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RESUMEN

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos del estudio de la variabilidad genética de
tres grupos étnicos de Ecuador (waorani, kichwa y mestizo) mediante marcadores de
contrastado valor antropoldgico y forense. Mas concretamente se estudié el ADN mitocondrial
y 10 STRs del cromosoma X de los tres grupos ecuatorianos. En el caso de la poblacion kichwa
y mestiza se complementd el anadlisis con el estudio de los linajes paternos mediante la
caracterizacion de 17 STRs y SNPs del cromosoma Y.

Las diferencias observadas en el acervo genético de los tres grupos étnicos estudiados pueden
correlacionarse con los diferentes sucesos histéricos y demograficos acontecidos en estas
poblaciones.

La poblacién amerindia waorani ha mostrado una diversidad genética muy baja para los
marcadores analizados, especialmente en su ADNmt, dénde tan solo se han podido hallar dos
haplotipos distintos entre los individuos analizados. De hecho, los resultados obtenidos
muestran que los Waoranis presentan una de las variabilidades mas bajas descritas hasta la
fecha para poblaciones americanas en estudios de ADNmt. Esta baja diversidad genética
observada probablemente es el resultado de sucesivos episodios de deriva genética
favorecidos, por un lado, por el largo aislamiento geogréafico de la poblaciéon (con escasos
intercambios interétnicos y elevada endogamia), y por otro lado, por el reducido tamafio
poblacional consecuencia de la elevada tasa de mortalidad reportada entre los Waorani (con
una de las tasas de homicidio mas elevadas de la historia). Asimismo en este grupo amerindio
se han identificado Unicamente dos haplogrupos (A2: 91% y D1: 9%), de origen nativo
americano, lo que también puede ser indicativo de un importante efecto fundador en los
linajes mitocondriales

La otra poblacién amerindia analizada, la kichwa, ha presentado valores de diversidad genética
superiores a los Waorani, pero acordes con lo observado en otras poblaciones amerindias. El
estudio del ADNmt y cromosoma Y ha revelado la presencia de linajes maternos (haplogrupos
A: 49%, B: 3%, C: 8% y D: 40%) y paternos (haplogrupos Q: 63%, C3*: 37%) de origen
exclusivamente nativo americano. En este sentido, despierta gran interés el hallazgo del linaje
del cromosoma Y C3* (M217), pues en poblaciones americanas se ha descrito Unicamente la
presencia del linaje derivado C3b (P39) (en Norteamérica) con la excepcién de algunos
individuos waorani, kichwa y wayuu (de Colombia) que presentan también C3*. La presencia
de este linaje, mas antiguo que C3b, en poblaciones sudamericanas abre nuevos interrogantes,
pues seria de esperar que en el sur del continente se hallaran los mismos linajes que en el
norte, o en todo caso linajes derivados. Por otro lado, la comparacién con otras poblaciones ha
permitido determinar una mayor cercania genética de los Kichwas con grupos del norte de
Sudamérica y de Mesoamérica. No obstante, las comparaciones con otros grupos Quechua
parlantes, y por lo tanto linglisticamente afines a los Kichwa de Ecuador, no evidencian la
existencia de un importante sustrato genético comun entre ellos. Esto parece indicar que la
expansion del Quechua tuvo un mayor impacto cultural que genético en este grupo
ecuatoriano.
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En lo referente a la poblacién mestiza, el estudio genético del cromosoma Y ha confirmado la
naturaleza trihibrida de dicho grupo, con un 50% de linajes de origen euroasiatico, 36%
amerindio y 11% africano. El hallazgo de linajes mitocondriales de origen exclusivamente
nativo americano (A: 33%, B: 33%, C: 10% y D: 24%), junto con la importante presencia de
haplotipos del cromosoma Y de origen europeo permiten poner en evidencia la asimetria
sexual que se produjo en este grupo durante el periodo colonial, con un predominio de
enlaces entre mujeres amerindias y varones europeos.

