudiado la función de cada una de las partes no

codificantes. Así, por ejemplo, todos los genes globínicos presentan en la

extremidad 5’ y 3’ secuencias delimitantes que, aunque no son transcritas, tienen

un papel fundamental en el proceso de transcripción <Karlsson y Nienhuis, 1985).

INTERES ANTROPOLOGICO

:

La secuencia del DNA del cluster globínico, al igual que el resto del DNA,

puede variar notablemente entre los distintos individuos. En algunos genomas se

han encontrado sustituciones nucleotídicas, pequeñas delecciones o inserciones

que se pueden detectar por el estudio de la secuencia del DNA o por enzimas de

restricción. Además, existen zonas hipervariables, con alta densidad de

polimorfismo, en la región a y en la no-a en el segmento intergénico 6-lA, en la

región 5’ del gen 6, y en el extremo 5’ del gen ~ Además se han observado

numerosas traslocaciones cromosómicas de la región 1 6p1 3 que afecta a una

región no codificante, variación en el número de genes a debido a “crossing-over”,
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conversiones génicas, inhibición en la síntesis de una de las cadenas produciendose

ras talasemias, etc.. (Antonarakis etaL, 1985>. Todo esto apunta a que el número

de variantes que se conocen para la hemoglobina sea elevado como se puede ver

en la tabla 0.9., incluso en la actualidad, su número será mayor.

Tabla 0.9.- Número de variantes para la hemoglobina en las distintas cadenas

(tomado de Spiess, 1989).

NUMERO DE VARIANTES
CADENA TOTAL POLIMORFICAS

a 144 8
9 269 20
y 32 4
6 15 4

Como se puede observar, la mayoría de estas variantes son raras y se

presentan en un individuo o una familia, o con frecuencias bajísimas en la

población, por eso, en el campo antropológico, las que más nos interesan son las

que alcanzan frecunecias polimórficas. Por ejmeplo cabría citar el caso de 8 lugares

polimórficos localizados en el extremo 5’ del locus 6, en donde aparecen tres

haplotipos con una frecuencia del 94% en la HB A en Grecia, Italia e India, o

también, la zona 3’ del locus 13; además de las provocadas por algunas mutaciones

puntuales que dan lugar a distintos tipos de cadenas. Así son de destacar las

mutaciones que afectan a la cadena 13 y por tanto a la HB A, la más abundante en

el individuo adulto, y que se pueden distinguir por electroforesis (Figura 0. 64.>.
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Fig. C.64.- Electro foresis de HB A, donde se aprecian algunos de los genotipos

debidos a mutaciones en la cadena /3 de la globina (Electroforesis realizada en el

laboratorio de Antropología, del Dipartimento di Biologia, dell’Universitá “Tor

Vergata” de Roma).

HEMOGLOBINA S.-

En 1949, Pauiing et al, descubrieron que los individuos que presentaban un

cierto tipo de anemia llamada falciforme presentaban dos tipos de hemoglobinas,

cori distintas propiedades físicas y electroforéticas. Aparecía tanto la HE A, tipo

normal, como otra que llamaron HE 5. Esta nueva variante electroforeticamente

presentaba una banda más lenta que la de la HB A. En los individuos homocigotos

SS aparecía solamente la banda más lenta.

Dicha variante hemoglobínica difiere de la hemoglobina normal A por un

cambio de un aminoácido, el glutámico de la posición 6 de la cadena fA se ha

sustituido por valina,
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Esta variante es responsable de un tipo de hemoglobinopatía conocida como

“sicklemia” o anemia falciforme, debido a la forma de hoz o media luna que

presentan los eritrocitos que contienen este tipo de hemoglobina. Dicha anomalía

es producida porque la hemoglobina se polimeriza y forma estructuras tubulares

que distorsionan el hematíe, y se forman aglomerados en los capilares. En su forma

más grave, provoca retraso en el crecimiento y la maduración 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 deformación moderada del

eritrocito y una anemia benigna.

En cuanto a la frecuencia de aparición de esta variante, es abundante en

Africa ecuatorial y tropical, con frecuencias que alcanzan valores del 20% en

algunas zonas, existe también en el Mediterráneo y en la India <Figura CtS.)
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Fig. C.65.- Distribución mundial de la frecuencia de la HBIS5*S (tomado de

Roychoudhury y NeL 1988).
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Con el fin de investigar sobre el origen de esta mutación que provoca la HB

5, se han estudiado los polimorfismos del DNA del cluster de la lA globina, y se ha

observado que existen algunos polimorfismos que están fuertemente ligados a esta

mutación, llegando a la conclusión de que existen, al menos 5 haplotipos distintos

que provocan la siclemia, y que podrían tener diferentes lugares de origen, que

serían cuatro en Africa (Camerún, Senegal, Benin y Bantú> y otro en Asia <India)

(Kan y Dozy, 1980; Lapouméroulie et aL, 1992; Nagel et aL, 1985). Estudios

recientes, llevados a cabo en las comunidades negras de Brasil,, han puesto en

evidencia que el tipo más frecuente es el Bantú (66,2%>, seguido del de Benin

<23%>, y sólo se ha encontrado un caso con el haplotipo del Senegal (Zago etaL,

1992>.

HEMOGLOBINA C.-

Fué descubierta en 1950 por Itano y Pauling. Como en el caso de la

hemoglobina 5, se produce por una mutación puntual que afecta a la síntesis de

la cadena lA, de modo que en la posición 6 en lugar de glutámico aparece lisina.

Esta variante, electroforeticamente, presenta una movilidad más lenta que la

variante 5.

Desde el punto de vista clínico su manifestación se reduce a un tipo de

anemia no demasiado grave. Aparece en Africa occidental, su frecuencia más

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 sería único, en el oeste de Africa (Kan y Dozy, 1980), lo cual
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apoya la hipótesis de un modelo de difusión simple <Cavalli-Sforza y Bodmer,

1971).

OTRAS VARIANTES HEMOGLOBINICAS.-

También son de interés antropológico otras variantes hemoglobínicas como

la E, descubierta en 1 954, en la cual se produce la mutación del glutámico de la

posición 26 de la cadena 13 por una lisina y que aparece con frecuencias apreciables

en el sur-este asiático, 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, y

más soluble que la 5, debido a la mutación del acido glutámico de posición 121 por

glutamina; se distinquen la HB 0Pun¡ab 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 mutación de

glicina de la posición 46 por acido glutámico, o la lisina de la posición 132 por

glutamina; la HB 0, descubierta en 1956, que es frecuente en los árabes, bulgaros

e indonesia, provocada por el cambio de glutámico de la posición 13121 a lisina, o

bien el glutámico de al 16 por lisina (Spiess, 1989>.

Las talasemias debidas a defectos génicos se caracterizan por la ausencia

o deficiencia en la síntesis de las cadenas globínicas y se presentan, igualmente,

con frecuencias apreciables en las poblaciones humanas. Originalmente se

encontraron en el Mediterráneo (Tha/assem¡a 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 más importantes son: la a talasemia cuando afecta

a la cadena a, o bien, 13 talasemia, cuando está alterada la cadena lA. Por técnicas
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de DNA recombinante se han podido analizar los distintos tipos de talasemias

según el origen del defecto génico, ya que se reduce o elimina la síntesis de las

cadenas por alteraciones que afectan al splicing, el procesamiento del mRNA, a los

codones de terminación, a la poliadenilación, etc... <Adams y Coleman, 1990; Orkin

y Nathan, 1981). La lA es la más frecuente, caracterizada por una anemia leve, con

ausencia o poca síntesis de HB A, con HE E incrementada y síntesis de cadena a

elevada. En Italia y Grecia sus frecuencias oscilan entre el 6 y 14%, y son del 2 al

5% en el sureste asiático. Por el contrario, la a talasemia es más grave, e incluso,

los homocigotos mueren antes del nacimiento. Se sintetiza solamente cadena lA y

y, y aparece con frecuencias apreciables en el Sureste asiático <Spiess, 1989>.

SELECCION NATURAL

:

En 1949, Haldane al detectar la coincidencia de la distribución geográfica de

la malaria, provocada por Plasmodium falc¡parum, y de la anemia falciforme sugirió

que el mantenimiento del polimorfismo podía deberse a un caso de selección, en

el cual, la presencia del alelo HBB*S confería 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 más eficaz desde el punto de vista biológico, procede de dos fuentes principales

<Cavalli-Sforza y Bodmer, 1981>:

a) En las áreas 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 biológica 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 más fértiles que las homocigotas

normales, porque poseen una tasa de abortos inferior, probablemente debido a que

la infección 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 distribución geográfica.

2) Los experimentos llevados a cabo por Allison en 1954, en voluntarios

negros, en los cuales infectó con Plasmodium falc¡»arum a 1 5 sujetos normales y

15 que tenían la anemia falciforme, la enfermedad apareció en 14 de los individuos

normales y sólo en dos de los 15 falcémicos.

3) Existe una diferencia significativa entre el número de parásitos

contabilizados por unidad de volumen de sangre, que es mayor en los individuos

normales que en los falcémicos, después de una infección espontánea.

4) Allison en 1964, comprobó que la incidencia de infecciones graves en

niños, era dos veces mayor en los homocigotos AA <20%) que en los AS (10%).

Motulsky en 1 964, observó que de cada 100 niños que morían de malaria, sólo

uno era heterocigoto AS.

Por lo tanto, la fuerte selección en contra de los homocigotos SS es

compensada por una selección a favor de los heterocigotos AS, los cuales tienen

ventaja en el ambiente malárico, no sólo frente a los SS, sino también, frente a los

AA, porque presentan menos tendencia a sufrir la enfermedad, y porque son más

resistentes a esta y su manifestación es menos grave.
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La eficacia se puede expresar por:

1 .- el tamaño de la descendencia,

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

3.- la fracción de descendientes que alcanzan la edad reproductora de sus

padres,

4.- la fracción de descendientes que alcanzan el final del periodo

reproductivo, es decir los 45 años en la mujer y 55 en el varón.

A partir de diversos estudios, Rucknagel y Neel <1961> obtuvieron una

eficacia biológica aproximada para los individuos AA respecto de los AS de 0,85.

Es decir, la eficacia de los heterocigotos sería de 1, y la de los sujetos normales

sería menor.

En cuanto al mecanismo de protección, el parásito <Plasmodium falciparum),

se transmite por la picadura del mosquito Anopheles que actúa como vector.

Cuando el merozoito se encuentra en un eritrocito AS, que no está deformado, se

comporta normalmente. Cuando dicha célula, se retiene en un tejido, dada la baja

tensión de oxígeno del ambiente y el bajo pH intracelular, la célula huesped se hace

falciforme, el nivel de potasio desciende y el parásito 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. AJ parecer, el parásito

acentúa la capacidad oxidativa del eritrocito por la producción de peróxido de

hidrógeno. Esto afecta a los lípidos de la membrana provocando su destrucción y

la liberación de potasio interior, de modo que el parásito 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 HB5 es uno de los casos mejor

conocidos de la relación entre selección natural y un polimorfismo genético, no

obstante, dado que otras variantes (G6PD, HB0, Talasemia) también se relacionan

con el ambiente malárico y coinciden geograficamente, fenómenos de interacción

o solapamiento pueden dificultar la interpretación 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 aminoacídicas en el producto,

2> la imposibilidad de estudiar la porción del DNA que constituye la mayor

proporción en el genoma humano, es decir, la que no codifica para proteínas.

Ambas limitaciones pueden ser superadas estudiando directamente el DNA.

Con la llegada de las tecnologías de DNArecombinante y del clonaje génico, el

descubriento de las enzimas de restricción y la posibilidad de secuenciar los ácidos

nucleicos estas limitaciones se han superado.

Entre las distintas metodologías, la que utiliza endonucleasas de restricción

ha resultado de particular utilidad para los estudios de biología evolutiva y

poblacional. Estas enzimas pueden unirse al DNAy cortar la doble hélice en las

zonas correspondientes a una secuencia específica de 4-7 pares de bases, que son

los llamados lugares de restricción. Si se corta el DNAde un individuo con una

serie de estas enzimas, cada una de ellas reconoce una secuencia de nucleótidos

específica, así, se obtienen una serie de fragmentos de DNA que pueden ser

analizados si se hace reaccionar su extremo con fósforo radiactivo, estos

fragmentos pueden ser separados unos de otros por una electroforesis en gel de

poliacrilamida, que diferencia la migración según el peso del fragmento, y

posteriormente son visulizados mediante autorradiografía, esta serie de fragmentos
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se llaman polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLPRestriction

fragment length polymorphism) (Summers, 1987). De esta forma es posible

comparar distintos DNA, que han sido digeridos con las mismas enzimas de

restricción. Las diferencias entre el número y tipo de fragmentos, estudiando dos

DNA diferentes, se deben a sustituciones de una sola base (mutaciones

puntiformes) que pueden crear un lugar nuevo de restricción, o bien, tienen lugar

en la secuencia de reconocimiento, 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

restricción distinto.

Comparando los mapas de restricción de diferentes individuos podemos

evidenciar las mutaciones que se han producido en el DNA. Este tipo de análisis,

definido como de restricción, tiene un poder de resolución que se sitúa en posición

intermedia entre el análisis de los productos génicos y la secuencia del DNA.

Estudios que han utilizado gran número de enzimas de restricción son los que se

han llevado a cabo en los genes responsables de la síntesis de la albúmina,

hemoglobina o en segmentos concretos de DNAde distintos cromosomas. En el

genoma humano se ha demostrado que, en promedio, una pareja nucleotídica de

cada 300 en el genoma humano varía polimórficamente (Cooper y Schmidke,

1986>. Una de las primeras utilizaciones de carácter antropológico a partir de datos

aportados por este tipo de análisis, fué la llevada a cabo sobre DNAmitocondrial

con la finalidad de establecer las relaciones filéticas existentes entre algunos

primates Hominoidea (Ferris etaL, 1981>, lo cual resultaba muy difícil mediante el

análisis de genes nucleares. También, con DNAmitocondrial, el equipo de Wilson

en California ha aplicado este método para aclarar el origen del hombre
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anatómicamente moderno. Se utilizó el DNA mitocondrial de 147 individuos

pertenecientes a 5 grandes grupos étnicos con 1 2 enzimas de restricción. Este

análisis ha puesto en evidencia la existencia de dos ramificaciones que sugieren

una división con la mayoría 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 análisis con enzimas de restricción es muy informativo, no da una

estima efectiva del grado de variabilidad del genoma humano, porque no está en

condiciones de identificar mutaciones puntiformes, presentes en el interior del

fragmento de restricción, ni de discriminar entre las distintas posibles mutaciones

que dan origen a la pérdida o adquisición de un nuevo lugar. Además, con el

estudio de RFLP, se pueden confundir mutaciones conformacionales con las

verdaderas mutaciones de longitud (Vigilant et aL, 1988).

En los últimos años, se han desarrollado nuevas tecnologías que permiten

tener información sobre la secuencia nucleotídica de un fragmento específico de

DNAen 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

reacción en cadena de la polimerasa (PCR Polymerase chain reaction) permite

amplificar un fragmento específico de DNA en pocas horas y de secuenciar

directamente ese producto amplificado, permitiendo, así, obtener la secuencia

nucleotídica en sólo dos días, superando las dificultades que existen con otras

técnicas moleculares.
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POLYMERASE CHAIN REACTION <PCR>

La PCRes un método de clonaje de DNAprescindiendo de microrganismos

(Saiki et aL, 1985; Mullis et aL, 1986>. Desde su descubrimiento, hace 5 años, ha

revolucionado la biología molecular, por la gran cantidad de usos que se le han

dado (Innis et aL, 1990>. Permite la rápida selección, aislamiento y amplificación

de regiones de DNA de interés, a partir de cantidades mínimas de tejidos, y

constituye un paso previo para la posterior secuenciación del DNA. Como son

suficientes cantidades mínimas, esta técnica permite examinar secuencias de DNA

de tejidos antiguos, que hayan sido secados, congelados o momificados (Páábo,

1989; 1990).

La velocidad con la cual se puede extraer, amplificar y secuenciar permite

tener datos de secuencia a gran escala, que son útiles para los estudios de

sistemática o poblacionales.

La PCA utiliza trozos de DNAde 18-25 pares de bases, llamados primers que

fijan los limites de la región a amplificar. Deben ser complementarios o bastante

homólogos a los segmentos de la región a donar.

La reacción de PCRtiene lugar en tres etapas, que son: desnaturalización,

compiementación o anneaiing y extensión. La mezcla de reacción contiene el DNA,

dos primers que son complementarios a los extremos de las dos cadenas opuestas,

un tampón, los cuatro nucleotidos en igual proporción y una enzima polimerasa que

es termoestable (Taq polimerasa).

- En la primera etapa, la temperatura aumenta rapidamente a 94-96W,

desde 15 segundos hasta 1 minuto. La doble hélice de DNAse desnaturaliza, y se

disocian las dos cadenas.
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- En la segunda etapa, la temperatura desciende rapidamente, a

aproximadamente 50%-. y tiene lugar el animal/ng o complementación de los

primers con la cadena de DNA.

- En la tercera etapa, tiene lugar la extensión, que se produce a una

temperatura de 72-74% para una eficacia máxima de la Taq polymerasa. Se ha

comprobado que a esa temperatura la enzima une de 35 a 100 nucleótidos por

segundo, por lo tanto, en 1 minuto se pueden amplificar 2 Kb.

De nuevo la temperatura sube a 92%, para la disociación de las dos

cadenas. El número de ciclos necesarios varía entre 25 y 40 dependiendo del

número de moléculas iniciales (Simon, Franke y Martin, 1991) (Figura C.66.>.

2
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3
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41

ETAPJ

1. Calentarpara desnaturalizar
2. Desnaturalizar
3. Enfriar
4. Unión
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6. Extensión
7. Repetir 1 o enfriar

TIEM?k TEMP 1 ú
7
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Fig. C.66.- Esquema de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCI?).
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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 completo. Con estos es posible confrontar directamente secuencias

nucleotídicas de regiones exónicas o intrónicas de genes estructurales o de

regiones no codificantes, pudiendo evidenciar cualquier mutación puntiforme.

El 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

que presentan una misma mutación pero no son relacionados ancestralmente, al

menos-. en un pasado reciente. En este último, la identidad por selección podrá ser

distinta de una identidad histórica. La capacidad de seguir las filogenias de los

genes nos permitirá dar respuesta a problemas de migración, de dimensiones

efectivas de la población, y de repetitividad de eventos mutacionales y

citogenéticos.

C.2.1. DNA MITOCONDRIAL:

En el DNA nuclear las mutaciones se acumulan lentamente-. además, los

genes nucleares se heredan de ambos padres y se mezclan en cada generación.

Esta continua mezcla-. provocada por los fenómenos recombinativos, tiende a

oscurecer la historia genética de la secuencia a no ser que se tomen en

consideración trozos de DNA estrechamente asociados. Existen dos tipos de

secuencias de DNA que dan solución a estos problemas: el DNA mitocondrial

(mtDNA> y las secuencias de DNA específico del cromosoma Y. La transmisión

tanto del mtDNA como el del cromosoma Y es uniparental, sólo se heredan por via

materna o paterna, respectivamente-. y además, no sufren recombinación. El DNA
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mitocondrial que es una molécula circular de DNA de doble hélice (Figura C.674,

formada por 16.569 pb, muy empaquetada, en la cual no existen practicamente

nucleótidos inútiles, y que para el hombre se conoce totalmente su secuencia

(Anderson et aL, 1981>.