Finalmente el estudio comparativo entre los grupos ecuatorianos ha permitido constatar la
gran heterogeneidad existente dentro de la poblacién ecuatoriana que se comprueba tanto
para los marcadores uniparentales como para el cromosoma X. Desde una perspectiva
antropoldgica, esto sefiala el importante papel que puede haber tenido la deriva genética en la
composicion del acervo genético actual de estas poblaciones, asi como posibles efectos
fundadores. Por otro lado, desde el punto de vista forense, las diferencias observadas entre
grupos ratifica la necesidad de establecer bases de datos verdaderamente representativas de
la realidad poblacional del pais y que reflejen la variabilidad genética de las distintas etnias. En
este sentido, también se ha comprobado la eficiencia forense de los marcadores utilizados en
la poblacion mestiza y kichwa, siendo sin embargo esa eficiencia menor en la poblacidon
waorani, al tratarse de un grupo con una elevada endogamia y una diversidad genética muy
reducida.

En sintesis, este trabajo constituye una importante contribucion a la caracterizacién genética
de una poblacién tan diversa y multiétnica como la ecuatoriana, logrando un mejor
conocimiento de su pasado a través del estudio del patrimonio genético actual de los distintos
grupos étnicos analizados. Por otro lado se ha generado una base de datos poblacional que
hasta la fecha estaba incompleta y que resulta imprescindible para la resolucion de casos
forenses en los que individuos de origen ecuatoriano puedan estar involucrados.



SUMMARY

This thesis presents the results from the study of the genetic variation in three ethnic groups
from Ecuador (Waorani, Kichwa and Mestizo) through valuable markers for anthropological
and forensic purposes. The analysis of mtDNA and 10 X-STRs was performed in the three
Ecuadorian groups, and additional Y chromosome studies were conducted in the Kichwa and
Mestizo populations, with the determination of 17 Y-STRs and Y-SNPs in the male individuals.

Different patterns on genetic variation were observed among ethnic groups, which may be
explained by the singular historical and demographic events occurred in each population.

The Waorani population presented an exceptionally low genetic diversity for the analyzed
markers, especially for mtDNA since only two different haplotypes have been described among
the individuals examined. In fact, the results showed that this Amerindian group presented
one of the lowest mitochondrial variability described until now in American populations. This
remarkably low diversity could be the result of recurrent genetic drift events that were
probably reinforced by the long isolation (with scarce gene flow with other ethnic groups and
high endogamy), as well as by the small size of this population, consequence of the continuous
interethnic and internal quarrels (they had one of the highest rate of homicide of any society
known). Furthermore the identification of just two of the main Native American haplogroups
(A2:91% and D1: 9%), could be indicative of strong founder events in maternal lineages.

The Kichwa population showed higher diversity values than the Waorani, but concordant with
other Amerindian populations. MtDNA and Y chromosomal studies revealed that the maternal
(Hg A: 49% B: 3%, C: 8%, and D: 40%) and paternal lineages (Hg Q: 63%, and C3*: 37%), were
exclusively Native American. In this context, it is remarkable the identification of the C3*
(M217) lineage, since C3b (P39) is the only C lineage described in American populations (more
specifically in North America), with the exception of other Ecuadorian and Wayuu (Colombian)
individuals where haplogroup C3* has also been found. The presence of the C3* lineage, more
ancient than C3b, in South America can lead to new questions concerning the settlement in
the south of the continent, since it would be expected to find the same or derived lineages
than in the north. On the other hand, the comparison with other American groups has showed
genetic similarity among Kichwa and northern South American and Mesoamerican groups.
However non-close genetic relationships could be established among Kichwa and other
Quechua-speaking groups, even though a common gene pool was expected to be found as
result of linguistic affinities. Thus, this could suggest that the effect of the Quechua expansion
is more evident in a cultural rather than in a genetic level in this population.