Fig. C .67. - Organización de la molécula de DNA mitocondriaL Contiene 13 regiones

que codifican para proteinas, 12 de las cuales tienen que ver con el trasporte

electrónico y con la síntesis de ALP, además están los genes que codifican para 22

moléculas de tRNA y dos RA/Am.

fi
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Presenta la ventaja de que acumula las mutaciones más rapidamente, debido

a que muchas de estas mutaciones no alteran la función de la mitocondria, son

neutras, y por lo tanto la selección natural no las elimina.

Según la fórmula,

E — MF

donde E es la tasa de evolución, M es la tasa de mutación por población y F es la

fracción de mutaciones fijadas, está claro que para el DNA mitocondrial la tasa de

evolución es más alta-. respecto del DNA nuclear debido a que se fijan más

mutaciones. Por lo tanto, este DNA se comporta como un reloj molecular en el cual

el “tic-taU’ es muy rápido-. ideal para identificar mutaciones que se han producido

en un periodo de tiempo breve, como es la microevolución de las poblaciones

humanas <Wilson et al., 1985).

C.3.1.1.REGION y

Un cambio evolutivo en el DNA mitocondrial son las mutaciones de longitud

(Cann y Wilson, 1983). Una de estas es la debida a una delección de 9 pares de

bases presentes en un pequeño fragmento que es la región V. Esta región no

codificante, que se localiza entre el gen que codifica para la subunidad II 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 delección

de una de estas secuencias de 9 pb se ha visto que tiene lugar con relativa

frecuencia en individuos de origen del este asiático (Wrischnik et al., 1987).

Cuando se lleva a cabo por PCR la amplificación de este segmento, se hace
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una migración electroforética en agarosa al 4% y se tiñe con bromuro de etidio, se

puede visualizar directamente el producto amplificado, y se pueden distinguir los

fragmentos de 112 y 121 pb que corresponden a la region V con la delección de

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

1 234~

Fig. C.68.- Productos de PCR de segmentos de DNA mitocondrial de la región y

normales y que presentan la delección (tomado de [-fariharael al, 1992)

En los estudios que se han llevado a cabo hasta el momento-. las frecuencias

de la delección en la región y, se resumen en la tabla C. 10.
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Tabla C. 10.- Frecuencia de la delección de la región V del DNA mitocondrial en

distintas poblaciones.

POBLACTON N % DELECCION REE. BIELTOCRAFICA

AF~1 CA
AFRICA
BERBA, BENIN
FON-. BENIN
LENDI, BENIN
FA/USA, BENIN

AMERICA
ISLA VANCOUVER

FERINO ABG¡RIO.
INnIGENAS
AMERINDIOS POOL

SIMA
MAYA
TICUNA
~AYAPA

ASIA
ASIA CONTINENTAL
ESTE ASIA
JAPON
JAPON
AINU
INDONESIA
KOR.EA
KOREA
MALASIA ORIENT.
MALASIA
MALASIA ABORIO
SABAI-4 ABORIO.
ziAN-. TAIWAN
VIETNAM

14
50
50
50
50

63
176

72
31
37
31
50

17
34

116
63
51
1.0

64
13

14
14
32
32

20
28

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

3,0
2,0

18,0
452
21,6
0,0

44 -. O

30,0
17, 6
160
19,0
2,0

60,0
64, 0
15,4
ti

14. 3
3, 1

18,7
40,0
17, 9

Lum st al., 1993
Rickards y Cano,
Rickards y Cann,
Rickards y Cano,
Rlckards y Cano,

Ward st al., 1991

1991
1991
1991
1991.

Shields st al., 1992

floral st al., 1993
Schurr st al., 1990
Schurr st al., 1990
Scburr st al., 1990
Rickards, Carin, 1991

Luto st al., 1993
Cano, Stoneking y Wilson,
Horai y Matsunaga,1986
Haribara st al., 1992
Harihara st al., 1992
Luto st al., 1993
Harihara st al., 1992
Sallinger
Ballinger

st al.,
st al.,

Ballinger st al.,
Sallinger
Salí inger
Ballinger

st al.,
st al.,
st al.,

Ballinger st al.,

1992
1992
1992
1992
1992
1992
1992

OCEANíA
9NO’
ONO,
9NO,
PMO,

MONTANA
MONTANA
MONTANA
COSTA

ONO,
ALOE.
ABOR.
ABOR.
SANQA
SAP4OA
MAORIS
NíVEA
ISLA DE GOOK
ÚONOA
TONOA
PIE >11
‘I’OLA
NEORITO
VEDDA
HAWAI 1
MICRONESIA

COSTA
ASUTRALIA
AUSTRALIA
AUSTRALIA

64
30

3
55
28
20
31
11
30
18
30
30
30
30

2
28

40
37
20
25

4

0,0
0,0
0,0

41,8
14,2
0,0
3,0
0,0

100,0
89,0

100,0
~l00, 0
87,0
77, 0

100,0
82,0
8,0

91,9
0,0

92, 0
75,0

Stonsking y Wilson, 1989
1-lertzbsrg st al., 1989
Lum st al., 1993
Stoneking y Nilson, 1989
Hertzberg st al., 1989
Cann, Stoneking, Nilson,
Hertzberg st al., 1989
Luto st al., 1993
Hertzberg st al., 1989

Luto st al., 1993
Hertizberg st al.,
Hertzberg st al.,
Hertzberg
Hertzberg
Luto st al.
Hertzberg
Hertzberg

st al.,
st al.,

1993
st al.,
st al.,

Harihara st al.,
Harihara st al.,
Luto st al., 1993

Luto st al., 1993

1989
1989
1989
1989

1989
19-89

1992
1992

EUROPA
CAUCASQIDES
EUROPA

46

3
0,0
0,0

Cano, Stonsking, Nikon,
Luto st al., 1993

1987

1987

1987.
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9NO: PAPUA NUEVA GUINEA.

Como se puede observar, la frecuencia es relativamente elevada en las

poblaciones del este asiático y de Oceanía, y en aquellas que tienen su origen en

dichas poblaciones, en el resto es inexistente.

Por lo tanto, el estudio de la región y puede ser interesante en grupos que

hayan tenido que ver, según los datos históricos, con poblaciones asiáticas,

pacificas o amerindias, porque se puede dar una estima del mestizaje con dichas

poblaciones. Así, es importante analizar la frecuencia con la cual se encuentra

presente esta delección en las comunidades afro-americanas, que son poblaciones

di o trihíbridas, con el fin de valorar la contribución de genes maternos de la

población nativa americana al “pool” génico actual de estos grupos. Efectivamente,

por ejemplo, Cann etat, <1987) al hacer su estudio para intentar conocer el origen *

de Horno sapiens, detectaron en un individuo negro de Estados Unidos la presencia

de la delección y fué interpretado como un caso de mestizaje con indígenas

americanos, ya que, en Africa y Europa, los datos hasta ahora disponibles no han

puesto en evidencia la presencia de la delección en la región V (Rickards y Cann,

1991>
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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>. Así, se han estudiado un total de 177

individuos de ambos sexos (81 mujeres y 96 varones) que viven a lo largo del Rio

Cayapas y de sus afluentes y 78 sujetos <46 mujeres y 32 varones) residentes en

la ciudad de Viche (Figura D.1).

Hg. D. 1 .- Localización geográfica de la Provincia de Esmeraldas, con el Rio

Ca yapas y sus afluentes y con la ciudad de Viche, donde se ha llevado a cabo la

recogida de las muestras.
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Junto a cada muestra de sangre se ha obtenido la siguiente información

relativa al individuo, a sus padres y a sus abuelos: nombre, apellidos, sexo, edad,

etnia, lugar de nacimiento y de residencia. En los análisis 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 composición de ambas muestras

analizadas, según su relación familiar. Cabe indicar que aparecieron grupos

familiares de más de dos componentes, en dichos casos, fueron eliminados los de

número de protocolo más alto, permaneciendo exclusivamente parejas de parientes.

Tabla D.1 .— Composición de la muestra según la relación de parentesco.

no emparentados

padre/madre-hij o/a

hermanos

medios hermanos

tio/a- sobrino/a

abuelo/a-nieto/a

TOTAL IN~IVIDU0S

Rio Cayapas

133

12

3

3

2

2

177

Sujetos

Parejas

Parejas

Parejas

Parejas

Parejas

Viche

58

3

3

2

o

2

78

177



La toma de las muestras se ha llevado a cabo por el Prof. G.F. De Stefano,

de la Universitá “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 Rio Cayapas.

Cada muestra de sangre se ha extraido por punción venosa, recogida en dos

probetas estériles conteniendo ACO como anticoagulante; una de ellas fue

inmediatamente congelada con nitrógeno líquido y la otra mantenida entre 4 y 60C

durante un máximo de 15 días. Durante este periodo, fué trasladada al Laboratorio

de Antropología, del Dipartimento di Biologia della II Universitá degli Studi di Roma

“Tor Vergata” y, ya, en dicho laboratorio, inmediatamente, las probetas congeladas

a -200C fueron introducidas en un arcón congelador a ~800C, para una

conservación más duradera de ~asangre. Respecto a las mantenidas a 4-6% se

procedió a la separación del plasma de los hematíes, como se indica en el apartado

correspondiente.
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D.2. ANALISIS DE LABORATORIO

D.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS

La separación del plasma respecto a los glóbulos rojos se ha realizado

mediante una centrifugación a 1 500 rpm, durante 20 minutos (centrifuga mod.

Megafuge 1.0 Heraeus Sepa tech, Kalkberg, Alemania).

Después de la centrifugación, se transvasa el plasma (sobrenadante) a otra

probeta y se congela a -20%.

El sedimento-. compuesto por hematies, es sometido a un lavado con la

finalidad de eliminar restos de plasma y otros elementos sanguíneos que puedan

alterar los análisis posteriores. Para ello, se le añade igual volumen de PBS

(Phosphate Buffer Salme>, cuya composición es:

- 8,0 g NaCí

- 0,4 g KC<

1,0 g Na,HPO4

- 0,2 g NaH2PO4

- Añadir H20, hasta alcanzar un volumen de 1000 ml.

El sedimento junto con el PES se mezcla por inversión y se centrifuga a

1500 rpm, durante lO minutos.

Se elimina el sobrenadante, y se repite dos veces el procedimiento anterior,

hasta obtener los hematies limpios.

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

Eppendort y se congelan a -80%, donde se mantienen hasta el momento de la
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determinación fenotípica por electroforesis oisoelectrofocalización. Los eritrocitos.

así congelados, experimentan un proceso hemolítico.

1 80



D.2.2. METODOS ELECTROFORETICOS

Las electroforesis se han llevado a cabo utilizando como soporte acetato de

celulosa -CELLOGEL- (mod. HR, 5,7x14 cm), un depositor/aplicador multiple

semimicro, y cubetas electroforéticas modelo France (cod. 1 1A04) (todo ello de la

casa Chemetron Labometries, Milan, Italia). Se han utilizado fuentes de

alimentación m od. TiTA NPL US e/ectrop/zoresis Power Supp/y (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 resolución respecto a las tradicionales

metodologías sobre geles de almidón, además, precisan un volumen reducido de

hemolizado y cantidades menores de mezcla de revelación; por ello, se ha elegido

este soporte para el estudio.

Las tiras de acetato de celulosa, conservadas en una solución de metanol al

30% para evitar su deshidratación, deben ser secadas, antes de su uso-. entre dos

hojas de papel de filtro y sucesivamente inmersas en el mismo tampón usado para

la migración durante un tiempo de 1 5 minutos-. con el fin de permitir que el tampón

empape uniformemente toda la matriz porosa <equilibrio). Cuando se produce la

migración electroforética, retiene así mayor cantidad de tampón (iones), pasa

mayor cantidad de corriente y de calor. La misma matriz sufre una modificación

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 tampón, se extienden entre los puentes, de
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modo que sus extremidades estén en contacto directo con el tampón contenido en

los dos compartimentos de la cubeta electroforética. Este montaje debe ser

efectuado rapidamente para evitar la desecación de la tira. (Figura D.41.

E

8

Fig. D.4.- Esquema de la cubeta de electroforesis para acetato de celulosa. A:

tapadera; B: cubeta de plástico; C: tira de acetato de celulosa (Cello gel); D: puente;

E: electrodos; F: tampón de migración; G: separación de la cubeta en dos

compartimentos (tomado de Harris y Hopkinson, 1976).

D.2.2.2. PREPARACION DE LOS HEMOLIZADOS: ALíCUOTAS

Los eritrocitos, que han permanecido congelados hasta su utilización, deben

ser diluidos con el fin de favorecer una migración uniforme a través de la fina

estructura reticular de la tira. Para ello, en el momento del análisis electroforético

se han llevado a cabo las siguientes dilucciones:

1.- Enzimas AK1, CA2, ESD, PGD, PGM1 y PGM2: se han elaborado

alicuotas 1:1 con agua destilada,

--5-
-5—

O

E o
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2.- Enzimas ACP1, ADA y GLOl: se han hecho alicuotas 2:1 con 13-

mercaptoetanol, porque mantiene los grupos sulfidrilo de forma reducida, evitando

la formación de puentes disulfuro, que provocarían la formación de bandas

secundarias inespecíficas,

3.- Enzima G6PD, se han diluido 1:1 con NADP 10pM, 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 contemporaneamente formas dímeras y

tetrámeras.

A continuación, los hematies diluidos se centrifugaron a 12000 rpm durante

unos pocos segundos, con el fin de que sedimenten las membranas (centrifuga

mod. BiofugeA (Heraeus Sepatech, Kalkberg, Alemania). Con este procedimiento,

tenemos ya preparados los hemolizados para su aplicación elctroforética.

D.2.2.3. MIGRACION ELECTROFORETICA Y REVELADO

Para todas las enzimas, a excepción, de la AK1 y CA2, que se aplican en el

ánodo, se deposita la muestra <cerca de 1,5 pl en 9 mm de ancho) en la extremidad

catódica de la tira, mediante un aplicador múltiple semimicro.

Las técnicas utilizadas son las que aparecen en la Tabla D.2, con ligeras

modificaciones que se especifican en las Tablas D.3 - D.l 1 donde se señalan los

tampones de migración, las condiciones electroforéticas, la mezcla de revelación

utilizados, el patrón de bandas electroforético y el esquema de la coloración para

cada enzima.
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Tabla D. 2.- Técnicas utilizadas para llevar a cabo las electro foresis enzimáticas.

ACP1

ADA

AK1

CA2

ESD

PGD

PGM1

PGM2

GLO 1

06 PD

* Niodificadas

Hopkinson et al., (1963>*

Spencer et al., (1968>*

Spielmann y Kúhnl (1982>

Noppinger y Morrison (1981>

Hopkinson et al., (19’73>*

Fildes y Harris (1966)*

Spencer et al., (1964a>*

Spencer et al., (1964a>*

Meera Khan y Doppert (1976> y modificada

por Ranzani et al., (1979>

Betke et al., (1967>

por los Laboratorios Chemetron.

Los tipos de hemoglobina se han determinado al mismo tiempo

que se realizaba la electroforesis de la G6P0.
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Tabla 0.3.- ACPZ. FOSFATASA ACIDA ERITROCITARIA (E.C. 3. 1.3.2.)

Tampón de migración
Voltaj e
Tiempo

Tinción

a — -

——--a—
a — —

Fosfato-citrato pH 6.4
200 y

90 minutos
Migración anódica
5 ml tampón Citrato OlM pi-! 6,0
10 mg 4-metil-urnbelíferil fosfato
Se visualiza a la luz UY de 350 nm,
después de 15 minutos de incubación
en estufa a 370C.

4-METIL UMBELIFERIL FOSFATO

Fosfatasa ácida

FOSFATO 4-METIL UMBELIFERONA
(Fluorescente>

— —

— — — a m

e
ACP

1 A RA E CA CE C PA RA PC SS RE
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Tabla D.4.- ADA. ADENOSINA DEAMINASA (FC. 3.5.4.4.)

Tampón de migración
Voltaj e
Tiempo

Tinción

Fosfato O,14M pH 6.25
230 y
75 minutos
Migración anódica
5 ml tampón Tris~HGl 0,lM pH 8,0
24 mg Adenosina
6 mg MTT
25 ¡u Xantinoxidasa
25 ~u1Nucleosidofosforilasa
Lectura a la luz visible,
después de 15 minutos de
incubación en estufa a
37W.

ADENOSINA

Adenosína deaminasa

INOSINA

nucleos¡do fosfor¡IaSB FosfatO

HIPOXANTINA
MiT

xantin oxidasa PMS

1 >-~4Z0RMAZAN
XANTINA

— —

a — — — a —

2 2-1 L—1 3—1 5-1 5-2

a

— — —

— — — —
— — — —

ADA 1

a

or g i fl
5-1
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Tabla D.5< AK1. ADENILATO QUINASA (E.C. 2.7.4.3.)

Tampón de migración
Voltaje
Ti empo

Tinción

Fosfato O,14M pH 6,25
280 y

65 minutos
Migración catódica
5 ml tampón Tris-IVIgGl2 pH ‘7,9
75 mg Glucosa
15 mg ADP
5 mg NAIDF
2,5 mg FMS
2,5 mg MTT
10 ¡ul 06PD
10 jíl Hexokinasa
Lectura a la luz visible, después de
5 minutos de incubación en estufa a
37W.

ADP Adenhlato kinasa ATP -f-AMP

nexo Qtflnasa --5’

GEP
Glucosa-6-fOSfato

eshidrOgeflas9

NADP

FORMA.ZAN

-5’

GLUCOSA
6 PO

NADPH

MiT

o
—

—

y
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Tabla D.6.- 042. CARBONICOANHIDRASA 2 (FC. 4.2. 1. 1.)

Tampón de migración Tris-Glicina pH 8.5
Voltaje 350 y

Tiempo 60 minutos
Migración catódica

Tinción 20 ml de tampón Fosfato pH 6,9
0,2 g Agar
15 mg Fluorescindiacetato
2 ml Acetona
Lectura a luz UY de 350 nm, después
de 20 minutos de incubación estuta a
37%.

FLUORESCIN ACETATO

1 Carbonico anhidrasa (042

)

ACETATO FLUORESCEíNA
(Fluorescente)
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Tabla D.7.- ESD. ESTERASAD (FC. 3.1.1.1.)

Tampón de migración
Voltaj e
Tiempo

Tinción

Tris-citrato 0,lM pH LS
200 y
60 minutos
Migración anódica
5 ml tampón Acetato O,2M pH 5,2
3 ml Acetona
30 mg 4-metil-umbeliferii acetato
Lectura a luz 11V de 350 nm después
de 5 minutos de incubación en estufa
a 370Q•

4-METIL UMEELIFERIL ESTER
(Acetato)

Esterasa

ANION ACIDO CARBOXILICO 4-METIL UMBELIFERONA
(Acetato) <fluorescente>

E,

E>
1-•1 2—1 2—2

189



Tabla D.8.- GLOl. GLIOXALASA 1 (FC. 4.4.1.5.)

Tampón de migración

Voltaj e

Tiempo

Tinción

Tris-Acido dietil—barbitúríco 0. OSM
pH 8,0
230 y

75 minutos (La hemoglobina debe
migrar aproximadamente 2 cm)
Migración anódica
Solución 1:
2,4 ml tampón Fosfato 0,lIv1 pH 6.5
1 ml MTT <10 mg/mi>
36 mg GSH
150 ¡±1metil-glioxalato
Solución II:
2,7 mi tampón Tris-HCl 0,lM pH 7,8
0,7 ml dicloroindofenol (20 mg/mi>.
Las Liras se coloran con la solución
1 duranté 1 minuto, se elimina si
exceso de colorante y después se
revelan con la solución II. Se dejan
5 minutos a 37% en cámara húmeda.

METII<GLIOXAL Gliaxalasa

¡

5-LACTOIL-OLUTATION
GLUTATION

GSSG (GSH)

DCIPH

-5—

DCI P

—-5

FORMAZAr’J
(Azul)

NOFORMAZAN
<más claro)

+

— a

— —

2 2—?

MiT

GLOl

1 90



Tabla 0.9.- GGPD. GLUCQSA-6-PDESH/DRQGENASA(1.1.1.49)

Tampón de migración
Voltaj e
Tiempo

Tinción

Tris-Edta-Bórico (TEE) pH 8.6
150 y

90 minutos
Migración anódica
Poner 100 ¡ul de NADP lOgM en el
cátodo.
5 ml tampón Tris—HCl 0,lM pH 8.0
5 mg Glucosa GP
4 mg NADP
2 mg MTT
1 ml PMS
10 mg MgCl.
Lectura a la luz visible,
después de 15 minutos de
incubación en estufa a
37%.

Nota: Se realizan tres lavados de las tiras de acetato de
celulosa con el tampón de migración, de 15 minutos cada uno. En
el tercer baño se añaden 200 ¡II de NADF 10 gM.

*
.— FORMAZANOSP NADP

Glucosa-6-fosfato- PM

-deshidroaenasa
51>0 -.---< NADPH — MTT

.4-

4
A

e —
— —

— —

8 SA A BM AM M5 A
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Tabla DiO.- PGD. FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA (FC.
1.1.1.44)

Tampón de migración
Voltaj e
Ti epa

Tinción

Fosfato O,l4M pH 6,25
230 y

60 minutos
Migración anódica
5 ml tampón Tris-HCT 0,lM pH 7,5
5 mg Gluconato 6F
4 mg NADP
2 mg MTT
1 ml PMS
10 mg MgGl2.6H20
Lectura a la luz visible,
después de 15 minutos de
incubación en estufa a
3700

6-FOSFO-GLUCONATO --

Post o-uluconat o-eleshidrogenasa

RIBU LOSA-B-FOSFATO

— a

~NADP-~

PMS

~— FORMAZAN

~NADPH ~Mfl

Eritrocitos

a

—

— —

A AC C
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Tabla 0.11< PGMY YPGM2. FOSFOGLUCOMUTASA 1 Y2 r’E.C. 2.7.5.1.1

Tampón de migración
Voltaje
Tiempo

Tinción

Tris-acido málico 0,25M pH7.4
230 y

75 minutos
Migración anódica
5 ml tampón Tris-HOl 0,lM pH 3,6
63 mg glucosa lP + Glucosa 1,6 di P
3 mg MTT
6 mg I’JADP
120 mg MgGl..6H.0
15 4 G6PD
1 ml FMS
Lectura a la luz visible,
después de 15 minutos de
incubación en estufa a
3700.

O LU COSA-1 -~F0SFATO

Posto-qluco-mutasa J 01,BP,

06P
Olucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

6P0 >¾NAOPH>

FOR MAZAN

PMS

<-MiT

9

d

c

b

2-1 2
oriqin
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D.2.3. METODOS DE ISOELECTROENFOQUE

EJ isoelectroenfoque o isoelectrofocalización para la determinación de los

subtipos de EGMí y para ver su termoestabilidad se efectué en celes de

bisacrilamida con un equipo mod. “2117 Multiphor II E/ectropboresis Unit” y’ mod.

“MultidriveXL (3.5powersupply) (Pharmacia ¿KB, Upasala, Suecia). Se apí:caron

los siguientes ajustes: VI = 1 200v, 1 5mA y 1 5w.

0.2.3.1. SOPORTE PARA EL ISOELECTROENFOQUE

Los geles se prepararon con & ULTROMOULD GEL CASTING UNIT

(Eharmacia ¿KB, Upsala, Suecia) utilizando:

0,870 g de acrilamida (LKB)

0035 g de bisacrilamida <LKB)

1 ,6 g de sacarosa (Merck>

13,5 ml de H20 bidestitada

1,5 ml de antolinas pH 7-5 <L.KB(

Se ha levado a cabo la polimerización can:

40 pl de amonio persulfato 100/o (LKB)

20 pl de TEMED (LKB>.

El tiempo de polimerización fué de 60 minutos.

La utilización de los geles era inmediata, o bien-. se conservaban en frigorífico

a 40Q cubiertos con una película de plástico, no más de 24 horas.
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D.2.3.2. SUBTIPOS PGM1: APLICACION, MIGRACION Y REVELADO

La determinación de los subtipos de PGM1 se efectuó según la técnica

propuesta por Kúhnl y Spielmann (1978).

Para la focalización isoelectrica se emplearon como soluciones electrolíticas

NaOH 1 N y P04H2 1 M para el cátodo y ánodo, respectivamente, con las cuales se

empaparon dos tiras de papel Whattman 3MM, que hicieron la función de

electrodos una vez puestos sobre el gel. Se hizo una premigración de 60 minutos

para la creación del gradiente de pH. Las muestras de hemolizados fueron aplicadas

a 1,5 cm del borde catódico <polo negativo> en rectángulos de papel Whatmam

3MM de 3,5 x 9 mm. A los 60 minutos las piezas de papel se retiraron y la

focalización se prolongó por otras tres horas. La mezcla de coloración consistió en:

0,100 g de Glucosa 1P

0,005 g NADP

0,005 g MTT

0,005 g PMS

22,5 ml de agar 0,75% en tampón Tris/HCI 0,05M pH 7,5 a 60%.

4,0 ml de H20 bidestilada

1,2 ml de MgCI. 1 M

15 pl G6PD

La mezcla de todos estos compuestos se vierten sobre el gel, y se dejan en

estufa a 370Q durante 45 minutos, hasta que se comienzan a visualizar las bandas

<Figura DE>
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pH 5

-m mr mr
- mr mr mr mr

~ mr mr mr mr
- mr mr mr mr

a ———
a— — —

-‘ a — SS

a - ~5 — —

pH 2

Fig. D.5.- Patrón de bandas del isoelectroenfoque de la PGM1.

D.2.3.3. TERMOESTABILIDAD DE LA PGM1: HEMOLIZADOS,

APLICACION, MIGRACION Y REVELADO

Con el fin de poder determinar si los subtipos eran

termoestables/termosensibles, se ha seguido la técnica isoelectroforética según el

método propuesto en Scozzari et al., (1984).

Las muestras de sangre han sido tratadas de la siguiente manera: 100 #l de

sangre se pusieron en probetas de vidrio, que fueron calentadas a 60% durante

20 minutos en un aparato Multi-Block Heater (Lab-Line lnstrument, Illinois, 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 isoelectrofocalización ha sido llevada a cabo según la técnica propuesta

en el apartado anterior.
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D.2.4. EXTRACCION DEL DNA

Después de llevar a cabo una selección de las muestras, se ha procedido a

la extracción del DNA total, a partir de la sangre entera mantenida a -80%, se ha

efectuado antes de pasar un año de la recogida de las muestras.

Dicha selección ha consistido en tomar unicamente los individuos no

emparentados, y en el caso 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 Sambrooketal., (1989) que

se inicia con la descongelación de la sangre entera.

- Se añade igual volumen de BLB (Blood Lysing Buffer) a pH 8-9:

MgCI2 lmM

NaH2PO4 1 mM pH 6,5

nonidet p40 0,8%

deoxicolato de Na 0,4%

Se añade H20 hasta un volumen de 1000 mi.

- Se transfiere en un tubo Corex, se mezcla por inversión y se mantiene 10

minutos en hielo.

- Se centrifuga a 9000 rpm, a 0-3 oc, durante 30 minutos (centrifuga modelo

J2-2 1 Beckman lnstruments, California, USA).

- Se recupera el sobrenadante, y el “pelleC se resuspende con 10 ml de BLE,

teniéndose 10 minutos en hielo.
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- Se centrifuga, de nuevo, a 9000 rpm, a 0-3% durante 20 minutos.

- Se separa el sobrenadante y el “pellet” se resuspende en 10 ml de TNE

• Tris-HCI lOmM pH 8,3

NaCí 1 5OmM

• EDTA <Na2) 5mM

- Se pasa a un tubo Falcan de polipropileno.

- Se añaden 1 ml de SOS al 10% y 100 pl de proteinasa K <10 mg/mí).

- Se tiene en digestión a ‘Baño MarFa, durante 75 minutos a 65%.

- Se añaden 2 ml de NaCía4 5M y 13 ml de cloroformo-alcohol isoamílico

<24:1).

- Se agita rotatoriamente <agitador planetario ContinentalEquipmentNDRt.

DAS 12000> durante 20 minutos.

- Se centrifuga 10 minutos a 2700 rpm <centrifuga Megafuge 1.0 (Heraeus

Sepa tech, Kalkberg, Alemania).

- Se separa la fase orgánica de la acuosa.

- El sobrenadante se pasa a otra probeta Falcan y se añaden 13 ml de

cloroformo-isoamílico <24:1) y se repite el paso previo dos veces.

- El sobrenadante se transfiere a un vaso de precipitados, y se añade el doble

del volumen de etanol absoluto a 0%, precipitando así 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 Falcan de 5 mi, que contiene 1

ml de Roberts Buffer:

Tris-hicí 6 mM pH 8,3
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Nací 6 mM

EDTA (Na2) 0,6 mM.

- Se deja en agitación rotatoria toda la noche.

- Al día siguiente, se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos, y se recoge

la solución en una probeta Eppendorf.

- Se procede a la lectura en un espectrofotómetro (Hitachi U 2000) a

longitudes de onda de 260 nm y 280 nm, calculándose la relación DO 260/ DO

280, y calculándose la cantidad de DNA en ese ml de solución, con una relación

de 2500 x DO 260, debido a que la densidad óptica (DO) de un fragmento de DNA

a 260 nm es 50 y el factor de dilucción empleado es de 50.
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D.2.5. AMPLIFICACION DEL DNA

Para evaluar la presencia de la delección en la región y se ha procedido a la

amplificación de este segmento del DNA mitocondrial por el método de la PCR

(Polymerase Chain Reaction) (Saiki et al.-. 1 985, Mullis et al.-. 1986; Innes et al.,

1990> mediante el aparato LEP Scíentifíc PREM, utilizando la enzima Taq

Po¡ymerasa de Termus acquaticus (Perkin Elmer Cetus) y los primers que señala

Wrischnik ¿U al., (1987>:

5’ ATCCTAAGTTAGCTTTACAG3’

5’ ACAGTTTCATGCCCATCGTC 3’

Las amplificaciones se han obtenido en 25 pl de mezcla total, utilizando:

.DNA1OpM

Primer 110pM

Primer 1110 pM

Tampón de amplificación

0,670 M Tris pH 8,8

0,067 M MgCI2

0,166 M AmSO4

0,100 M fA-mercaptoetanol

dNTPs

Taq Polimerasa

H20 bidestilada
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Las condiciones de amplificación son:

92%

30 ciclos, seguidos de un ciclo final de 10 minutos a 72%.

Para visualizar la posible presencia de la delección se ha procedido a la

electroforesis de los fragmentos amplificados en un gel de agarosa ‘Lowmelting”

(NuSieve) al 6%, usando tampón TAE:

0,04 M Tris Acetato

0,001 M EDIA

Todos los productos amplificados se han migrado junto a un “DNA

molecular-weight marker y” (Boehringer Mannheim) con el fin de confirmar la

especificidad del producto amplificado.

Las electroforesis se han llevado a cabo usando un Mini SUbTM DNA

Elec trophoresis Cefi ISla-rad, California, USA).

Por último, la visualización de la electroforesis de los productos amplificados,

se ha realizado por tinción con bromuro de etidio, y posterior lectura a luz UV de

350 nm.

1 5 seg. 72 oc

15 seg.

15 seg.
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D.3. METODOS ESTADISTICOS

D.3.1. CALCULO DE LAS FRECUENCIAS GENICAS

Tratándose de sistemas que se adaptan a un modo de herencia de tipo

mendeliano, determinados por alelas codominantes, el cálculo de las frecuencias

génicas ha sido efectuado por el método del ‘recuento directo de los genes”.

Dado que las muestras examinadas incluyen individuos emparentados, las

frecuencias fenotípicas se han calculado sobre los sujetos no relacionados. Las

frecuencias esperadas para verificar la condición de equilibrio de la población según

la hipótesis de Hardy-Weinberg se han calculado a partir de las frecuencias génicas

obtenidas según 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. Además, respecto a los grupos

emparentados (Tabla D. 1, pagina 177), se ha considerado uno de sus componentes

(el que poseía el número más alto del protocolo) como portador de dos genes

independientes, mientras que en el segundo miembro de la pareja se ha tenido en

cuenta la contribución génica siguiente:

RELA ClON 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 1,5
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El número N de genes independientes, así 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 problemática similar a la que se presenta aquí y, ejemplos aparecen en

Santachiara-Benerecetti et al., 1980; Riondi et aL, 1983; Rickards et aL, 1 986.

Se ha calculado el error standard correspondiente para los alelos

polimórficos, según la fórmula:

~ p(1—p

)

N

donde p es la frecuencia de un determinado alelo y N es el número de alelos

independientes, estimados según el método ya descrito.

En el caso de que la frecuencia de un alelo sea igual a cero, el valor de S se

calculó según Morpurgo et al., (19831 con aplicación de la fórmula:

1
N
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D.3.2. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Se ha verificado, en los casos en los que ha sido posible, el equilibrio de

Hardy-Weinberg. Así, se considera que en una población, las frecuencias

genotípicas estén en equilibrio de Hardy-Weinberg si se relacionan con las

frecuencias génicas según una simple relación cuadrática de un binomio

(considerando loci dialélicos como sucede con las enzimas ACP1 -en nuestra

muestra al no existir ni el alelo ACP1 *4 ni ACP1 *R ADA, AK1, CA2, ESO, GLOl,

PGD, PGM1 y PGM2> o de un polinomio (considerando loci con 3 o más alelos

como la HblS). Por la prueba estadística de ¡ es posible valorar si las diferencias

entre las clases genotípicas observadas y esperadas, estas últimas calculadas a

partir de las frecuencias génicas observadas por una simple relación cuadrática, son

debidas, con un cierto grado de verosimilitud, al efecto del azar <Rohlf y Sokal,

1969; Sokal y Rohlf, 1979).

La distribución de x2 es una distribución continua, en la cual las variables

toman sólo valores positivos; se trata de una familia de distribuciones en función

de los grados de libertad, que en este caso se calculan restando al número de

clases fenotípicas, relativas al marcador considerado, el número de alelos para ese

locus. Se ha establecido el valor del 5% como límite para considerar la significación

de las diferencias entre las frecuencias genotípicas observadas y esperadas de

manera que por encima de este valor se estima una actuación importante del azar,

mientras que, por debajo de ese 5%, las diferencias serán significativas por la

posible actuación de otros factores tales como la deriva genética, migraciones,

selección, etc...
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D.3.3. x2 DE HETEROGENEIDAD

Se ha verificado la heterogeneidad genética entre ambas comunidades afro-

americanas para cada marcador, usando el test de ¡, en el cual, por una tabla de

contingencia se observa el grado de igualdad de las proporciones observadas en

ambas comunidades. El número de grados de libertad es igual al número de

columnas menos uno por el número de filas menos uno.

B.4.4. CALCULO DE F~
1

El estadístico F,~ de Wright (Wright, 1965; 1969) 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

A 2

Akl Pk(1—Pk)

donde A es el número total de alelos, ~k es la media aritmética de la

frecuencia alélica en un grupo entero, y es la varianza observada en la

distribución de las frecuencias alélicas, y p<1-p> es el valor teórico máximo de cl.

Esta significación de las diferencias entre los valores de Fst para distintos pares de

poblaciones se puede evaluar por un test no paramétrico, llamado de Wilcoxon

(Barbujani, 1985), si bien en nuestro caso, hemos utilizado los intervalos de

confianza que señala Wright (1978>.

Nei y Chakravarti (1977) notan que el estadístico Fst asume un número

infinito de subpoblaciones, pero_cuando el número es pequeño la varianza de Fst
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debida a los efectos de deriva llega a alcanzar valores muy altos. Por esto, cuando

se hacen este tipo de análisis interesa utilizar el mayor número posible de loci y así,

el error de la varianza disminuye.

Nei <1977) incluyó una modificación al modelo de Wright, que consiste en

hacer la media ponderada de F5~ para los distintos alelos y así, 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 tamaño de las subdivisiones puede cambiar grandemente el valor de

Fst, y en general, cuanto más pequeñas sean las unidades del total de la población

más alto es el valor de Fst~ debido a que son más homogéneas.

2> Otro error es comparar las poblaciones de gran tecnología con otros

pequeños grupos “primitivos”, como son los Yanomama, Bundi de Nueva Guinea

o la población de Bougainville. Los grupos más “avanzados” tienden a definir

fronteras políticas y a menudo abarcan diversidad social y cultural

3) Hay que tener en cuenta los distintos tamaños 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 análisis de

correspondencias de Benzecri <1973) usando los procedimientos CORRESP y

MXPLOT del paquete NTSYS-pc (Rohlf, 1988). Este análisis estadístico

multivariado es un método para describir de forma sintética tablas de datos

cualitativos (tablas de contingencia) mediante su proyección en un espacio

pequeño de pocas dimensiones, minimizando la pérdida de información. Por lo

tanto, este método puede ser descrito como un algoritmo para reducir el espacio

de representación de datos que proporcionan las imágenes simplificadas de la

realidad multidimensional. Además, este análisis, permite describir las relaciones

espaciales que existen entre las filas y las columnas de las tablas de contingencia

analizadas, que en este caso, son las frecuencias génicas y las poblaciones.

Se calculan las variabilidades lineares compuestas (factores) que presentan

la máxima potencialidad para describir las relaciones existentes entre los datos,

concentrandose en la variabilidad. El primer factor es una combinación lineal,

estadisticamente independiente, de la variabilidad original, que contiene la máxima

variabilidad total presente en el set completo de las variables. Los factores

sucesivos son combinaciones lineares, reciprocamente independientes y que

explican la cantidad, proporcionalmente decreciente, de la variabilidad residual

existente entre los datos. El número máximo posible de factores es igual al número

de filas o de columnas de la tabla de contingencia menos uno.

Si consideramos a las frecuencias relativas y marginales como:
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n..f. .~ll2.

IT
X.

1-

n.
f ,~il

.3 rl

se define la distancia ~ entre dos elementos de las filas como:

1 fi-L 13 1’i]2

t fi1,

y analogamente se tendrá entre dos elementos de las columnas

if,,Jt2

‘=1 L 171 -1»

En la representación gráfica, la similitud entre dos poblaciones, o la

asociación entre dos genes, estan correlacionadas linealmente con sus distancias

relativas. Cada población está 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 analíticos que contribuyen a la

interpretación del gráfico:

1.- las contribuciones absolutas, que informan del valor de variabilidad que

puede ser explicado para cada simple elemento, sea una población 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 explicación de la variabilidad de un elemento.

En otras palabras, las contribuciones absolutas dan la contribución de cada

punto a la individuación del eje, y las relativas indican cuanto un punto está bien

representado en cada eje <Greenacre y Degos, 1977; Cuadras, 1981; Lebart eL aL,

1984; Greenacre et aL, 1984; Rizzi, 1985).
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D.3.6. ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS:

El cálculo de distancias genéticas permite dar una estima del grado de

diferenciación genética entre las poblaciones. Están basados en tres tipos de

análisis: distancias de x2 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 análisis de distancias genéticas. Para

dicho análisis se han empleado los coeficientes de Nei (1972>, Prevosti (Wright,

1978), Cavalli-Sforza y Edwards (1967) y Edwards (1971; 1974). A partir de los

datos proporcionados por la matriz de distancias genéticas se ha construido el

dendrograma correspondiente mediante la aplicación del algoritmo UPGMA (Sneath

y Sokal, 1989), usando el paquete estadístico BIOSYS-1 .pc (release 1 .7, Swofford

y Selander, 1989>.