The genetic studies in the Mestizo population revealed the trihybrid nature of this group
through the Y chromosome lineages, with variable proportions of Eurasian (50%), American
(39%), and African (11%) lineages. Furthermore, the high proportion of European paternal
lineages in addition to the finding of only Native American maternal lineages (A: 33%, B: 33%,
C: 10%, and D: 24%), evidenced the asymmetric pattern of mating during the colonial period
involving mostly immigrant men (especially Spanish) and native women.
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Finally, the comparative study among the three ethnic groups revealed the existence of
genetic heterogeneity within the Ecuadorian population, when concerning uniparental and X
chromosome markers. From an anthropological point of view, this could be indicative of the
genetic drift impact on the gene population pool, as well as possible founder effects.
Forensically, the genetic differentiation observed in the population reinforced the necessity of
creating databases that collect the genetic diversity of different ethnic groups, giving a more
complete picture of the current genetic composition of Ecuador. Additionally, parameters of
forensic interest showed that the different markers studied are highly efficient in Kichwa and
Mestizo populations, but this efficiency becomes lower in the Waorani group because of its
high endogamy and reduced genetic diversity.

In summary, this work constitutes an important contribution to the genetic characterization of
the multiethnic and diverse population of Ecuador, providing a better knowledge of its history
through the genetic analysis of different ethnic groups. Furthermore, the data obtained have
allowed the creation of a population genetic database, which becomes crucial for the
resolution of forensic cases where Ecuadorian individuals are involved.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNmt: Acido desoxirribonucleico mitocondrial
ADNN: Acido desoxirribonucleico nuclear
AMOVA:  Analisis de Varianza Molecular

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosin trifosfato

CP: Comunicacion Personal

CRS: Secuencia de referencia de Cambridge
DHPLC: Denaturing High Performance Liquid Chromatograph
D-Loop: Displacement loop

dNTP: Desoxinucledtido trifosfato

ddNTP: Didesoxinucleétido trifosfato

EDTA: Acido Etilen-Diaminotetraacético
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Genetics
HWE: Equilibrio Hardy Weinberg
Hg: Haplogrupo
HVS: Region hipervariable del ADN mitocondrial
Kb Kilobases
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PAR: Pseudoautosomal Region
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PD: Poder de discriminacion
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SAP: Shrimp Alkaline Phosphatase
SDS: Dodecil Sulfato de Sodio
Seg: Segundos
S.: Siglo
STRs: Repeticiones cortas en tdndem
SNPs: Polimorfismos de un solo nucleétido
Taq: Termus aquaticus
TBE: Tris-borato-EDTA
TE: Tris-EDTA
V: Voltios
Vol.: Volumen

X-SNPs: SNPs del cromosoma X

X-STRs: STRs del cromosoma X

YAP: Polimorfismo Alu del cromosoma Y
YCC: Y Chromosome Consortium
Y-SNPs: SNPs del cromosoma Y

Y-STRs: STRs del cromosoma Y
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INTRODUCCION

1. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENETICA HUMANA

La variabilidad genética humana es la base fundamental sobre la que se asientan disciplinas
como la Genética Médica, Genética de Poblaciones o la Genética Forense. No obstante, en
comparacién con otras especies, la especie humana puede considerarse relativamente
homogénea. Asi dos personas tomadas al azar se distinguen, en promedio, en tan solo un 0.1%
de las bases nucleotidicas que conforman su ADN, o expresado de otra forma, discrepan en
unos 6 millones de pares de bases (pb). Se estima que la mayor parte de estas diferencias
genéticas se encuentran dentro de las propias poblaciones (85%), mientras que las variaciones
entre poblaciones son escasas (15%) (Comas, 2010; Jorde y Wooding, 2004).

Esta baja diversidad genética ha obligado a estudiar aquellas regiones del genoma que aportan
mayor informacién a la hora de detectar cambios entre los individuos. De la bateria de
marcadores actualmente disponibles para el estudio de las poblaciones humanas, el ADN
mitocondrial (ADNmt) y el cromosoma Y se han convertido en dos de los sistemas mas
estudiados, debido principalmente a sus propiedades uniparentales (herencia exclusivamente
materna y paterna, respectivamente) (van Oven y Kayser, 2009; Roewer et al., 2005; Underhill,
2003; Bailliet et al., 1994). Mas recientemente también ha ganado importancia otro marcador
con herencia diferencial entre ambos sexos, el cromosoma X (Heyer y Segurel, 2010; Lambert
et al., 2010). Todos estos marcadores presentan unas caracteristicas exclusivas que los
convierten en herramientas muy valiosas tanto desde un punto antropolégico como forense.

2. ELADN MITOCONDRIAL

2.1. Organizacion gendmica

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula circular y cerrada que se localiza en el interior
de las mitocondrias celulares, orgdnulos responsables del metabolismo energético celular
generando ATP a través del proceso de fosforilacién oxidativa.

La secuencia completa del genoma mitocondrial
humano fue descrita por primera vez por
Anderson et al. en 1981 (Anderson et al., 1981).
Su tamafio es de aproximadamente 16.569 pb, y
estd formado por dos hebras complementarias: la
cadena pesada o H (Heavy), rica en bases puricas;
y la cadena ligera o L (Light), con una mayor
proporcién de bases pirimidinicas (Figura 1).

Figura 1. Esquema del ADNmt humano. Se representan las
dos cadenas con los genes que codifican. OL y OH

simbolizan los origenes de replicacion de la cadena ligera y

03 = L
Arg COF irpased "

la pesada. PL y PH los origenes de transcripcion. El D-loop
corresponde a la region de control.

ATPase 6
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Este sistema genético presenta unas caracteristicas Unicas de simplicidad y economia. Su
organizacién genética es muy compacta, sin presencia de intrones en los genes. Esta economia
organizativa se explicaria por la teoria endosimbionte, por la que la mitocondria habria
reducido al minimo su genoma a lo largo de la evolucidn (Margulis, 1981). Segln esta teoria las
mitocondrias son producto de la simbiosis establecida hace unos 1.500 millones de afios entre
bacterias aerobias y células proto-eucariotas. Como consecuencia de esta relacién, la bacteria
habria relegado parte de sus funciones a la célula, perdiendo parte de su autonomia. De ahi,
qgue la mayor parte de las proteinas mitocondriales sean codificadas por el ADN nuclear
(ADNnN), y tan solo una pequefia fraccion por el ADNmt.

El genoma mitocondrial se organiza en dos regiones bien definidas, la regién codificante y la
region no codificante o de control. La region codificante representa el 90% del ADNmt.
Contiene pocos genes, un total de 37 (28 codificados por la cadena pesada y 9 por la ligera): 13
gue codifican para polipéptidos involucrados en el sistema de fosforilacion oxidativa, 2 para
ARNs ribosomales (12S y 16S) y 22 para ARNs de transferencia (Pakendorf y Stoneking, 2005).

La regién control o no codificante corresponde al 10% del genoma restante. Esta region
también se conoce como asa de desplazamiento (D-loop o bucle D) por la estructura visible en
el microscopio electrénico que se forma durante la replicacion del ADNmt. Este segmento
presenta un tamafio de aproximadamente 1120 pb, y se halla situado entre los genes del ARN
de transferencia de la prolina y la fenilalanina. Se trata de una zona muy polimdrfica, en ella se
localizan dos segmentos hipervariables de aproximadamente 400pb: HVSI y HVSIl. Ambas
regiones han sido utilizadas extensamente en estudios de genética poblacional y forense.
Existe una tercera regidn hipervariable (HVSIII), pero la falta de estudios limita su uso. La
region control es la menos conservada entre las distintas especies (Walberg 1981), y mas del
96% de los cambios de bases son transiciones (Greenberg et al., 1983).

El andlisis del ADNmt se realiza en base a la comparacién con una secuencia de referencia.
Inicialmente se utilizd la denominada secuencia de referencia de Anderson (CRS o Cambridge
Reference Sequence) (Anderson et al., 1981). No obstante, posteriormente dicha secuencia fue
revisada por Andrews et al. (1999). Por lo que actualmente se utiliza esta nueva secuencia
conocida como rCRS (revised Cambridge Reference Sequence) para realizar las comparaciones.