0.3.6.1. DISTANCIA GENETICA DE NEI (1972>.

Nei propone una serie de distancias genéticas definidas en base al número

acumulado de sustituciones nucleotídicas de un loci, detectadas por métodos

electroforéticos, desde que dos poblaciones divergen entre sí de una ancestral

común. A diferencia de otros modelos que asumen la deriva pura, en este método

se incorpora la mutación, asumiendo equilibrio entre la deriva y la mutación. Esta

estima tiene la ventaja de que si la tasa de sustitución es constante en el tiempo,

está relacionada linealmente con el tiempo de evolución, y en los modelos con

migración, está relacionada linealmente con la distancia geográfica o área.
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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

alelos en x e y, respectivamente.

La probabilidad de que dos alelos cogidos al azar de la población, sean

idénticos es:

jz~ 0

Asimismo, la probabilidad de elegir dos alelos idénticos por descendencia de

un loci dado, uno de la población x y otro de la y, es:

jxy=s xyi

Si no hay selección y cada alelo es derivado por una mutación simple en una

generación ancestral, los valores esperados de j~ y/~ son igual al coeficiente de

inbreeding de Wright en X e Y respectivamente, mientras que >y es igual al

coeficiente de parentesco de Malecot.

La identidad normalizada de los genes, entre x e y, con respecto al locus, es

definido como:

I—jxy
j

Jr’y

este valor es una correlación, por lo que va a tener valores que oscilan entre
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o y 1; siendo máximo cuando las dos poblaciones tienen los mismos alelos con

frecuencias idénticas, y cero cuando no tienen alelos en común.

La identidad normalizada de genes entre x e y con respecto a todos los loci

es definido como

J1= ~

J1Jy

donde J J~, y ¾son las medias aritméticas de j~, j~ y j,<~, respectivamente,

de todos os loci, incluyendo los loci monomórficos.

La distancia genética entre la población x e y se define como:

D= —lagJ

Dicho valor es apropiado si la tasa de sustitución es el mismo en todos los

loci, porque D mide el número acumulado de sustituciones alélícas por loci. La

varianza interlocus es más alta que la varianza intralocus (a no ser que el tamaño

de la muestra sea extremamente pequeño), la varianza será más baja si se añaden

más loci en vez de si se añaden más individuos (Jorde, 1985). Este método es

criticado porque no son distancias métricas (no satisfacen el triangulo desigual:

para poblaciones ¿ » y It. dftfl =dfi,k) + dfj,k) donde d es la distancia entre

parejas de poblaciones). Esto solamente ocurre cuando se utiliza un número

pequeño de loci, y si se utiliza un número de loci suficiente las distancias son

asintoticamente métricas.
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D.3.6.2. DISTANCIA GENETICA DE PREVOSTI (WRIGHT, 1978>.

Es un indice de distancia que expresa directamente el grado de diferenciación

entre pobalciones, y es independiente de los valores de frecuencias que se

comparan, del número de alelos por locus y de los factores que han determinado

la diferenciación.

Se calcula a partir del valor absoluto de las diferencias entre las frecuencias

alélicas de dos poblaciones X e Y:

1’ >j (pXQk)—pY(jk)~

donde pXqk) son las frecuencias del alelo K del locus ¡ en la población 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 transformación angular

de las frecuencias génicas para conseguir varianzas de las frecuencias génicas

independientes de las frecuencias en sí mismas. Se ajustan a un modelo de

evolución 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 transformación

nfCosO=~ PL4P¿s

k=1

para medir la similitud genética entre dos poblaciones A y B, donde PA y PB son las

frecuencias alélicas del locus dado en las poblaciones A y B, extendiendose la suma

a todos los alelas de cada tocus; así solamente dependen del número de genes
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considerados.

La representación de estas nuevas variables en el espacio son

aproximadamente normales con una simetría esférica.

Como la suma de las frecuencias de un locus es la unidad, cada una de ellas

estará representada por un punto sobre la superficie de un octante. El ángulo

formado entre los radios correspondientes de las poblaciones es 6, y la distancia

genética se podrá definir como

nf

dQ =arccas~ P,ÁP,k

lo cual en términos geométricos es proporcional a la cuerda sustentada por el

ángulo.

El coeficiente de proporcionalidad se puede elegir según el propósito del

análisis. Los autores utilizan una cantidad que tiene el valor de la unidad en el caso

de que la sustitución génica sea completa.

Como dicha distancia no es euclídea, los autores aconsejan hacer la

aproximación a la longitud de la cuerda que viene dada por la ecuación:

nf

cuerda(ij)= 1 —~ PiAPJk
k=1

Otra transformación euclídea consiste en la proyección estereográfica en un

plano tangente a la región de la hiperesfera ocupada por lo puntos que presentan

a las poblaciones, que se define como:
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2 8[1 Xk P,ÁPikJ

[1 +Sk pJmlll +Sk p1jm)

Estos modelos son a menudo criticados porque las transformaciones no

logran proporcionar independencia en las frecuencias génicas extremas (p <1 0,05

y p > 0,95). A partir de este modelo de deriva se asume igual tamaño para todas

las poblaciones, y por lo tanto no es apropiado cuando la diferencia entre los

tamaños 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 pairgroup method using

arithmetic averages, media aritmética de grupos de pares no sopesados) que es una

técnica de agrupación aglomerativa (Sneath y Sokal 1973).

Consiste en agrupar dos poblaciones (OTUs que son unidades taxonómicas

operativas) cuyas distancias genéticas son las menores. La nueva distancia entre

este par y el resto no agrupado será, la media aritmética de las dos que han sido

agrupadas antes de la formación del cluster, respecto del resto. Este proceso se

repite el número de veces necesario hasta que todas las poblaciones se agrupen.

La bondad de ajuste entre la matriz de distancias genéticas y la

representación gráfica se mide por los estadísticos:
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1) f (Farris, 1972>

f=TJD~1-D,)

es el sumatorio de las diferencias entre las distancias de entrada y de salida, en

valor absoluto, siendo Dula distancia de entrada de los OTUs ¡y], y D’~1 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 función del total de los valores de entrada.

F-~1OO
SD~

3) El coeficiente de correlación cotenética (rJ: escila entre O y 1, siendo

máxima cuanto mejor sea el ajuste de la representación con la matriz de distancias

genéticas, ya que expresa el coeficiente de correlación entre los

n(n-1)12

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 proporción de mestizaje presente en ambas comunidades

afro-americanas por el método propuesto por Krieger er aL, (1965), usando el

programa para ordenador PC- compatible MISTURA.

Dicho método que basa el cálculo del flujo génico aplicando la máxima

verosimilitud (“maximum-iikelihood”) ofrece las estimas más 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

cálculo de las frecuencias génicas a partir de las frecuencias fenotípicas tomando

como base las de las poblaciones parentales.

Si se considera un locus G con alelos G1, G2,...Gk, la probabilidad de un

fenotipo determinado será:

k

Ps=S qpp
1

41=1

El número observado de individuos de fenotipo « en el grupo racial es mq,.

Asumiendo que la ley de Hardy-Weinberg y que los matrimonios no son

seleccionados:

c,1== O si CG’ no está contenido en el fenotipo ~

lsi ¡ =j y CG no está contenido en el fenotipo 0

2 sil ~1 y CC no está contenido en el fenotipo ~.

Al considerar N, C e 1 como las proporciones de componente negroide, caucasoide

e indígena (N + C + 1 = 1), PN~ Pv Pd

son las frecuencias de G’ en las poblaciones ancentrales, y se supone que se

conocen sin error. Considerando que no existe ni deriva ni selección en la población
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híbrida:

Se calculan las derivadas parciales del logaritmo de P(0) con respecto a N,

C e 1,

k

aln¡’<0) 3p

,

,~ 3p, aN

siendo * : N, C o 1. Si se considera que

apJaN=p~

¿lnP($

)

¿4 3Pj

y al aplicar la teoría de la máxima verosimilitud e imponer la restricción de que

C = 1 -Ni, se transforman las derivadas parciales a derivadas simples, obteniendose

k
N_

¿=1
8P

1

igualmente

1
L¿

al hacer la suma de todos los fenotipos por la máxima verosimilitud:

U~=2 m.L¿N
E,

y de la suma de información:
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m0u1
4,

K,m=Ym4,i4
‘Y,

KN,=2 m,up,,u,
4’

y

2K11=2m4u1
4,

220



D.4. ANALISIS BIODEMOGRAFICO

Al determinar la estructura genética de una población hay que tener en

cuenta su movilidad y el área en el cual se mueven los individuos para elegir pareja,

ya que marcará el espacio en el cual una población comparte su patrimonio

genético.

Con esta finalidad se elaboran las matrices de migración a partir de

información sobre el lugar de nacimiento de ambos progenitores y del individuo a

analizar. Según la matriz utilizada se determinan distintos tipos de movimiento:

- Migracion marital: a partir del lugar de nacimiento de ambos progenitores,

migración 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 genética de la población porque aporta información de dos

generaciones sucesivas. Además, se puede conocer la variabilidad en el área de

estudio por el cálculo del estadístico F,5 de Wright, por la varianza de Wahlund, o

bien el R,, de Harpending y Jenkins. Esto es posible, porque en la matriz de

migración se predice la probabilidad de que un gen dado de una subpoblación

cualquiera provenga de otra subpoblación dada en la generación anterior (Peña-

García, 1988).

Con esta finalidad, se han elaborado las matrices de migración según 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 calculó la matriz conjunta según el lugar de nacimiento

de los progenitores y descendientes.

Para la identificación de los lugares de nacimiento se han utilizado los mapas

de la zona editados por el Instituto Geográfico 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 migración se han

considerado como casillas las distintas parroquias del cantón de Eloy Alfaro, otra

con las parroquias que se incluyen en el cantón de San Lorenzo, otra con el resto

de los cantones de Esmeraldas, y una última que incluía otras provincias de

Ecuador y los procedentes de Colombia. En el caso de Viche, se han considerado

las parroquias del cantón de Quininde, otra para los cantones más próximos de

Esmeraldas, Muisne y Atacames, otro para los de Eloy Alfaro y San Lorenzo, y la

última para otras provincias de Ecuador y Colombia.

Se han considerado los tamaños de población del V Censo General de

Población de Esmeraldas (1991), si bien se ha hecho la corrección para el

porcentaje de individuos negros. Así, para el Cantón de Quininde se ha considerado

el 20% de la población, y para Eloy Alfaro el 85% (Mons. Bartolucci, Comunicación

personal). Además, se ha estimado el tamaño efectivo como 1/3 del tamaño

muestral (lmaizumi et al., 1970; Harpending y Jenkins, 1974; Cavalli-Sforza y

Bodmer, 1981; Peña, 1988).

A partir de las matrices de progenitores x descendientes, se ha calculado la

222



matriz estocástica de migración (P) y sobre ésta se ha aplicado el modelo de

Malécot (1950) modificado por lmaizumi et aL, (1970) y por Morton (1973) para

obtener una matriz de coeficientes de parentesco entre cada par de

subpoblaciones. La ecuación de recurrencia de c» en la generación t se expresa

como:

k4 K=1 k=1

Q~=(1 —mn)(1 -m)B PJVP-Nk+E PbP~(l ~1/2Nk)447l>+Ep p~h]hk
n n

donde mj es la presión sistemática y Nj el tamaño efectivo de la subdivisión

J.

Esta matriz predice el parentesco a priori, es decir, en relación a la

generación fundadora. Se ha transformado en un matriz de parentesco condicional

R, en relación a la generación actual, de acuerdo con el método de Harpending y

Jenkins (1974>.

r,
1=QI,1±$-0~-~/(1-qQ

donde

•,.=Z WkQ,k
k

y Wi es la proporción de individuos que viven en la población i.
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Los valores de la diagonal rij de la matriz A representan una predicción de la

similitud genética esperada entre los individuos de la población i. Su media

ponderada por Nj es Rst que es una medida de microdiferenciación entre grupos

equivalente a la F55 de Wright (1973>.

También, se calcula el valor de Rst esperado en condiciones de panmixia,

según la fórmula:

-~

donde 5 es el número de subpoblaciones y N~ el tamaño de la población.

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 fórmula:

2

dq =r,,+r~,1—2r~1

Los ejes resultantes se han rotado para conseguir la máxima congruencia con

los factores obtenidos tras someter la matriz de distancias geográficas al mismo

tipo de análisis. Ambos “mapas” pueden ser representados simultaneamente 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 El. y E.2. aparecen la distribución de los 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 análisis

de x aplicado en los casos en los que ha sido posible, para verificar la condición

de equilibrio de Hardy-Weinberg, ha mostrado solamente diferencias

estadisticamente significativas entre las frecuencias observadas y esperadas para

el locus 1 de la PGM para el sistema A/B, detectable por isoelectroenfoque (p <

0,001>, posiblemente en relación con la gran variabilidad de la enzima y el tamaño

de la muestra. En los casos en los que no ha sido posible efectuar la prueba

estadística de§, por ser, por ejemplo, alguna de las clases fenotípicas igual a cero,

se han calculado las frecuencias fenotípicas esperadas y se puede observar que no

existen grandes diferencias entre estos valores teóricos y los observados.

En el caso de la G6PD, en la comunidad de Rio Cayapas, se ha encontrado

en dos varones, una variante que presenta una movilidad electroforética más lenta

de la variante normal B (93%) y con actividad normal (Figura E.1 3. Una variante

rara con igual movilidad ha sido encontrada, también, en la población Berba del

Benin (Africa Occidental) (Biondi eta.’?, 1993) y en la población de Italia meridional

(Rickards et al., 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

común. Se habría originado en Africa, y la ha portado alguno de los esclavos
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llevados a América. El hecho de que se encuentre en Sicilia podría ser debido a las

migraciones que se han producido desde el norte de Africa (Rickards et aL, 1988>.

e

A AB E V93?~

Fig. E.1 .- Patrón de bandas de la G6PD llevada a cabo en acetato de celulosa,

donde aparecen los fenotipos normales A, 8 y AB, junto a la variante rara de

movilidad 93%.

Respecto a la termoestabilidad de la PGM 1, se trata de un caracter poco

analizado hasta el momento, y este es el primer dato del que se dispone para

comunidades afro-americanas. Así, existen datos de poblaciones caucasoides,

sobre todo europeos, en donde se ha mostrado un cierto polimorfismo (Scozzari el

aL, 1984), y, en cambio, para la población 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, lo cual puede sugerir

una contribución de genes blancos al “pool” génico de estas comunidades.

226

‘1*



Tabla E.1.- Distribución de las frecuencias tenotípi cas
observadas y esperadas, y de las frecuencias génicas con su
respectivo error standard (SE) para los marcadores
enzimáticos analizados en la comunidad Mro—americana de Rio
Cayapas.

Sistema Frecuencia

Observada

fenotipica Frecuencia qénica ±SE

Esperada

1
35

120

1,96
31,03

123,01
ACP1*A: 0,112 ±0,017
AOP1*B: 0,888

Alelos independientes: 337,5

~
2>= 1,503

154

:1-

0,20 < p < 0,30

153,20
2,79
0,01

156

156
o
0

156

146
8
o

145,50
8,38
0,12

154

142
14

o

145,50
13,69

0,33

156

ADA*1: 0,991
ADA*2: 0,009 ±0,005

Alelos independientes: 337,5

AK1*1: 1,000 — 0,003

Alelos independientes: 337,5

CA2*1: 0,972
CA2*2: 0,028 ± 0,009

Alelos independientes: 333,5

ESD*1: 0,954
ESD*2: 0,046 ± 0,011

Alelos independientes: 337,5

ACE1

A
AB
B

Total 156

ADA

1
1—2
2

Total

AK 1

1
1—2
2

Total

0A2

1
1—2
2

Total

ESD

1
1—2
2

Total
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Sistema Frecuencia

Observada

fenotípica Frecuencia génica ±SE

Esperada

G6PD*B: 0,744 ± 0,046
G6PD*A: 0,145 ± 0,037
G6PD*A~: 0,089 + 0 030
G6PD*V: 0,022 ±0,015

Total c= 90 Alelos independientes: 90

GLO 1

21
1—2
2

28
81
47

30 ¿15
77,02
48,23

GLO1*1: 0,444 + 0 027
GLO1*2: 0,556

Alelos independientes: 337,5

~
2

1— 0,483

104
31
12

5
2

155

0,30 < p < 0,50

102,95
34,36
12,38

2,86
2,06
0,37

HBB*A: 0,815 ± 0,021
HBB*c: 0,136 ± 0,019
HBB*S: 0,049 ± 0,012

Alelos independientes: 335,7

X½= 2,060

142
14

o

0,30 < p <

141,68
13,56
0,35

0,50

PGD*A: 0,953
PGD*C: 0 047 + 0,012

Alelos independientes: 337,5

PGM1*1: 0,860
PGM1*2: 0,140 ±0,019

156

X
2i 3,70

Alelos independientes: 337,5
0,05 < p < 0,10

G6PD

B
A
A-
V (93%)

67
13

8
2

Total 156

HBB

A
AC
AS
CC
es.
SS.

Total

PGD

A
AC
o

Total 156

PGM1

1
1—2
2

118
32

6

Total

115,38
37,56

3,06
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Sistema Frecuencia

Observada

fenotípica Frecuencia génica ±SE

Esperada

PGM1*lA: 0,693 ± 0,025
PGM1*1B: 0,167 ± 0,020
PGM1*2A: 0,108 ± 0,017
PGMl*2B: 0,032 ± 0,010

Alelas independientes: 335,7

X2i 23,28

PGM1~TERMOESTABILIDAD&

lATr 1BTr
lATr 1BTs
lATs 1BTr
1ATr 2ATr
lATr 2BTr
1BTr 2ATr
lBTr 2BTr
2ATr 2BTr
2ATr 2BTs

Total

p < 0,001

26

1
18

2
6
6
1
1

1ATr:
lATs:
1BTr:
lBTs:
2ATr:
2ATs:
2BTr:
2BTs:

62

0,379
0,008
0,314
0,008
0,210
0,000
0,073
0,008

±0,043
±0,008
+ 0 042
+ 0 008
±0,036
+ 0,008
±0,023
±0,008

Alelos independientes: 124

PGN2

155
1
o

155,06
0,93
0,01

156

PGM2*1: 0,997
PCM2*2: 0,003 ± 0,003

Alelos independientes: 337,5

Fenotipos que se han sumado para llevar a cabo el test de
x2.

& La termoestabilidad de la PGM1, dado que es un caracter
dominante (Tr > Ts) , con una frecuencia muy alta en las
poblaciones hasta ahora analizadas, y que en poblaciones
de Africa y de indios Cayapa (ver capitulo de historia)
era monomórfica, se ha efectuado sólo sobre los
heterocigotos.

PGM1-IEF

lAlA
lA lB
lBlB
1A2A
1A2E
lB2A
1B2E
2A2A
2A2B
282&

82
28

7
18

2
6
6

74,44
35,88

4,32
23,20

6,87
5,59
1,66
1,81
1,07
0,16

4
2
o

Total 155

1
1—2
2

Total
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Tabla E.2.— Distribución de las frecuencias fenotípi cas
observadas y esperadas, y de las frecuencias qénicas con su
respectivo error standard (SE) para los marcadores
enzimáticos analizados en la comunidad Mro—americana de
Viche.

Sistema Frecuencia

Observada

fenotípica Frecuencia qénica ±SE

Esperada

ACP1*A: 0 209 + 0,033
ACPl*B: 0,791

Alelos independientes: 148

~
2

1= 0,015

67
1
o

p = 0,90

67,05
0,94
0,01

68

64
4
o

64,38
3, 5~?
0,05

68

59
6
1

58,81
6,98
0,21

66

54
13

1

53,26
13,84
0,90

68

ADA*1: 0,993
ADA*2: 0 007 + 0,007

Alelos independientes: 148

AX1*1: 0,973
AKl*2: 0,027 ±0,013

Alelos independientes: 148

CA2*1: 0,944
CA2*2: 0 056 + 0,019

Alelos independientes: 148

ESD*1: 0,885
ESD*2: 0 115 + 0,026

Alelos independientes: 148

ACP 1

A
AB
B

3
22
43

Total

2,97
22,48
42,55

68

ADA

1
1—2
2

Total

mii

1
1—2
2

Total

CA2

1
1—2
2

Total

ESD

1
1—2
2

Total
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Sistema Frecuencia

Observada

fenotipica Frecuencia génica ±SE

Esperada

G6PD*B: 0,759 ±0,079
G6PD*A: 0,103 ±0,056
G6PD*A—:O,138 ± 0,064

Total U 29 Alelos independientes: 29

¿ILO1

1
1—2
2

7
24
37

5,96
28,34
33,70

GLO1*1: 0 296 + 0,037
GLOl*2: 0,704

Aleles independientes: 148

XI 1,17

59
2
7
o
o
o

0,20 < p < 0,30

59,96
1179
6,00
0,01
0,09
0,15

68

67
1
o

66,65
1,34
0,01

68

52
1~5

1

51,24
15,58

1,18

68

X2ñ 0,060 0,80 ~cp

f{B¡3*A: 0,939 ± 0,020
HBS*C: 0,014 ± 0,009
HBI3*S: 0,047 ±0,017

Alelos independientes: 148

PGD*A: 0,990
PGD*C: 0,010 ± 0,008

Alelos independientes: 148

PGM1*1: 0,868
PGM1*2: 0,132 ±0,029

Alelos independientes: 148

< 0,90

O61W

B
A
A-

22
3
4

Total 68

HBB

A
AC
AS
CC
eS
SS

Total

PGD
A
AC
c

Total

201<1

1
1—2
2

Total
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Sistema Frecuencia

Observada

tenotípica Frecuencia génica ±SE

Esperada

23
24

5

22,72
22,72

5,68
4
4
4
3
1
o
o

68

x2
3= 1,57

6,53

3,93
3,26
1,96
0,47
0,56
0,17

POM1*1A: 0,578 ± 0,041
PGM1*1B: 0 289 + 0,037
PGM1*2A: 0,083 ±0,023
PGM1*2B: 0,050 ± 0,018

Alelos independientes: 148

0,50 < p < 0,70

PGMi~TERMOESTABILIDAD&

1ATr lBTr
lAts lBTr
lATr 2ATr
lAtr 2BTr
lBTr 2ATr
lBTr 2BTr
2ATr 2BTr

Total

22
2
4
4
4
3
o

39

68
o
o

68

PGM2*l: 1,000 — 0,003

Alelos independientes: 148

Indica que los fenotipos han sido sumados para el

cálculo del >3.
& Igual que en el caso de la comunidad Afro—americana de

Rio Cayapas, al ser la PGMÍ Tr/Ts dominante, la
determinación ha sido efectuado solamente en los
individuos heterocigotos.

Pali-lEE

lAlA
1A1B
lB1B
1A2A
1A2B
1B2A”
lB2B~
2A2A”
2A2B~
2B2B~

Total

1ATr:
1ATs:
1BTr:
lBTs:
2ATr:
2ATs:
2BTr:
2BTs:

0,385
0,026
0,397
0,000
0,102
0,000
0,090
0,000

PGM2

+ 0 055
+ 0 018
±0,055
— 0,013
+ 0 034
— 0,013
+ 0 032
— 0,013

1
1—2
2

Total
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E.1.2. COMPARACION ENTRE LAS DOS COMUNIDADES

ANALIZADAS:

El test de x2 aplicado para valorar la presencia de heterogeneidad entre las

dos comunidades (Tabla E.3.) ha mostrado diferencias estadisticamente

significativas, con valores de p inferiores a 0,01, para los marcadores ACP1, AK1,

ESD, GLOl, HGy PGM1-IEF. Estas diferencias indican que en las dos comunidades

pueden haber tenido lugar procesos históricos y microevolutivos distintos que las

han diferenciado, a nivel de las frecuencias alélicas, en los distintos marcadores

enzimáticos.

Tabla E.3.- ~ de heterogeneidad para los distintos sistemas en las comunidades

afro-americanas de Rio Ca yapas y Viche.

SISTEMA VALOR DR x’ CORREGIDO POR YATES CL. INTERVALO DE P

ACOl 7,3991 7,1238 1 0,001 < p < 0,01
ADA 0,3555 0,0298 1 0,80 < p < 0,90

9,1432 6,1458 1 0,01 < p < 0,02
CA2 2,2933 1,5666 1 0,20 < p < 0,30
ESD 7,3121 6,7480 1 0,001 < p < 0,01
GLOl 8,9037 8,3117 1 0,001 < p < 0,01
HelÉ 17,4964 2 p < 0,001
000 4,1951 3,1854 1 0,10 < p < 0,05
OCMi 0,2140 0,1036 1 0,70 < p < 0,80
OCMi-lEE 23,13 3 p < 0,001
PCM2 0,4420 0,1774 1 0,50 < p < 0,70
C6PD 0,7332 2 0,50 < p < 0,70

No sabemos si la comunidad negra de Colombia, que ha sido la que ha

aportado mayor contribución a la población afro-americana de Ecuador (ver

historia) es geneticamente tan heterogénea como para justificar por completo las

diferencias observadas entre ambas comunidades, ya que los únicos datos a
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disposición 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 ASO, Rh, H612 y deficiencia de la G6PD (ver tabla E.4.>.

Tabla E.4>- Frecuencias gén/cas de los sistemas estudiados en la comunidad afro-

americana de Colombia, en comparación con las de Rio Ca yapas y Viche.

ABO*fl RI~f*d HflIS*C HBE*S DSfÁ?CPD 2EP

0,046 0,158 0,057 0,026 0,130
0,059 0,275 0,136 0,049 0,090 2
0,109 0,131 0,014 0,047 0,140 2

ABO*A

COLOMBIA 0,101
RIO CAYAPAS 0,090
VICHE 0,083

1. Monsalve et al,, (1987).
2. ABO y RH: De Stefano (comunicación personal).

La presencia de heterogeneidad en Colombia podría ser una de las posibles

causas de la diversidad encontrada entre las dos comundades afro-esmeraldeñas

de Ecuador, si bien, la historia y los procesos microevolutivos que han determinado

la estructura genética de estas dos comunidades tienen posiblemente el papel más

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 años cuarenta) con individuos procedentes de distintos localidades, y que se

han mezclado en gran medida con la comunidad de ladinos (ver historia y

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 que han podido constituir su sustrato original, parentales, para

ver su posible contribución al “pool” génico de las comunidades negras de Rio

Cayapas y Viche y, a continuación, 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 españolas y se ha elaborado

una media ponderada según el tamaño de las muestras procedentes de las regiones

de Andalucia, Castilla y Galicia por ser los que aportaron mayor número de

emigrantes a América, como ya se había documentado en el capítulo de historia

(página 29); además de las series de residentes de Madrid y Barcelona, por ser

muestras representativas de toda España, particularmente de las regiones centrales

y de Andalucía. Se han considerado las distintas provincias en igual proporción, por

no existir heterogeneidad respecto a las frecuencias alélicas, para las distintas

localidades. En la Figura E.2. aparece un mapa de la Península Ibérica con las

poblaciones consideradas y en la tabla E.5. se muestran las frecuencias de los

distintos alelos para dichas muestras españolas y la media ponderada obtenida.
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Referencias bibliográficas de la tabla ES.: 1: Afonso eta.’?, 1989; 2: Martelí etal.,

1986; 3: Goedde et aL, 1972; 4: Romero et aL, 1986; Gamero-Lucas et aL, 1991;

5: Espinola Arias, 1984; Perez Gutierrez 1988; 6: García et al., 1976; Goedde et

aL, 1972; López Larrea et aL, 1981; 7: Martínez Pancorbo et aL, 1983; Martínez

Pancorbo et aL, 1986; Martínez Pancorbo et aL. 1989; 8: Martínez Pancorbo et al.,

1983; Martínez Pancorbo et aL, 1986; Martínez Pancorbo et aL, 1987; Martínez

Pancorbo et aL, 1989; 9: Blázquez Caeiro, Comunicación personal; 10: Busi et al.,

1979; Gremo, 1988; Pellicer y Casado, 1970; 1 1: Moreno y Moral, 1981; Moral

y Panadero, 1984; Ribo et aL, 1988; 12: Augeto et aL, 1986; Moreno, Más y

Ribó, 1989; 13: Caeiro et aL, 1982; Caeiro et aL, 1987; Caeiro, comunicación

personal; 14: Carracedo, 1982; Carracedo y Concheiro, 1982; Carracedo y

Concheiro, 1983; 15: Goedde et aL, 1972; 16: Carracedo et aL, 1987.

Nota.- En el caso de la G6PO, se han tenido en consideración los trabajos de

Pellicer y Casado (1970) y de Flatz y dOren (1967>, si bien no figuran en la tabla,

por tratarse de distintas provincias.
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Fig. E.2 - Mapa de la Península Ibérica, donde aparecen sombreadas las

poblaciones para las cuales se han considerado estudios de polimorfismos

enzimáticos.
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E. 1.3.1.2. POBLACION PARENTAL NEGROIDE

En el caso de Africa, igualmente, se ha obtenido un media ponderada, según

el tamaño de las muestras, para las poblaciones de las cuales salieron contingentes

de esclavos que han dado origen a estas poblaciones afro-americanas. Se trata del

Oeste africano, que viven desde Senegal hasta Angola, y en este último país, se

incluyen solamente los grupos pertenecientes al stock Bantú, Si bien, hay que tener

en cuenta que el origen exacto es incierto porque no existen registros, algunos de

ellos han llegado indirectamente procedentes de otros paises americanos, que

estamos tratando de extrapolar el “pooi” génico de hace 400 años 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, así como la media ponderada obtenida y en la Figura E.3. el área

geográfica que ocupan actualmente.

Fig, E. 3 - Mapa de A ¡rica con las zonas de donde se han seleccionado poblaciones

para hacer la media ponderada de la población paren tal africana.
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Referencias bibliográficas de la tabla E.6.- 1: Morilla et aL, 1938; 2: Ojikutu et al.,

1977; 3: Goedde et al., 1983; Willcox y Beckman, 1981; 4: Raymondjean et al.,

1975; 5: Bouloux et al., 1972; 6: Tashian et al., 1976; Goedde et al., 1979;

Bernstein et al., 1 980; 7: Vergnes y Gourdin, 1974; Vergnes y Cabannes, 1976;

8: Vergnes y Gourdin, 1974; 9: Spedini et al,, 1 980; 10: Spediní et al., 1980;

Destro-Bisol et al., 1987; 11: Biondi et al., 1989; Biondi et al., 1993; 12: Martínez-

Labarga y Rickards, 1992; 13: Spedini et al., 1980; Martínez-Labarga y Rickards,

1992; 14: Spedini et al., 1981; 15: Destro-Bisol et al., 1992; 16: Welch, 1974;

Parr et al., 1 977; Welch et al., 1978; 17: BienzIe et al., 1 972; 18: .Jenk¡ns 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., 1 982; Spedini et al., 1983; Destro-Bisol et al., 1987; 24: Spedini et al.,

1982; Spedini et al,, 1 983.
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E.1.3.1.3. COMPONENTE INDíGENA

Respecto a la población parental indígena, se ha considerado como

referencia la comunidad de indios Cayapas, que 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 información relativa a (os

polimorfismos considerados (Rickards et aL, 1993).

E.1 .3.1.4. COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS

La Figura EA. corresponde a un mapa con las distintas comunidades afro-

americanas que han sido utilizadas para la comparación, yen las 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 (levados a cabo en diferentes

fechas o por distintos laboratorios, se ha elaborado una media ponderada según el

tamaño de las muestras. En dichas tablas, también, aparecen las frecuencias de las

poblaciones parentales.

En las Figuras E.5 E.1 6., aparecen las representaciones gráficas de las

tablas anteriores, en donde se han representado con círculo rojo las frecuencias

alélicas de las poblaciones objeto de este estudio, con un círculo, triángulo o

cuadrado blancos las tres poblaciones parentales: africana, española e indios

Cayapas, respectivamente, y con círculo negro el resto de las comunidades afro-

americanas.
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E.1.3.2. ANALISIS DE FRECUENCIAS

De manera general, las dos comunidades analizadas se encuentran dentro

del rango de variación de las frecuencias de las comunidades afro-americanas, que,

como se puede observar en los gráficos, resultan heterogéneas para la mayoría de

los polimorfismos estudiados.

En cuanto a los alelos AK1 *2 ADA*2 y ACP1 *C (Figuras E.7., E.6. y ES.),

que son marcadores típicos 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 ~ sólo está presente con frecuencias relativamente importantes (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 que en Viche alcanza uno de los valores más altos (2,7%>, si bien, el error

standard es muy elevado. Para el alelo ADA*2 aparece mayor variabilidad, con

frecuencias entre el ay 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 más elevadas, y mas

similares a las descritas para España.

Respecto a los alelos característicos de poblaciones negroides, el ACP1 *R

que alcanza una frecuencia media del 2% en Africa (FigE5.) está 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 eraL, 19711.

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 G6PD*A y G6PD*A~ existe una gran variación. Podriamos

destacar que las comunidades de Oriximina y Curiepe no presentan el déficit típico

de poblaciones negroides, mientras que las comunidades brasileñas de Porto Alegre

y Bahía, y los negros Bush de Surinam, presentan variantes deficitarias típicas de

poblaciones mediterráneas (ver tabla EA 3.>. Existen, también, datos sobre la

presencia de deficit, sin ser especificado el tipo (A- o 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 deficir para la G6PD en distintas comunidades
afroamericanas de Ecuador y Colombia.

Deficit GGPD Referencia
COLOMBIA 12,7% Monsalve et al., 1987
RIO SANTIAGO 14,2% Guevara et al0, 1991
ESpOq~RALflAS 18,1% “ II

CHOTA 5,9%

La frecuencia del deficit no se distingue 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 única comunidad de sierra que vive a 2000 m de altura en un área no

endémica para la malaria (Guderian et aL, 1988>.

También la HBC y HB*S (Fig. E.1 6.> presentan frecuencias bastante

heterogéneas en las distintas comunidades y es de reseñar el caso de la comunidad

de Rio Cayapas, que alcanza valores extremadamente altos (13,4%> para el alelo

HB*C, incluso, más altos que los de Africa, lo cual podría estar relacionado, muy

probablemente, con el efecto de la deriva provocado por el aislamiento de la

población, por efecto de fundadores, o bien, por efecto de muestreo, ya que, cabe

señalar, que en el estudio llevado a cabo por Jara et aL, (1989> en la provincia de

Esmeraldas, aparecen frecuencias para el alelo HBIS*C del 2,8%.

Por último, para el alelo PGM22(Fig. E.14.) cabe indicar que, además de

haberse encontrado raras veces en población 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 más 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 y

mongoloide , con frecuencias para los distintos alelos muy diferentes (para una

revisión ver Tartaglia y Rickards, 1993), por ello nos vamos a detener con más

detalle en él. Las dos comunidades afro-americanas estudiadas por nosotros

presentan frecuencias siempre en el ámbito de variación del conjunto, y además,

aparecen con valores muy cercanos a la población africana. Por otra parte,

comparando las dos comunidades entre sí, considerando los cuatro alelos, siempre

la comunidad de Viche, respecto a la de Rio Cayapas, -dentro de la lejanía- tiende
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a acercarse más a las frecuencias de los indios Cayapas, probablemente debido a

un flujo de genes indígenas presentes en el grupo de ladinos que habitan en esta

localidad.

Para dar una visión global de la contribución 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

gráfica de la Figura E.1 7., en donde, en un sistema de coordenadas triangulares,

se representan las frecuencias de los alelos POMí *1A PGM1*16 y PGM1*2

(suma de PGM1*2A y PGM1*26>. En dicho gráfico se evidencia cómo las

comunidades indígenas (círculos blancos) quedan claramente separadas, por tener

una elevada incidencia del alelo PGM1*16 y baja el PGM1*1A; por otro lado, las

poblaciones de Africa (triángulos) se caracterizan por la frecuencia alta del alelo

PGM1*1A y baja del PGM1*16 y PGM1*2. Respecto a las poblaciones

caucasoides (cuadrados) no presentan frecuencias para estos alelos que lasseparen

de las africanas, ya que alcanzan las máximas diferencias respecto a PGM1*2A.

En general, las comunidades afro-americanas (círculos negros) y mixtas (estrellas)

de Centro y Sudamérica se sitúan 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 más baja que la de

rio Cayapas en detrimento del alelo PGM1 *1 B. Esto podría indicar que la

comunidad de Rio Cayapas ha tenido menor aporte de componente indígena y de

su alelo característico que es el PGM 1 * 16 respecto de la de Viche.
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PGM1*1B

Figura EA 7.- Representación de/as frecuenciasdelosalelosPGMl * lA, PGMZ * 18

yPGMl*2(PGMl*2A + PGM1*2B).
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Esta tendencia de la comunidad de Viche a presentar frecuencias más

cercanas a la muestra indígena de indios Cayapas en comparación con la otra

comunidad analizada de Rio Cayapas, se observa en la mayor parte de los

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 contribución de las poblaciones

parentales al “pool” génico de las diferentes comunidades, junto a fenómenos

microevolutivos, especialmente de deriva genética y/o efecto de fundadores, sin

olvidar el posible error provocado por el reducido tamaño de alguna de las

muestras.
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E.1.3,3. CALCULO DE F.c:

Para cuantificar la heterogeneidad o diferenciación genética entre las

distintas comunidades afro-americanas se ha procedido a hacer un cálculo 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 del total

poblaciones o de subdivisiones como una varianza estandarizada de las frecuencias

génicas.

No se han incluido los sistemas G6PD y HBB, porque como ya ha sido

indicado previamente, están condicionadas por la selección natural y se consideran

para este cálculo solamente sistemas neutros o casi-neutros, en donde la deriva y

las migraciones son las principales causas que provocan las diferencias entre las

poblaciones respecto a las frecuencias génicas (Jorde, 1980>.

Tabla E.17.-

ALELO

Varianza de Wah/und o Fst

K P

siendo K el número de poblaciones consideradas para cada alelo, P la frecuencia

de

Est

ACP1’A 23 0,1723 1,438-4 0,01876
~CP1*R 23 0,8145 3,368-3 0,02227
ACP1*C 23 0,0067 1,438-4 0,02150
AGP1*R 23 0,0065 8,388-5 0,01294
ADAM 11 0,9855 2,168-4 0,01512
AK1*1 22 0,9895 8,538-5 0,00821
CA2*1 6 0,9475 1,888-3 0.03771
850*1 21 0,8858 5,388-3 005316
04301*1 11 0,3516 4,408-3 0,03771
PSD

tA 25 0,9682 4,178-4 0,01355
PGSI1*1 24 0,7997 1,748-3 0,01088
PONI1tIA 14 0,5573 7,608-3 0,03082
20M118 14 0,2516 7,60E-o-3 0,04037
POM1*2A 14 0,1522 2,468-3 001905
POMít2B 14 0,0037 5,478-4 0,01517
Pc3M2tl 12 0,9966 2,168-5 0,00636

Pat medio 0,02157
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media, 02 la varianza que tienen como fórmula

1<

y Fst o varianza de Wahlund calculada como:

Fr2~

st PQ

siendo P y O las frecuencias medias.