2.2. Propiedades del ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial presenta unas caracteristicas Unicas que lo distinguen del ADN nuclear:

Poliplasmia

Aungue el ADN mitocondrial constituye menos del 1% del ADN celular total, se presenta en un
elevado numero de copias en cada mitocondria y por extensidn en cada célula (poliplasmia).
Cada mitocondria contiene entre 2 y 10 copias de esta molécula de ADN, y a su vez cada célula
puede contener cientos de mitocondrias, con lo que el nimero de copias de ADNmt oscilara
entre 1.000 y 10.000, dependiendo de cada 6rgano y tejido.
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Herencia materna

A diferencia del ADNn, la transmisién del ADNmt no es mendeliana, sino que se hereda
exclusivamente por via materna (Giles et al., 1980), es decir, de madres a hijos.

Existen diversas teorias que intentan explicar esta peculiar forma de transmision del ADNmt.
La teoria tradicionalmente mds aceptada se basa en que durante la fase de fecundacién tan
solo penetraria en el évulo la cabeza del espermatozoide, por lo que las mitocondrias paternas
(localizadas en el cuello del espermatozoide) quedarian fuera, y en consecuencia el évulo sélo
contendria el ADNmt materno. No obstante, otros autores consideran que el ADNmt paterno
si entraria en el évulo, pero que éste no perduraria durante todo el desarrollo del cigoto
(Ankel-Simons y Cummins, 1996). Esto podria deberse a su eliminacion mediante mecanismos
de reconocimiento y eliminacién selectiva. Mds concretamente, las mitocondrias del
espermatozoide (y su ADNmt) serian eliminadas a través del proteasoma del embridn, que
reconoceria la cola de ubiquitina con la que las proteinas mitocondriales son marcadas en la
espermatogénesis (Sutovsky et al., 1999; Thompson et al., 2003). Otra posible explicacion de la
ausencia de ADNmt paterno podria ser su extrema dilucion en relaciéon con el materno, ya que
mientras en el oocito existen alrededor de 100.000 copias de ADNmt, tan solo hay unas 100-
150 copias en el espermatozoide. Esta gran diferencia numérica haria que la probabilidad de
transmision de ADNmt paterno a la siguiente generacion fuera minima (Chen et al., 1995a).

Durante mucho tiempo, el modelo de herencia exclusivamente materna del ADNmt ha sido
ampliamente aceptado por la comunidad cientifica (Stoneking y Soodyall, 1996), pero hace
unos afios se publicd un estudio en el que se presentaba el primer caso de ADNmt de origen
paterno en células humanas (Schwartz y Vissing, 2002). En este estudio se observd ADNmt
paterno en el musculo esquelético de un paciente con una severa miopatia, aunque en el resto
de tejidos presentaba el ADNmt materno correspondiente (Schwartz y Vissing, 2002; Schwartz
y Vissing, 2003). Estudios adicionales no pudieron corroborar dicha evidencia de herencia
paterna, ni en otros pacientes con patologias musculares similares ni en otros tipos de
patologias mitocondriales (Filosto et al., 2003; Schwartz y Vissing, 2004).

No obstante, en el caso de que se dé una transmision de ADNmt paterno en humanos no deja
de ser un fendmeno extremadamente raro, que principalmente se relaciona con fallos en el
funcionamiento normal del sistema de reconocimiento y eliminacidon de las moléculas de
ADNmt paterno (Pakendorf y Stoneking, 2005). Por lo tanto, a efectos practicos, la herencia
materna del ADNmt humano puede seguir considerandose como regla general (Schwartz y
Vissing, 2003).

Ausencia de recombinacion

Otro supuesto largamente aceptado es la ausencia de recombinacién en el ADNmt, por lo que
este genoma se heredaria como un Unico locus o un haplotipo. Pero en realidad la mitocondria
tiene los enzimas necesarios para realizar una recombinacion homodloga, por lo que
tedricamente se podria producir este fendmeno.

En la Figura 2 se representan las tres posibles situaciones en las que el ADNmt podria
recombinar (Eyre-Walker y Awadalla, 2001; Morris y Lightowlers, 2000):
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I) Recombinacidn entre diferentes moléculas de ADNmt en oocitos heteropldsmicos.