En la Tabla 17, aparecen los alelos, el número de poblaciones consideradas,

la frecuencia media de cada alelo, la varianza, la varianza de Wahlund o Fst y el

valor medio de Fst.

El Fst medio obtenido (0,021 57> se incluye en la primera clase que Wright (1978)

describe de “poca diferencia genética’0 (ver tabla adiunta>, como ocurre en la mayor

parte de las poblaciones humanas.

Valar de Fst

0,00 - 0,05

0,05 - 0,15

0,15 - 0,25

> 0,25

Efectivamente, 1

existente entre los gran

unos valores máximos

1978). Esto confirma,

Roychoudhury (1982)

poca diferencia genética

diferencia genética moderada

diferencia genética grande

diferencia genética muy grande

a mayor variabilidad, corresponde a la heterogeneidad

des grupos raciales, cuya variabilidad se corresponde con

de Fst de 0,38 (Cavalli-Sforza, 1969) y 0,135 (Wright,

una vez más, la conclusión de Lewontin (1972> y de Nei y

de que la proporción de variación genética entre las “razas
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humanas’0 es pequena.

La comparación 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 (0,021 6>. Esto podría sugerirnos que los grupos africanos que han dado

origen a las distintas comunidades afro-americanas, hace aproximadamente 600

años, provenían de una zona más restringida del continente africano,

probablemente limitada a las poblaciones negríticas del oeste de Africa, en el cual

no participan algunos de los grupos tomados en consideración por Cavalli-Sforza

<1969) en su estudio, como son los pigmeos y bosquimanos. También, podría

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 fenómeno del mestizaje las ha homogenizado

entre sí.

Además, la comparación con otros valores de Fst tabulados en una revisión de

Jorde <1980> relativa a distintos grupos humanos, ponen en evidencia que el valor

obtenido de 0,021 57 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 número de subpoblaciones

inferior a 20 (Jorde, 1980), pero que habitan un area delimitada, y no dispersas en

un continente como es el caso de las comuniades afro-americanas consideradas en

este estudio.
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E.1 .3.4. ANALISIS MULTIVARIADOS:

Para valorar estas relaciones genéticas de forma más completa, entre las

distintas comunidades afro-americanas y con las poblaciones parentales se ha

aplicado un análisis de las correspondencias así como un análisis de distancias

genéticas.

E01.3.41. 13 POBLACIONESY 10 SISTEMAS (GLOl, G6PD, AK1. ESD. PGD,

ACP1,PGM1. ABO. RH, HBI&>

En un primer estudio y siempre con el propósito de utilizar el mayor número

posible de alelos independientes que representaran al mayor número de

poblaciones, se ha llegado a un número de 1 5 alelos independientes, analizados en

13 poblaciones -7 comunidades afro-americanas, 1 población parental africana, 1

parental española y 4 comunidades indígenas <que representan la componente

parental india sólo para las comunidades negras de Brasil -Cameta, que son indios

de Brasil, y Paredao, que son los indios Caingang-, Venezuela -Curiepe, que son los

indios Carib- y Ecuador, los indios Cayapas; dado que para las otras comunidades

negras incluidas en el análisis no existían 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 E21 - están las

frecuencias alélicas que se han utilizado para este análisis. Se han incluido,

también, los sistemas de grupo sanguineo ABO y RH, analizados previamente para

las comunidades afro-americanas objeto de este estudio (De Stetano, comunicación

personal>.
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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

representaciones gráficas bidimiensionales respecto al primer y segundo eje, y al

primer y tercer eje.

La representación de los dos primeros ejes (Fig. E.1 8.) explica el 72,3% de

la variabibilidad total. La figura pone en evidencia la presencia de un cluster de

poblaciones indígenas americanas que resultan estrechamente relacionadas entre

ellas y muy homogéneas geneticamente. Además, otro cluster agrupa todas las

comunidades afro-americanas, que son más heterogéneas que las primeras, en el

cual aparece muy cercana la población parental africana. Completamente aislada,

aparece la población española, 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 más diversa

geneticamente respecto a las otras, si bien hay que tener en cuenta que el tamaño

de la muestra es muy bajo (N=341: la comunidad de Rio Cayapas, que esta

bastante bien representada (ver tabla 19) en este análisis respecto a las otras

comunidades afro-americanas, se localiza más cercana a Africa respecto de Viche

que, a su vez, está más cercana a las otras comunidades.

Los alelos que mejor contribuyen a la representación gráfica son RH*d,

G6PD*A, G6PD*A~, ABO*A, ABO*B, ACP1 *C y la HB*C que explican la

contribución más alta de la varianza (tablas E.22. y E.23.>.

La representación del primer y tercer eje (Figura E.1 9.), que explica el 63%

de la variabilidad total, no altera el patrón general, los indios se vuelven a agrupar,
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aunque aparece un redistribución de las comunidades afro-americanas, que en el

tercer eje están mejor representadas <tabla E.222. 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 están

muy bien representadas en este gráfico. La posición 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 HBIA*C ya había sido puesto en

evidencia anteriormente, al estudiar la distribución 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 más

contribuyen a la distribución de las poblaciones en este plano <tabla E.23.).

El análisis de distancias genéticas ha puesto en evidencia resultados

comparables con los obtenidos por este primer análisis. En las Tablas E.24. y E.25.

aparecen las matrices de distancias genéticas según los métodos de Nei <1972>,

Frevosti <Wright, 1978>, Cavalli-Sforza y Edwards (1967) y Edwards (1971, 1974).

La construcción de los dendrogramas aplicando el algoritmo UPGMA a las matrices

de distancias genéticas ha puesto en evidencia una topología muy similar y en

todos los casos la correspondencia entre la matriz de distancias y el dendrograma

ha resultado óptima, al salir valores de A cofenético muy altos. Por tanto, se ha

elegido representar un único dendrograma, el que presentaba el valor de F

cofenélco más elevado, que en este caso correspondía a la matriz de distancias de

Edwards (Figura E.20.).
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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 población africana que se posiciona

en el centro del grupo. La comunidad de Paredao se sitúa distante del resto de las

comunidades negras, como ya se había constatado en eh análisis de

correspondencias. En último lugar se une España que resulta más distante respecto

de las poblaciones negras.

E.1.3.4.2. 14 POBLACIONESY 8 SISTEMAS <GLOl, AK1, ESD, PGD, ACP1,

PGM1, ABO, RH)

Dado que en el análisis que hemos analizado estaban presentes dos sistemas

con fuerte poder selectivo, que son la GSPD y la hemoglobina, hemos decidido

llevar a cabo este análisis excluyendo ambos marcadores, para evitar que la

semejanza de las poblaciones fuese debida a un factor ambiental y selectivo, más

que a un origen e historia común. Así, hemos podido aumentar el set de datos con

una población más, la comunidad de Trinidad <Tabla E.21 - de datos del análisis

anterior>. En la Figura E.21. aparece la representación bidimensional sobre el primer

y segundo ejes, del análisis 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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Se observa que el resultado es el mismo que el observado en el análisis

anterior. Aparece un cluster muy homogéneo con las cuatro poblaciones indígenas

americanas, otro cluster algo más heterogeneo con todas las comunidades afro-

americanas que incluye algo más distante a Africa, y, por último, aisladas a la

comunidad afro-americana de Paredao y a la población española. Los alelos RHd,

ABC *A ABC 4’B ACP1 ~ y ACP1 *A son os que más contribuyen a la topología

obtenida en esta representación <ver tablas E. .26. y E.27. donde aparecen las

contribuciones relativas y absolutas para poblaciones y alelos de los tres primeros

ejes).

En la Figura E.22. aparece la representación respecto al primer y tercer ejes,

que 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

reordenación, pasando a estar muy representadas las comunidades de Rio Cayapas

y de Paredao, que son las que resultan más distantes respecto a las otras, como

ya había sido puesto en evidencia en el análisis anterior (Ver Figura EA 8 y EA 9.>.

En este caso, los alelos RH*d, ABC*A, ABO4<B, ACP1 *A ACP1 *R y ACP1 ~ son

los que más contribuyen a esta dispersión de las comunidades afro-americanas.

También en este caso, el análisis de distancias genéticas muestra las mismas

relaciones genéticas puestas en evidencia en el análisis de correspondencias. En

las tablas E28 y E.29 aparecen las matrices de distancias genéticas según Nei,

Prevosti, Cavalli-Sforza y Edwards y Edwards.
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EDWARDS (¡971,1974)

f= 1,615

.20 17 13
¡ ¡

.10 .07 .03

RiO CAYAPAS

BLu E FI ELDS

ESTADOS

AFR 1 CA

VICHE

CAMETA

CURIE PE

TRINIDAD

ESPAÑA

PA RE DAO

UNIDOS

IND. CAYAPAS

NO. CAMETA

JND. CURJEPE

INO. PAREDAO

•00

Fig. E.23- Dendrograma obtenido aplicando el algoritmo UPGMA a la matriz de

distancias de Edwards.

Fn 12,65
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Las representaciones son bastante fiables, pues presentan un valor de

correlación cofenética que oscila entre 0,78 para la distancia de Nei hasta 0,92

para la distancia de Edvvards. Como en ú~ caso precedente, se ha elegido

representar el dendrograma que presentaba e~ valor de R cofenético más elevado,

dado que las distintas representaciones presentaban la misma topología. En la

Figura E.23. aparece el dendrograma según la distancia de Edwards, si bien, en

todos los modelos, como en los análisis de distancias efectuados previamente, se

separan netamente dos cluster, uno que contiene todas las poblaciones de

indígenas y el otro con todas las comunidades afro-americanas y Africa. La

posición de la población española y la comunidad afro-americana de Paredao varía

según el método de distancias utilizado, si bien, en todas las representaciones

resulta distinta respecto del cluster que contiene las poblaciones negras.

E.1.3.4.3. 13 POBLACIONES Y 8 SISTEMAS (AK1, ESD, PGD, ACP1, PGM1-IEF,

ABO, PH, HBI?0)

En los análisis 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 G6PDy la GLOl . En cambio, se ha podido añadir la PGM1-

EF, que a su vez, ha obligado a la exclusión de las poblaciones de indios de Brasil,

resultando, finalmente, 13 poblaciones y 14 alelos independientes. En la Tabla

E.30. aparecen las frecuencias alélicas para los diferentes grupos.
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En las tablas E.31 - y E.32. figuran las contribuciones relativas y absolutas

para poblaciones y alelos de los tres primeros ejes, y en las Figuras E24. y E.25.

las representaciones bidimensionales respecto al primer y segundo ejes y al primero

y tercero, respectivamente, del análisis de las correspondencias.

La representación espacial de los dos primeros ejes <Figura E.24.), que

explica el 64% de la variabilidad total, separa la comunidad de indios Cayapas, de

la de españoles y del resto de las comunidades afro-americanas, que, a su vez,

forman un grupo bastante compacto. Africa, que se incluye con las comunidades

de afro-americanos se sitúa más hacia el exterior. La comunidad negra de Rio

Cayapas, la cual está muy bien representada en el segundo eje (Tabla E.31.) resulta

ser la más distante respecto a las otras poblaciones negras, debido a que presenta

la frecuencia de la HB*C muy elevada. Excepto los alelos de las enzimas PGD, ESD

y AK1, el resto son muy informativos contribuyendo en gran medida a la

disposición de las poblaciones en el espacio (Tabla E.322. En la representación

respecto al primer y tercer eje (Figura E.25>, que explica el 60% de la variabilidad,

se mantiene a grosso modo lo visto en la figura anterior, si bien, la comunidad de

Rio Cayapas resulta más similar a Africa que Viche, y menos distante del resto de

las comunidades afro-americanas. Paredao resulta extremamente muy distinto,

presentando para el alelo ABO*B una frecuencia bastante elevada (33%> en

comparación con las otras comunidades afro-americanas. Las comunidades de

“Black Caribs” de Centro América se sitúan bastante próximas entre sí, y con las

otras comunidades afro-americanas. Los indios Cayapas, a causa de la elevada

frecuencia del alelo PGM2*2B, se sitúa distante de las otras poblaciones- Los

alelos que más contribuyen a esta representación, además del ABO4-B y del
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PGM2*2B, son el PGM1*1B ACP1 *A y el RH4,d (Tabla E.32j.

Se han calculado las mismas distancias genéticas que en los análisis

anteriores, y en las Tablas £33. y E.34. aparecen las matrices de distancias

correspondientes, y en la Figura E.26. aparece uno de los dendrogramas, el que

presentaba el valor de A cofenético más elevado, elaborado a partir de la distancia

de Cavalli-Sforza y Edwards. Se observa un gran ciuster formado por todas las

comunidades afro-americanas, junto con Africa. A este gran grupo se unen en

último grado la población española, la comunidad de Paredao, y más distante aún,

la comunidad de indios cayapas. El valor de A cofenético es superior a 0,9 en

todas las representaciones, indicando la buena correspondencia entre la matriz de

distancias y la representación gráfica.

Se ha repetido el mismo análisis excluyendo la HB, por su posible influencia

selectiva, y los resultados, no incluidos aquí, han sido practicamente idénticos.
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Fig. E.26.- Dendrograma aplicando el algoritmo UPGMA a la matriz de distancias

de Cavalli-Sforza y Edwards.
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E.1.3.5. ESTIMA DEL MESTIZAJE:

E.1.3.5.1. CONTRIBUCION DE LAS POBLACIONES PARENTALES EN LAS

COMUNIDADES ANALIZADAS

El análisis de correspondencias y de distancias genéticas nos ha situado a

las dos comunidades analizadas dentro del conjunto de las poblaciones afro-

americanas y respecto a las tres representantes parentales. En general, y siempre

dentro del conjunto de las muestras afro-americanas, las comunidades de Rio

Cayapas y Viche se sitúan más próximas a la población parental africana, mientras

que resulta geneticamente más distante respecto a la componente parental

ind[gena, y más aún con la componente parental caucasoide. Para cuantificar el

aporte de genes procedentes de los tres grupos parentales se ha procedido a

estimar el mestizaje por el método de Krieger (1965). Se han utilizado 14 sistemas

genéticos <ACP1, ADA, AK1, ESD, CA2, POD, G6PD, PGM1, PGM1-IEF, PGM2,

GLOl, HB, ABO, RH> y sus frecuencias en las poblaciones parentales africana,

española y de indios Cayapas aparecen en la tabla E.35.

En la tabla E.36. aparecen los resultados de la estima del mestizaje para

ambas comunidades afro-americanas objeto de este estudio.

Tabla E. 36.- Estimas del mestizaje para las comunidades afro-americanas de Rio
Cayapasy Viche, según el método de Krieger et aL, ¡7965), usando 74
sistemas.

% NEGRO % INDIO % BLANCO

RIO CAYAPAS 76,3 ±16,5 14 1 + 15,0 9,6 ± 18,8
VICHE 60,9 + 14 2 30,4 ± 14,5 8,7 ± 13,9
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Tabla E.35.- Frecuencias de las poblaciones parentales africana, española y de

indios Ca yapas, utilizadas para llevar a cabo el cálculo de la estima del mestizaje.

Ambas comunidades tienen alta proporción de componente

relativamente baja proporción de componente indígena y caucasoide. Las dos

comunidades afro-americanas presentan un porcentaje de componente caucasoide

practicamente idéntico (10 y 9%>, mientras que se diferencian respecto a la

componente indígena, que es mucho más elevada -más del doble- en Viche <30%)

respecto a la de Rio Cayapas (14%).

negro y
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En estas estimas, el error es muy alto, debido al tamaño de las muestras, por

ello estas contribuciones relativas deben interpretarse con precaución, no obstante,

estas indican, sin duda, que en ambas comunidades la mayor contribucción

genética es la africana y que en Viche la componente india es mucho más alta

respecto de la de Rio Cayapas.

El alto componente africano en la comunidad fluvial de Rio Cayapas <76%>,

respecto a la proporción india (15%>, es debido a un relativo aislamiento de esta

comunidad respecto de las comunidades que viven junto a ella. Además, se tienen

que tener en cuenta las leyes, que existían en época colonial, para evitar los

matrimonios entre negros e indios (ver capítulo de Historia, página 42) y el

prejuicio, que actualmente, tienen los indios para casarse con los individuos negros.

Esto ha sido confirmado al estudiar el aporte de alelos típicos negroides de los

sistemas HB, G6PD y CA2, en la comunidad indígena de indios Cayapas, para la

cual este aporte resulté no ser superior a un 2% (Rickards et aL, 1993).

Respecto a la comunidad afro-americana de Viche, que como ya se ha dicho,

es una comunidad urbana, la proporción de genes indígenas es más elevada (30%),

lo cual indica un patrón matrimonial más exógamo. Al no existir documentación

sobre la presencia de comunidades nativas americanas en Viche, el aporte de genes

indígenas es debido al mestizaje con la población ladina o mestiza.

Esta diferencia entre ambas comunidades en el modelo matrimonial ha sido,

también, evidenciado a partir de los datos de biodemografía obtenidos que son

analizados en otro capítulo.
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E.13.5.2. COMPARACION CON OTRAS COMUNIDADES AFRO-AMERICANAS

Un aspecto de interés se refiere a la comparación de las estimas de mestizaje

obtenidas con las de otras comunidades afro-americanas presentes en la literatura;

en la Tabla E.37. aparecen los valores correspondientes y en la Figura £27. una

representación de las mismos. Es de destacar el hecho de que el tipo, número de

sistemas utilizados, así como el método de cálculo, no son en todos los casos

similares, incluso pueden ser muy distintos.

Se puede observar que existen comunidades di y trihíbridas, según presenten

porcentajes para los tres componentes o esté ausente el componente indígena.

Son comunidades dihíbridas las de Jamaica. Cuba y Estados Unidos.

Entre las comunidades trihíbridas se pueden diferenciar dos grandes grupos:

- las que presentan el componente blanco con la proporción más elevada,

entre el 43 y 62% (Aracaju, Natal, Coari, Oriximina, Sao Paolo y Manaus, todas

ellas de Brasil);

- las que presentan predominantemente un componente negro, que oscila

entre el 56 y 80%. En este grupo predominantemente negro, se pueden diferenciar

las distintas proporciones de componente caucasoide e indígena. Por ejemplo, la

comunidad de Viche tiene una contribución indígena del 30%, similar a las

comunidades de Cameta, Bluefields, y los “Black Caribs” de Owia en St. Vincent;

mientras que la comunidad afro-americana de Rio Cayapas, con una proporción

indígena del 1 40/o es más similar a las comunidades de Curiepe y Trombetas

(Bortolini eraL, 1992; Schneider eraL, 1987). Por último, se pone de manifiesto

cómo las comunidades de creoles, presentan un elevado porcentaje de componente

negroide y caucasoide pero, en proporción escasa, el componente indio (Crawford
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1983).

Tabla E.37.- Relación de las comunidades afroamericanas para las cuales se ha

hecho una estima del mestizaje.

POBLAGION

Rio Cayapas
Viche
Seiem
Par edac’
Ata CE) LE

NaU al
Coati
Manaus
Pat InE lflS

Carne Ua
OriXiftliTlE)
Trombetas
Sao Lacio
(NS iIVfli9ii

Cor l&pO
‘T’ap i pa
Trinidad
Pi u ef leí dr
WCSandy Ray
(St - Vincent

WC. Owia
(st Vincent)

C
E
E

St Vincent
- t¡ivingston
jta. Gorda

1kG. Hopkins
1< Stan Greek
Cita. Gorda
CV Scan Greek
(ÁSe)izc= Cit.
Jamaica
HallA
Musatos Cuba
Negros Cuba
LISA

NEORO

76 - 2 /

60 - 91.