I) Recombinacién del ADNmt con secuencias de ADNmt presentes en el ADN nuclear
(pseudogenes).

II) Recombinacion entre el ADN materno y el ADN paterno en el oocito fertilizado, previa a la
degradacion de las mitocondrias en el évulo o por su posible persistencia en el évulo.

Figura 2. Representacion de posibles mecanismos de recombinacion del ADNmt (tomada de Morris 2000).

2 Y
PR o I W
,‘};\\)'L“.:f W I I-‘\\f\v&l W Spam
Nucleus Nucleus Patemal
a m ~Titochondrion
A \ﬂv@?\\j‘ AV A &
Aia \ « (%O
8O0 % Nucieus
4 Q3
/ X
/ 4
/ A /
| o J/

/
Heteroplasmic
55 , Matemal
MtDNA In matema
mitochondrion mitochondrion
eyl Maternal

mitochondrion

En la ultima década, la publicacién de varios articulos abrié el debate sobre la posible
recombinacidon del ADNmt, pero la falta de evidencias y la baja fiabilidad de los resultados,
hicieron que gran parte de la comunidad cientifica no respaldara esos hallazgos (Elson et al.,
2001). Pero recientemente nuevos estudios han aportado evidencias directas de la presencia
de recombinacidon en el ADNmt. Asi, Kraytsberg et al. (2004) describieron la presencia de
recombinacién en el ADNmt en tejido muscular del Unico caso en el que hasta ahora, se ha
observado la presencia de ADNmt materno y paterno. Otros estudios también han demostrado
de forma directa la existencia de recombinacién en ADNmt humano, cuando hay presencia de
diferentes tipos mitocondriales, ya sean de origen paterno o resultantes de nuevas mutaciones
(D'Aurelio et al., 2004; Zsurka et al., 2005).

En todo caso, a falta de evidencias definitivas y de lograr un consenso total en la comunidad
cientifica, el criterio mds aceptado es que de existir la recombinacién en el ADNmt no es un
fendmeno suficientemente frecuente en la evolucidon humana para refutar el paradigma de la
ausencia de recombinacion.

Tasa de mutacion

La tasa de mutacidn es la probabilidad de que ocurra un tipo concreto de mutacién en una
unidad de tiempo determinada. Dependera, por la tanto, de la velocidad de aparicidn y fijacion
de las mutaciones en los linajes. Esto va a permitir introducir una escala temporal en la
evolucion molecular para hacer estimas temporales sobre el ancestro comin mas reciente
entre dos linajes, es decir, estimar el tiempo de divergencia entre ellos.

Aungue no existe un acuerdo generalizado en cuanto a la tasa de mutacidn real en el ADNmt,
se estima que es 6-17 veces mas elevada que la calculada en el genoma nuclear (Richter et al.,
1988). Esta tasa de mutacidon no es igual para todo el ADNmt: las regiones hipervariables
presentan una tasa de mutacidn mayor que la region codificante, donde es menos probable
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gue se mantenga una mutacion, ya que podria afectar la funcionalidad de algunos de los
elementos codificados por dicha regién. Para todo el genoma mitocondrial, exceptuando la
regidn control, la tasa estimada es de aproximadamente 1.7x10® sustituciones por sitio por
afio (Ingman et al., 2000). La rdpida acumulacién de mutaciones en el ADNmt es el resultado
de algunas de las propiedades de este sistema genético:

- El ADNmt esta especialmente expuesto a la accion de especies oxigeno-reactivas
generadas en la fosforilacién oxidativa de la mitocondria, por lo que es muy sensible al
dafio oxidativo, principalmente causado por la presencia de radicales libres (Richter et al.,
1988).

- EI ADNmt carece del efecto protector que las histonas proporcionan al ADNn, por lo que es
mas vulnerable a la accién mutagénica de los radicales.

- Los mecanismos de reparacion de ADN son menos efectivos que los del ADNn, por lo que
se podran acumular mdas cambios introducidos por error (Bogenhagen, 1999).

Heteroplasmia

Otra caracteristica exclusiva del ADNmt es la heteroplasmia. Este fendmeno se define como la
coexistencia de dos o mas tipos de ADNmt dentro de la poblacién mitocondrial de un mismo
individuo (Tully et al., 2000).

La proporcidn de células puede cambiar de predominantemente normales a mutantes en tan
solo algunas generaciones. La aparicién de una mutacidn en una de las moléculas de ADNmt
crea una mezcla intracelular de moléculas mutantes y normales. Durante la divisién las
mitocondrias se reparten aleatoriamente entre las células hijas, en el proceso conocido como
segregacion replicativa. Como resultado, después de varios ciclos de division celular la
proporcién de ADNmt mutante y normal puede derivar hacia una forma pura, sea la mutante o
la normal, llegando a la homoplasmia.

Los estudios de familias con presencia de heteroplasmia han mostrado que, aunque hay casos
en los que la heteroplasmia se mantiene mas o menos constante de una generacién a otra,
mayoritariamente los niveles de heteroplasmia varian bastante entre generaciones, con una
tendencia a la fijacidn rdpida de una de las variantes presentes en el individuo heteroplasmico
(Brandstatter et al., 2004; Lutz et al., 2000a). Esta rapida fijacion podria explicarse por la
existencia de un cuello de botella genético en la transmisién de las mitocondrias (y de su
ADNmt) de una generacién a otra (Hauswirth y Laipis, 1982; Jansen, 2000). Asi durante la
oogénesis se produciria una drastica reduccién de la poblacidn de ADNmt, por lo que por mera
cuestion de azar podrian permanecer células con todas sus moléculas de ADNmt normales, o
Unicamente células con la mutacién, o bien una mezcla de ambos tipos. A partir de este
numero limitado de mitocondrias se desarrollarian todas las copias presentes en el oocito
maduro, y eventualmente el individuo (Poulton et al., 1998).

En un principio se pensé que la heteroplasmia era un fendmeno poco comun y que la mayoria
de individuos eran homoplasmicos (Comas et al., 1995; Monnat y Loeb, 1985). Sin embargo,
trabajos posteriores y técnicas de mayor sensibilidad han sefialado que la heteroplasmia es
mas frecuente de lo que se pensaba, por lo que se postula que todos los individuos serian
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heteroplasmicos en mayor o menor medida (Bendall et al., 1996; Brandstéatter et al., 2004).
Esta explicaciéon parece mas légica, ya que era bastante improbable que, dada la elevada tasa
de mutacién del genoma mitocondrial, todos los millones de moléculas de ADNmt presentes
en un individuo fueran completamente idénticas. La escasez de fendmenos de heteroplasmias
estaria mas bien relacionada con las limitaciones técnicas de los sistemas para detectar una
mutacion cuando se halla en baja frecuencia.

Existen dos tipos de heteroplasmias: de posicién y de longitud. La heteroplasmia de posicién o
puntual es la coexistencia de dos o mas ADNmt, que presentan nucleétidos diferentes en la
misma posicion debido a mutaciones puntuales. Al analizar la secuencia de ADNmt se
observara un solapamiento de varias bases nucleotidicas en la misma posicién. Por otro lado,
en las heteroplasmias de longitud, los diferentes tipos de ADNmt difieren en el nimero de
bases. Se produce principalmente en las regiones ricas en citosina, como el tracto poli-C de los
segmentos HVSI y HVSII del ADNmt. En este caso se observara un solapamiento de secuencias
a partir del punto donde ocurre la heteroplasmia. Este tipo de heteroplasmia es mas frecuente
en la poblacién que las heteroplasmias de posicidn (Carracedo et al., 2000).

Las heteroplasmias pueden producirse a nivel de la mitocondria, célula, tejido o individuo. Por
lo tanto se pueden dar diversas situaciones: (1) individuos con mas de un ADNmt en un tejido;
(2) individuos con un tipo de ADNmt en un tejido y otro tipo diferente en otro tejido; o (3)
individuos con heteroplasmia en una parte de tejido y homoplasmia en otra parte. Si las
heteroplasmias ocurren en la linea germinal seran heredadas por su descendencia, mientras
gue si afecta a la linea somatica serd una caracteristica propia de ese individuo.