27
79 - 1
34
25
14
13
13

49,6

6=

-=4

37 - 5
% 63

7

It 1

9

79 CE

¡CL 2

71 0
¡CL O

7 3

/4o 2

9

9

2
O
97
3 0

INDIO

14,09
30,43
20
2,3
4

17
43
29
51
32,3
23
11

11
14

11-14

33

42 2

32,3
5,4

2204

24, 1
¿30 9
17 ,4

5,2
7E 4
3,6

2

BLANCO

9,64

3,66
53
13, 1
62
58
43
53
36
13,0
57
27

59
23,5

¡ 26-33
25

1

16, 7

9,8
15,6

2,4
4,9

-•05
2 7

-42,8
17,1
16 7
le
15 5

¡ 53
13
75,2
71003

80-70

SISTEMA

14
14

13
12

8
8
6
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11
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13

6
7
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1
1
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1
1
1

1
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Estos resultados del mestizaje obtenidos en poblaciones afro-americanas,

confirman la existencia de una cierta heterogeneidad entre las mismas.

Sin olvidar los posibles errores de muestreo, consecuencia de los tamaños

pequeños en las series analizadas, son varios los factores que han podido influir en

la mezcla de estos grupos, entre ellos son de destacar:

- la distinta historia que ha tenido lugar en las diversas comunidades afro-
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americanas,

- el aislamiento tanto geográfico como cultural,

- los factores microevolutivos, como el “efecto fundador”, “cuello de botella’

o la deriva genética cuya acción se puede ver incrementada a causa de la

dimensión pequeña de los efectivos de muchas de estas poblaciones,

- el tipo de modelo matrimonial que, en algunos casos, ha permitido la

formación de parejas con miembros de distintos grupos, o al contrario.
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Fig. E.27.- Representación gráfica de los porcentajes de componentes caucasoide,

negroide y nativo americano, resultado del mestizaje en las distintas comunidades

A fro-americanas.
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E.2. ADN MITOCONDRIAL: DELECCION REGION V

En la Tabla E.38. aparecen las frecuencias absolutas y relativas de individuos

portadores de la delección de la región Ven las dos comunidades afro-americanas

objeto de este estudio.

Tabla E. 38--- Frecuencia de la delección de la región Ven las comunidades afro-

americanas de Ecuador

Delección Total Frecuencia

Rio Cayapas 2 55 0,036

Viche 10 45 0,222

En la Figura £28. se puede observar el patrón electroforético de fenotipos

que presentan la delección y normales, es decir, con 112 y 121 pb,

respectivamente.

1 23456 7 8910111213

, + -4 +4- + -4 -4

E.28-- Electro foresis en agarosa al 4%Fig. con fenotipos que presentan la

deleccicin y normales.
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Las muestras son reducidas debido a que se han excluido totalmente a los

emparentados y se han garantizado las distintas lineas maternas, al no considerar

segundos apellidos idénticos.

La Tabla £38. indica la presencia de diferencias significativas (p < 0,001)

respecto a la presencia de la delección cuando se comparan ambas comunidades:

Viche presenta porcentajes altos (22%) frente al valor de 3,6% de Rio Cayapas.

Como ya se había puesto en evidencia (ver introducción) se trata de un

marcador muy útil para analizar las comunidades afro-americanas, que como en el

caso de Rio Cayapas y Viche son trihíbridas, y se puede valorar la contribución

genética de la componente indígena. En la Tabla E.39. aparecen las frecuencias de

la delección de la región y en las poblaciones parentales de estas comunidades

afro-americanas de Ecuador, podemos observar que dicha delección sólo está

presente en las comunidades de Indios Cayapas, que son las que viven en el mismo

área de las comunidades analizadas en el presente estudio.

Tabla E.3 9.- Frecuencias de la delección de la región Ven/as poblaciones africana,

española y de indios Ca yapas.

--g Delección

o
o

Africa’
Europa
Indios Cayapas2 41,5

(1) Para las referencias bibliográficas de las comunidades parentales ver el
capitulo 0.3

(2) La frecuencia ha sido calculada en un total de 123 individuos, tomada de
Rickards y Cann (1991> y de datos no publicados.

E’,
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La frecuencia de 41,5% en los indios Cayapas de Ecuador, es comparable

con la que se ha encontrado en los indios Pima de México y U.S.A. (45%> y

superior a la de los indios Maya <21,6%) <Schurr eraL, 1990). Horai eraL, (1993>

en una muestra de indios americanos pertenecientes a distintos grupos ha

encontrado una frecuencia media del 18,0%, no existiendo la delección en algunos

de ellos, como son los indios Ticuna de Brasil (Schurr eral., 1990).

Al comparar la frecuencia entre las dos comunidades afro-americanas de

Ecuador, podemos observar que la comunidad de Viche presenta una frecuencia

bastante mayor respecto de la de rio Cayapas <22% frente a 4%). Este dato

confirma lo que ya había sido puesto en evidencia a partir de los datos de los genes

nucleares, es decir, la relativamente elevada contribución de genes indígenas en el

pool génico de la comunidad afro-americana de Viche. Muy probablemente, estos

genes indígenas hayan sido introducidos por medio de los “ladinos” (resultado de

mezclas de los tres componentes principales>, teniendo en cuenta que no existen

actualmente comunidades de indios en Viche, si bien, no se puede excluir la

posibilidad del aporte de genes indígenas en época antigua, en el momento de la

llegada a Ecuador de estas comunidades negras (ver capítulo de historia), aunque

este aporte fuera pequeño.

La presencia de la delección en la

si bien con una frecuencia baja, puede

la comunidad de indios Cayapas con

antigua, dada la practicamente ausencia

y que se ha mantenido por el sucesivo

biodemografía>.

comunidad afro-americana de Rio Cayapas,

ser explicada por el aporte de genes desde

la que habita, probablemente en época

de cruzamientos mixtos en la actualidad,

aislamiento genético (Ver resultados de
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Por tanto, a modo de resumen, se puede reseñar que e> aporte de genes

desde las comunidades indígenas hasta los individuos negroides de Ecuador, se ha

producido en mayor grado en la localidad de Viche, al menos, con este dato del

ADN mitocondrial, aunque se puede estudiar solamente las lineas maternas, o lo

que es lo mismo, la contribución de las mujeres indígenas al “poo¡” génico de la

población afro-americana.

Este resultado, es comparable con el obtenido para los genes nucleares a

través de ¡a estima del mestizaje. Es decir, que el aporte masculino y femenino

observado a partir de los marcadores proteicos concuerda con lo observado

respecto a un marcador del ADN mitocondrial, el cual refleja solamente el aporte

femenino. Por lo tanto, se puede deducir que han existido parejas reproductoras de

mujeres indias y varones negros, si bien no sabemos hasta que grado han podido

existir cruzamientos de mujeres negras y varones indígenas. Si bien, a través de los

documentos históricos se conoce quela llegada de mujeres africanas fué en menor

número en relación a la de varones, un estudio reciente de Hsieh y Sutton (1992)

en la comunidad negra de Estados Unidos, ha puesto en evidencia al estudiar genes

nucleares y del DNA mitocodndrial que, la contribución de mujeres blancas a la

comunidad negra, ha sido en igual medida que la de hombres, en contra de lo

establecido desde hacia tiempo.
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E.3. ANALISIS BIODEMOGRAFICO:

Al hacer un estudio biodemográfico en comunidades del tipo de las

analizadas en el presente estudio, se plantean una serie de problemas, como es la

falta de archivos, censos, mapas, divisiones políticas claras, etc... e incluso el

grado de entendimiento con los individuos que forman parte de dichas

comunidades. Dicho estudio se ha elaborado con datos aportados por la

comunicación oral y, si bien son escasos, pueden servir de base para el

conocimiento de los patrones matrimoniales y movilidad de los sujetos de ambas

comunidades afro-esmeraldeñas.

E.3.1. COMUNIDAD DE RIO CAYAPAS:

Como ya se indicó en la introducción, la comunidad afro~americana de Rio

Cayapas se sitúa a lo largo del curso del rio, que lleva su nombre, y de sus

afluentes (Fig. D.1 en el capítulo de Material y Métodos). Al analizar las fichas que

se recogieron junto con las muestras de sangre, se ha podido observar que los

lugares de nacimiento de los individuos pertenecen a las parroquias del cantón de

Eloy Alfaro, representado en la Figura E.29.
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Fig. E.29.- Mapa del cantón de Eloy Alfaro, con las distintas parroquias que lo

componen.

Igualmente, a partir de la muestra de población, se ha podido establecer, que

los individuos que habitan en esta zona y que pertenecen a dichas parroquias,

presentan un patrón matrimonial establecido, en donde sólo aparecen parejas de

negros o de indios Cayapas, no habiendose encontrado parejas mixtas. En este

estudio, sólo se han incluido las muestras de los individuos cuyos padres y abuelos

se definían como negros, mientras que los indios Cayapas han sido objeto de otro

estudio (Rickards et aL, 1993).
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A partir del análisis de apellidos, se puede observar que la mayoría

corresponden a apellidos tipicamente de origen colombiano <ver página 43>, que se

presentan con una frecuencia elevada como, por ejemplo: Nazareno (16,3%) Ayovi

(16,3%>, Caicedo (7,9%>... (Figura E.304.

Porcentaje de apellidos en Rio Cayapas
Angulo -~

Arroyo d<
Ayovl ,,

Caicedo rs~z<KYtt~«4<w

>

canga fi
Corozo
Cuero 1

Garc6s
Lastre

Mina
Nazareno

Ortiz
Quiñones ‘

O 10 15 20 25 áV3~
Fig. E. 30.- Frecuencias porcentuales de los apellidos de origen colombiano, frente

a los de otras procedencias, que aparecen en “o tras

Se han elaborado las matrices de migración a partir del lugar de nacimiento

del padre y la madre, individuo y padre e individuo y madre que aparecen en las

tablas E.40., E41. y E.42.
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Tabla FAO.- Matriz de migración según el lugar del nacimiento del padre y de la

madre.

jJ ———1— ¿MiNiApadre madre~ A ECU E Kl O~ E IMJI K

2!0 ~ ~ ~ 01010
E.- Telembi 240 1j0j4jC~<pl Ojo 1 9 11
C.- Sto. Domingo új 21011’ jo ib 0 0¡~ 0
II.- S Francisco 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 ¡ 0 0 0 ¡ 0
E.- Camarones 0 5 ~ 0 13 ¡ 1 a 1 0 0 0 1 0
E. -. Selva Alegre 0 1 0 0 0 0 ¡ 0 1 0 0 0 0 0
O.- Maldonado O 1 1 0 2 3 0 0 0 0 ¡

E.—
1.-

Eorbdn
Anchayacu

0 0 0 o o ej ji 0 0
0 ¡ 0 1 0 1 lc p 0 00 0 0

01 0 ¡
1 ¡

J.-
E.-

La Tola
Limones

0 0 a’ 0 0 0 0 0 0
01010 o~o 0 o o o 0 í

0 01
a

5, Lorenzo 0 2 0 0 1 0 1 0 0 1 2 1 0 ¡
E.--

1W-

Otros cantonesj 0 ¡ 0 0 0 1 0 ¡ 0 0 0 0 0 3 1 0 ¡

Exterior ¡ 0 1 3 í 0 0 [ 0 1 0 0 0 2 1 0 1

Tabla E.41 .- Matriz de migración según el lugar del nacimiento del padre y del

individuo.

:individuo padre A E 0 ¡ 0 E E [ O E 1 J Y E E N

A.- Playa de Oro ¡ 0
E.- Teiembi ú 4
C.- Sto Domingo o o
O.- 5. Francisco 0 0
E. - Camarones o ¡ 1
E.- Selva Alegre 0j4
O.- Maldonado 2
H. - Borb¡Sn O
1 . - ?mchayacu
J.- La Tola 0 1
Y. - Limones o

- 5. Lorenzo ¡
E. - Otros cantones¡
N- Exterior ¡

1 2
0 59
o o
o O
1 3
o o
o o
0 0
o o
o í~
o o
013
o i
0,0

0¡0

¡ 0
110
ojo
310
210
Ojo
0 0
010
0 0
0 o
0 0
0 ¡ 0
O O

0

1

O
17

2
O.
o
O
1
O
0

O

o
1
o
o
O
O
o
o
O
o
o
0
0
o

o o

o o
o o
o o
0 0
010
110
0 2
0 0
0 0

Ojo

o
o
o
o
O
o
O
o
o
o
1
O
0
0

o

o
o
o
O

o
1
1
¡ji

cl

o
o o

0
0
o

1’

0 1
1

Tabla E.42.- Matriz de migración según el lugar del nacimiento de

la madre y del individuo.

individuo madre 1 A

it
1A .- Playa de OroE.- Telembi 2

O.- Sto. Domingo 0
0.-E. Francisco 0

E 0 1 E E

Li 0¡1 0~45 6 ¡ 0 5
1 1 0 1

¡ O 0 0

¡ 0 E 1 jjj K E jMjof’

0 lí~uK¡ oh0 1 jlJ0í~C

0 0 ~0~00¡
0 0 0 OIQ¡ 0 ¡

¡

¡
0
0
0

E.- Camarones 0 2 6 0 11 ¡ 1 0 0 0 1 ¡ ¡
E.-- Selva Alegre
O.- Maldonado

0
0

0
0 0

0 1 6
0 0 1 ¡ 2

0
0

O
O

O
O

0
0

¡

jH--Borbdn
ji.- Anchayaco¡
J-LaTola
LV- Limones

O
O
O
O

5

5

0 Q¡r
¡

0 1
0 0

¡ ¡0

¡ 1 ¡0

~O

0

0
0
0
0

-
-
-
-1

0
0
0 1
3

L.-- S.Lorenzo 1

Otros cantones oExterior ][ [u

0 0

eJ ~ ¡ 0 0

0 F

F~ ~ 1’ ~0
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Las filas y las columnas corresponden a las 11 parroquias del cantón de Eloy

Alfaro, y las tres restantes: una al limítrofe cantón de San Lorenzo, el cual esta

bañado por algunos de los afluentes del rio Cayapas; otra al resto de los cantones

de Esmeraldas, que son Quininde, Esmeraldas, Muisne y Atacames, y la última, a

los individuos que proceden de otras provincias de Ecuador o Colombia.

A partir de estas tres matrices, se ha elaborado la matriz de

progenitores/descendientes que aparece en la tabla E.43., en la cual aparecen

solamente las casillas de las parroquias del cantón de Eloy Alfaro, y tan solo una

columna que indica la procedencia de los progenitores del exterior <donde se

incluyen otros cantones, otras provincias o Colombia).

Tabla E.43.- Matriz de

y de la descendencia.

migración según el lugar del nacimiento de los progenitores

Descend. Progeni. A E O O E E 0 II 1 J x iwigr.

A. - Playa de Oro 2 3 ¡0 0 0 0 2 0 0 0 1
E.- Teiemnbi 2 104 8 0 10 0 5 3 2 2 1 16
¡0.-EtoDomingo 0 1 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0
0.- 5. Francisco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EL-Camarones 1 5 9 028 0 3 0 0 0 0 4
FV-SelvaAlegre 0 0 2 0 3 6 4 0 0 0 0
O.- Maldonado O O 0 0 0 0 4 0 0 0 0
H.-Eorbón O O O O O O O O O O O
1.-Anobayaco 0 0 1 0 1 0 0 0 2 0 o
J.-LaTola 1 8 0 0 2 0 1 0 0 5 0 1

Limones O O 0 0 0 0 0 0 0 0 4 2

Dado el tamaño reducido de la muestra y

columnas correspondientes a las parroquias, exis

representación mínima. Respecto a las parroquias

de Borbón, se ha visto conveniente eliminarlos de

el elevado número de tilas y

ten bastantes casillas con una

de San Francisco de Onzoles y

los análisis posteriores, por no
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estar representadas. En cualquier caso, aunque los datos no son numerosos, la

diagonal que se corresponde con los progenitores y descendientes procedentes de

la misma parroquia, y que aporta el coeficiente de endogamia, incluye la mayoría

de los individuos examinados (60%), mientras que son pocos los procedentes del

exterior del cantón (9,5%).

En la tabla E.44. aparecen las distancias entre las distintas parroquias del

cantón, en kilómetros, calculadas a partir de los mapas como la linea aerea.

Tabla E.44.- Distancias en kilómetros entre las distintas parroquias del cantón de

Eloy Alfaro.

A E C O E E O ¡-1 1 J K

A.- Playa de Oro O
E.- Telembi 17 0
G.- Sto. Domingo 31 15 0
O.— 5. Francisco 31 23 15 0
E.— Camarones 20 13 14 12 0
E.- Selva Alegre 8 18 25 25 15 0
O.- Maldonado 22 32 37 28 23 15 0
H.- Borbón 29 34 36 23 13 21 7 0
1.- Anchayacu 29 26 23 9 13 22 20 15 0
.1.- La Tole 44 49 48 34 37 36 32 16 25 0
K.- Limones 45 52 53 40 41 37 22 18 31 8 0

A partir del Censo de Población para la provincia de Esmeraldas de 1991, se

han estimado los tamaños efectivos (Tabla E.45.>.
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Tabla E.45.- Censos de población en las distintas parroquias, porcentaje de

individuos negros y censo efectivo.

CENSO DE
PC.BLLACION

85%
POE. NEGRA

TAMANO
EFECTIVO

Playa de Oro 215 183 61
Telembí 2235 1900 633
Sto. Domingo 1403 1193 398
5. Francisco 1204 1023 341
Camarones 1589 1351 450
Selva Alegre 1266 1076 359
Maldonado 1772 1506 352
Borbón 4233 3598 1199
Anchayacu 1372 1166 389
La Tela 3600 3060 í020
Limones 6500 5525 1842

Los valores de Fst obtenidos se muestran a continuación:

Fst = 0,03260

Fst esperado = 0,00023586

Dado el tamaño de las subpoblaciones que se estudia, este valor es

bastante más alto de lo que cabría esperarse bajo diferenciación aleatoria, ya que

el valor obtenido bajo condiciones de panmixia es mucho más bajo. Este resultado

nos indica que la comunidad afro-esmeraldeña de Rio Cayapas, se encuentra

relativamente aislada, es bastante endógama, como cabía esperar a partir de los

datos directos de la matriz de migración; y, está en relación con el área de

distribución de esta comunidad en zonas de selva húmeda, si bien, hay que tener

en consideración que se trata de una muestra escasa.

En cuanto a la matriz de parentesco condicional, su ajuste a un espacio

bidimensional mediante el MOS es bastante bueno, dando un estres del 14%. En

la Tabla E.46. aparecen los valores de las coordenadas obtenidas y en la Figura
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E.3’l. la representación gráfica de estas localidades, siendo el origen de las flechas

las coordenadas geográficas y el final las coordenadas “genéticas”, obtenidas

ambas mediante el programa MOS para que las escalas sean comparables.

Tabla E.46.- Coordenadas genéticas y geográficas de las parroquias del cantón de

Eloy Alfaro.

GENETICAS
ABSCISAS ORDENADAS

GEOGRAFICAS
ABSCISAS ORDENADAS

~1

Playa de Oro 0,419 -0,384 1,020 -0,896
Telembi - 0,274 0,546 0,140 -—1,434
Sto. Domingo -0,246 0,353 -0,913 -1,426
Camarones -0,159 0,123 -0,414 -0,675
Selva Alegre 0,527 -0,866 0,567 -0,433
Maldonado - -0,214 -3,125 0,761 0,562
Anchayacu -0,297 0,868 -0,695 0,246
LaTola -0,074 0,182 -0,601 1,916
Limones -0,232 2,303 0,135 2,142
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Fig. E.31 .- Representación de las coordenadas genéticas y geográficas de las

parroquias del cantón de Eloy Alfaro apartir de la matriz de parentesco coudiúnnal

después de aplicar el programa MDS.



Las parroquias se sitúan en general próximas entre sí, con un patrón acorde

con la principal vía de comunicación existente que es el río, ya que se acercan a

una linea diagonal, claramente relacionada con el curso de este medio de

locomoción. La parroquia de Maldonado, sin embargo, se aleja del resto, lo cual

podría indicar que tiene menor proporción de individuos negros que las otras, de

modo que el censo efectivo sería menor <lo cual no es posible verificar porque no

se dispone de censos según el grupo étnico para las distintas parroquias), o bien,

que está más aislada.

E.3.2. COMUNIDAD AFRO-AMERICANA DE VICHE:

La parroquia de Viche se sitúa en el cantón de Quininde, en el cual la cabeza

cantonal es la localidad de Rosa Zarate, también llamada Quininde (Figura E.32.>.
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Fig. E.32. Mapa del cantón de Quininde con sus respectivas parroquias.
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A partir de la información obtenida con cada muestra de sangre, se ha

podido elaborar la tabla E.47. según los componentes de los matrimonios.

Tabla E.47.- Tipos de parejas en la comunidad de Viche.

5 Y NEGRA MULATA MESTIZA LADINA

NEGRO 73 8 1 6

MULATO 6 4 0 2

MESTIZO 1 0 13 0

LADINO 5 1 0 68

Para el presente estudio sólo se han tenido en consideración los individuos

cuyos padres y abuelos se consideraban negros.

Igualmente, a partir de dichas fichas se ha hecho un estudio de los apellidos,

viendo la frecuencia de aparición de los mismos. En conjunto aparece mucha

variedad, y la presencia de apellidos tipicamente colombianos es baja, por ejemplo:

Nazareno <2,20/o>, Ayoví(1,5%), Caicedo (O0/o>.., mientras que son abundantes los

de otros orígenes que alcanzan el 71,3%, como es el caso de Estupiñan que

procede de la costa norte de Esmeraldas (ver página 44) (Figura E.34.>.

322

5, -



Porcentaje de apellidos en Viche
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Fig. E.34.- Frecuencias porcentuales de los apellidos de origen colombiano, así

como los de otro origen distinto.

Se han elaborado las matrices de migración según el lugar de nacimiento del

padre y la madre, individuo y padre e individuo y madre que aparecen en las tablas

E.48., E.49. y E.50.

Tabla E.48.- Matriz de migración según e/lugar de nacimiento del padre y de la

madre.
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Tabla E.7.- Matriz de migración según el lugar de nacimiento del individuo y del

padre.

Individuo Padre A E O D E E ¡0 ¡0

A.- Viche 10 0 1 0 1 5
5.-Cubo 0 2 0 1 0 0
¿-Chura 0 0 1 0 0 0
U.- Rosa Zarate 0 0 0 0 0 1
E.- Malimpia £ 0 0 0 1 0
E.- Esm+Mui+Ata. 0 0 0 0 0 11
¡0.- Elo~ S.Lor. 0 0 C¡ 0 0 0 2
11.-Exterior ¡0 o 0 2

Tabla E.7.- Matriz de migración según el lugar de nacimiento del individuo y de la

madre.

Individuo Madre A E O D E E (3 1]

A.- Viche 11 1 0 1 ¡0 4
5.-Cubo ¡0 3 0 1 0 1 c
¿ - - Chura 0 0 1 0 0 1
U.- Rosa Zarate 0 0 0 1 1 0
E.- Malimpia O 0 0 0 0 1 ¡0
E.- Esm+Mui+Ata 1 1 0 2 0 12
O.- Eioy+ S.Lor. 0 0 0 0 0 1 2 ¡¡

U.- Exterior 0 0 0 0 0 0 0 0

Las filas y las columnas corresponden a las E parroquias del

Quininde, y las tres restantes, una a los cantones de Esmeraldas, Muisne y

Atacames, otra a los cantones de San Lorenzo y Eloy Alfaro, y la última, los

individuos que proceden de otras provincias de Ecuador o Colombia. Es de reseñar

que el aporte de individuos procedentes del vecino cantón de Esmeraldas, limítrofe

con Viche, resulta ser importante, no sólo respecto a los progenitores, sino a los

mismos individuos estudiados (76% en la de padre e individuo, 68% en la de

maoru e individuo y 640/o en la de padre y madre>.

A partir de estas tres matrices se ha elaborado la matriz de progenitores 1
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descendientes (tabla E.51 .), en donde aparecen solamente las casillas de las

parroquias del cantón de Quininde, y tan sólo una columna, que incluye la

procedencia de los progenitores del exterior, donde se incluyen otros cantones,

tras provincias o Colombia.

Tabla E.51 .- Matriz de migración según el lugar de nacimiento de los progenitores

y de la descendencia.

Aunque el tamaño de la muestra analizada es reducida cabe destacar que,

de nuevo, es la diagonal principal la mejor representada <40,5%> y, además, la

columna de progenitores procedentes del exterior constituye un 43,2% del total.

Las distancias kilométricas entre las distintas parroquias del cantón se han

calculado en línea recta, y figuran en la tabla E.52.

Tabla E. 52.- Distancias en kilómetros entre las distintas parroquias del cantón de

Quininde.

A B C 19 E

A.- Viche
E.- Cube
CX- Chira
19.— Rosa Zarate
E.- Malimpia

1
13

9
39
31

1
17
35
31

3
30
20

1
11 0
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A partir del Censo de Población de la Provincia de Esmeraldas, de 1991, se

han calculado los tamaños efectivos de población para las distintas parroquias

(Tabla E.53.).

Tabla E.53.- Censos de población en las distintas parroquias, porcentaje de

individuos negros y censo efectivo.

CENSO DE
POBLACION

20%
POR. NEGRA

TAMANO
EFECTIVO

viche
Cube
Chura
Rosa Zarate
Malimpia

3026
6807
3400

38269
11178

605
1361

680
7654
2236

202
454
227

2551
745

Los valores de Fst son:

Fst = 0,00016

Fst esperado = 0,00016

La concordancia entre el valor de Fst y el calculado en condiciones de

panmixia podría indicar que el flujo génico hacia esta comunidad es importante, por

lo tanto, no se puede considerar como una “población en sentido estricto”, dado

que no se encuentra aislada de las que la rodean. Esta consideración, también se

puede corroborar en las matrices E.49. y E.50. de la procedencia de los padres,

donde se observa, que buena parte de ellos proceden del cantón vecino de

Esmeraldas. No obstante, cabe por señalar que el tamaño de la muestra es muy

pequeño y el margen de error muy amplio. En este caso los datos genéticos, de

nuevo, se ven corroborados por lo resultados obtenidos a partir de las matrices de
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migración ya que, por ejemplo, las estimaciones del grado de mestizaje indican un

elevado componente indígena, y por tanto la exogamia de la comunidad.

En la Tabla E.54. aparecen los valores de las coordenadas genéticas y

geográficas

Tabla E.54.- Coordenadas genéticas y geográficas de las parroquias del cantón de

Eloy Alfaro.

GENETICAS

ABSCISAS ORDENADAS

GEOGRAFICAS

ABSCISAS ORDENADAS

Viche
Cube
Chura
Rosa Zarate
Malimpia

2,065
--1,985

0,009
0,077

-0,013

0,665
0,701

-0847
-0,292
-0,227

0,284
-0,866

0,578
-0,411

0,415

1,416
1,114
0,555

-0,843
-1,241

En la Figura E.34. se observa la distribución topológica del parentesco

mediante el MDS, que muestra como las parroquias de Viche y Cube se encuentran

relativamente aisladas entre sí y del resto de las parroquias, tanto geograficamente

como geneticamente. Por otra parte, las otras tres parroquias que se encuentran

distantes geograficamente, presentan un importante intercambio genético,

quedando la cabeza cantonal de Rosa Zarate (Quininde>, como polo de atracción

de la migración.

327



EJE II
VICHE

—2

Fig. E.34. Distribución topológica de las parroquias del cantón de Quininde.

E.3.3. COMPARACION ENTRE LAS DOS COMUNIDADES

ANALIZADAS

Al comparar ambas comunidades podemos observar que:

- Tienen un patrón matrimonial muy diferente. La comunidad de Rio Cayapas

sÓlo presenta parejas puras entre negros o entre indios, mientras que en Viche

aparecen un amplio grupo de individuos mixtos, lo cual ya se había puesto de

manifiesto al calcular el grado de mestizaje de ambas comunidades.

- Por el análisis de apellidos, se observa como en Rio Cayapas existe poca

variedad de apellidos, los cuales presentan una frecuencia elevada, y que, en su

mayoría, son de origen colombiano. En Viche existe una mayor heterogeneidad, y,

en una proporción bastante alta, son apellidos con origen diverso.

- A partir de las matrices de migración se observa como Viche es más

CUBE
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ROSA ¡ARAR
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exogama que la comunidad de Rio Cayapas, ya que un elevado número de

progenitores proceden de otro cantón, que es el limítrofe de Esmeraldas.

- Al comparar el valor de Fst obtenido a partir de las matrices de migración,

se observa que en Viche es mucho más bajo respecto del de Rio Cayapas. a su

vez, si se comparan con los valores de Fst obtenidos bajo condiciones de panmixia,

se observa que en Viche coinciden, mientras que en Rio Cayapas es cien veces

menor, indicando un mayor aislamiento de esta comunidad respecto a Viche. Si se

relacionan dichos valores con los calculados para otras poblaciones humanas (Tabla

E.55.>, se puede observar que los valores de Fst son más bajos cuanto más

primitiva es la población, y en estudios llevados a cabo durante un periodo de

tiempo en varias generaciones, se encuentra que en épocas más antiguas existen

valores de Fst más altos (Jorde, 1980>. Se puede, por tanto, concluir, que la

comunidad de Viche es una comunidad más abierta y menos “primitiva” respecto

a Rio Cayapas. Este resultado confirma la información histórica referente al origen

de estas comunidades, en el sentido de que Viche es una localidad incialmente

formada por ladinos, a la que llegaron, aproximadamente, hace 40 años, grupos

negros que se han mezclado en gran medida con la población allí existente. En

cambio, Rio Cayapas está formada por grupos negros que allí se establecieron

desde los comienzos de la llegada de esclavos a América, y allí se han mantenido

relativamente aislados hasta la actualidad.
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Tabla E.5 5.- Valores de F8, a partir de matrices de migración para distintas

poblaciones (tomados de Jorde, 1980).

Pat aub. Pohlac:on Referencia Bibliográfica

0,0355 10 Indios Papago, 1900 Workman es al., 1973
0,0027 10 Indios Papago, 1959
0,0077 10 Indios Papago, 1900-GO
0,0324 5 Juang (Sr. avanzada India> Ray, 197$
0,0045 16 Juang (primitiva India>
0,0045 9 Kong Harpending y denlcine, 1974
0,0492 15 Bougaimviííe (N.Zelanda) Friedtaender, 197$
0,0116 - Valle de Parma Cavaíli-Sforza, 1958, 1963
0,0109 - Islas Alsod, 1750 Mielke es al., 1976
0,0003 - Islas Aland, 1950
0,0043 11 lelas Aland, pre-1900
0,015 - Pigmeos Cavalli-Sforza, 1969
0,013 6 Pueblos sayas (Guatemala> Cavalli-Sforza y Bodmer, 1971
0,0004 9 Islandia, 1900 lerda, 1930

004 12 Massachusetts, 1790-1809 Swedlund y Mielke, oit. ¿Torda, 1930
0,0003 12 Maseachueette, 1810-1829

002 12 Massachusetts, 1330-1349

- Por Ultimo, cabe indicar que, al comparar las coordenadas geográficas y

genéticas en ambas comunidades, se observa que para Viche están mucho más

alejadas, mientras que en el caso de Rio Cayapas están muy próximas, incidiendo

de nuevo en el grado de aislamiento de dicha comunidad, si bien es evidente la

comunicación a lo largo del rio entre las distintas parroquias.
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F. RESUMEN Y CONCLUSIONES



En el presente trabajo se ha estudiado la estructura genética de las

comunidades afro-americanas de Rio Cayapas y Viche (Provincia de Esmeraldas,

Noroeste de Ecuador>. Para ello, inicialmente, se ha revisado la bibliografía

concerniente a la historia, cultura y aspectos sociales de este área.

Para caracterizar estas comunidades se han analizado los marcadores

proteicos ACP1. ADA. AK1. ESD, CA2. 6101, GGPD, PGD. PGM1, PGM1-IEF.

PGM1-Tr/Ts. PGM2 y HBB en 255 individuos. Las frecuencias alélicas de estos

sistemas han definido a cada una de estas comunidades, lo cual ha servido de base

para compararlas entre sí y con el conjunto de las otras comunidades afro-

americanas. Asi mismo, se han relacionado con series representativas de población

africana, española y con una muestra de indios Cayapas, residentes estos últimos,

en el mismo área de distribución.

Se ha analizado mediante un test de j la heterogeneidad entre ambas

comunidades afro-americanas de Ecuador y, a través del cálculo de Fst de Wright.

el grado de heterogeneidad genética en el conjunto de las comunidades afro-

americanas, a partir de alelos considerados como selectivamente neutros.

En un segundo nivel, considerando en conjunto el total de los marcadores

y poblaciones, se han llevado a cabo una serie de análisis multivariados <analisis

de correspondencias y distancias genéticas>. Los resultados de estos análisis nos

han llevado a la consideración de que las comunidades afro-americanas son muy

distintas de las poblaciones indígenas de América y de la parental española, pero

muy relacionadas con la población parental africana. En el caso de las comunidades
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de Ecuador, analizadas en este estudio, Viche siempre presenta mayor similitud con

las otras comunidades afro-americanas, en particular, con Bluefields (Nicaragua),

Curiepe (Venezuela) o Estados Unidos, mientras que la comunidad afro-

esmeraldeña de Rio Cayapas, dentro del rango de variación de estas comunidades,

se destaca, sobre todo, por la elevada frecuencia de HBB*C (13,4% frente al 0-5%

que es el intervalo encontrado para las otras comunidades afro-americanas>.

Para cuantificar las relaciones con las poblaciones parentales y valorar su

aporte al “pooí” génico de las dos comundiades afro-esmeraldeñas, se ha hecho

una estima del mestizaje dando como resultado que ambas comunidades tienen

aun gran porcentaje de componente africano (76 en Rio Cayapas y 61 % en Viche),

si bien difieren fundamentalmente, en la proporción de componente indígena, que

en Viche es del 30% frente a un 14% para Rio Cayapas.

El aporte de genes indígenas en estas comunidades afro-americanas, también

se ha estudiado por un marcador del DNA mitocondrial, la delección de la región

y. Su presencia es típica en ciertas poblaciones de Asia y, en algunas

descendientes de estas, como son los indígenas americanos. La frecuencia de dicha

delección ha corroborado el dato del mestizaje, con una frecuencia mucho mayor

en Viche (22,2%> que en Rio Cayapas <3,6%>. Este marcador, de transmisión

materna, ha permitido concluir que en alguna época de la historia de estas

comunidades, mujeres indígenas han introducido su “pooí” génico en las

comunidades afro-americanas aspecto que se vé confirmado por los datos

históricos.
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Paralelamente, a partir de la información biodemográfica, el análisis de

ambas comunidades ha aportado datos muy útiles y acordes con lo obtenido a

través del análisis genético, cuya interpretación resulta así muy favorecida.

La comunidad de Viche presenta un patrón matrimonial más abierto respecto

a la comunidad de Rio Cayapas: así, en la primera, los cruzamientos no suceden

unicamente entre individuos de un mismo grupo, sino que se originan parejas

mixtas dando lugar a mestizos, mulatos y ladinos, que en Rio Cayapas no

aparecen. Aspectos culturales e históricos inciden en estos patrones.

El análisis de los apellidos refleja que en Rio Cayapas aparecen en gran

proporción los apellidos de origen colombiano, mientras que en Viche son menos

abundantes y existen una serie de ellos que en la primera comunidad no aparecen.

Las matrices de migración y el cálculo de Fst a partir de datos

biodemográficos han puesto de manifiesto que Rio Cayapas presenta pocos

individuos procedentes del exterior del cantón, mientras que en Viche se dan con

cierta frecuencia, como resultado la primera aparece como una comunidad muy

endógama y aislada, frente a una población abierta y con mucha exogamia, como

es Viche. Estos resultados de nuevo confirman los datos genéticos e históricos.

A partir de estos resultados, se puede CONCLUIR:

1) Ambas comunidades afro-esmeraldeñas de Ecuador se incluyen dentro del

rango de variabilidad de las comunidades afro-americanas, respecto a los caracteres

proteicos aquí considerados.

2> Viche y Rio Cayapas, próximas geograficamente, resultan relativamente
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distintas desde el punto de vista de su estructura genética.

3) Hay una serie de alelas proteicas que evidencian la introducción de genes

desde las distintas poblaciones parentales como son el CA2*2, HBIA*S, H613*C,

G6PD*A, G6PD*A~, PGM22 (marcadores negroides) yADA2, AK1 2, PGM1 *Ts

(marcadores caucasoides).

4) En ambas comunidades ha existido un aporte indígena, aunque en distinto

grado, lo cual complementa los datos culturales e históricos.

5) De dicho aporte indígena, sabemos con seguridad, que en parte han sido

muieres, porque queda reflelado en el análisis de la delección de la región V del

DNA mitocodrial.

6) Los datos de marcadores nucleares, que han permitido el cálculo del

mestizaje, son acordes con la frecuencia de la delección de la región V del DNA

mitocondrial.

7) La inclusión o no de marcadores influidos por la selección, como son la

HBIA y la G6PD, no alteran el patrón general de relaciones genéticas de las

poblaciones en los análisis multivariados.

8> Las matrices de migración arrojan información acerca del grado de

aislamiento de estas comunidades y aparece claramente en Rio Cayapas un mayor

grado de endogamia respecto a Viche.

9> El análisis de apellidos permite conocer el origen de estos, así como la

introducción de nuevos individuos en el “poal” génico de la población procedentes

de otros lugares y grupos.

10) La comunidad de Rio Cayapas, dispersa a lo largo del rio, se ha originado

antes que Viche, en parte, resultado de las migraciones desde Colombia, quedando
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relativamente aislada.

11) La comunidad de Viche, con un origen posterior, corresponde a una

localidad de Esmeraldas, inicialmente poblada por ladinos, y ha recibido gran

cantidad de migrantes que la han hecho ampliar su “pooí” génico.

Por tanto, con esta investigación se ha puesto de manifiesto una vez más

que el estudio de los marcadores proteicos y de segmentos del DNA caracterizan

en gran medida a las poblaciones. Estos datos, junto a los biodemográficos,

aportan una información muy valiosa y de gran utilidad para reconstruir la historia

evolutiva de las poblaciones.

Las comunidades de Rio Cayapas y Viche, en Ecuador, al igual que otras

comunidades afro-americanas, presentan una serie de características que hacen

difícil su supervivencia, debido a su aislamiento científico y tecnológico, o bien a

su elevado mestizaje. Así, se hace necesario su estudio inmediato para aportar

nueva información sobre la diversidad humana actual y contribuir al conocimiento

de la historia evolutiva de nuestra especie.
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