Habitualmente, en casos de heteroplasmia, los diferentes tipos de ADNmt presentes en un
individuo difieren en una sola base, siendo infrecuente la heteroplasmia en dos o mas sitios. La
aparicion de heteroplasmias no invalida el uso del ADNmt en el analisis forense, aunque si que
puede dificultar la interpretacion de los resultados. Por ello es importante seguir las
recomendaciones y pautas analiticas establecidas por los laboratorios de referencia para
certificar de que se trata efectivamente de una heteroplasmia y no de un artefacto o
contaminacion (Carracedo et al., 2000).

2.3. ADNmt y Genética de Poblaciones

Una de las principales aplicaciones del estudio del ADNmt es en el campo de la genética de
poblaciones humanas. El primer estudio de la variabilidad del ADNmt en poblaciones humanas
fue realizado a principios de los afios 80 mediante la digestién del ADNmt con enzimas de
restriccion (RFLPs, Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Brown, 1980). Estudios
posteriores basados en el andlisis con enzimas de restriccion de alta resolucién de todo el
genoma o en la secuenciacidon, han permitido definir con mayor detalle la filogenia del ADNmt
(Achilli et al., 2008; Finnila et al., 2001; Tamm et al., 2007).

El conjunto de estudios de ADN mitocondrial en poblaciones africanas (Chen et al., 1995b),
europeas (Adams et al 2008, Torroni et al., 1994b), asiaticas (Kolman et al., 1996; Torroni et
al., 1993b) y nativas americanas (Achilli et al., 2008; Tamm et al., 2007) ha permitido
establecer la filogeografia (o distribucidn geografica) de los principales linajes mitocondriales.
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Filogeografia del ADN mitocondrial

A lo largo de la historia las mutaciones se han acumulado secuencialmente en los linajes de
ADNmt a partir de las secuencias fundadoras. Estos linajes fueron divergiendo a medida que
las poblaciones se dispersaron por los distintos continentes (Figura 3), es por ello que muchos
linajes mitocondriales son especificos de determinadas regiones geograficas. Estos haplotipos
(o secuencias de ADNmt) relacionados filogenéticamente y especificos de una determinada
region geografica se denominan haplogrupos.

Figura 3. Representacion de la dispersion de los principales haplogrupos de ADNmt en los cinco continentes (De
Salle y Yudell, 2002).
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En la clasificacidon actual de los linajes del ADNmt se considera el haplogrupo LO, de origen
africano, como la ramificacién mas antigua del arbol (Mishmar et al., 2003). Este haplogrupo
habria surgido en Africa Oriental y posteriormente se habria expandido por Africa,
principalmente a través de los linajes L1, L2 y L3. El haplogrupo L3 habria derivado en los
grupos M y N, que marcan la salida del hombre moderno del continente africano, y por lo
tanto, los que habrian dado origen a los linajes de ADNmt presentes en Europa, Asia, Oceaniay
Ameérica. En Europa predominan los haplogrupos H, |, J, N1b, T, U, V, W e Y, que provendrian
basicamente del macrohaplogrupo N (Mishmar et al., 2003). En Asia, los macrohaplogrupos N
y M habrian dado lugar a los linajes A, B, C, D, F, G, Y y Z, entre otros, con una distribucién
variable a lo largo del continente (Derenko et al., 2007; Kong et al., 2003).

Actualmente el estudio del ADNmt constituye uno de los enfoques mas efectivos y potentes en
la determinacidon de la estructura y dinamica de las poblaciones. Una de las lineas de
investigacion en las que se ha empleado exitosamente este marcador ha sido en el estudio del
poblamiento de América y de los movimientos migratorios que habrian dado lugar al actual
acervo genético de las poblaciones americanas.

En la Figura 4 puede observarse la distribucidn continental de los principales haplogrupos.
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Figura 4. Distribucion continental de los principales haplogrupos de ADNmt (McDonald J. D. 2005) previa al s. XVI.
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Origen del acervo genético de las poblaciones de América

Aun hoy en dia, la llegada de los primeros humanos modernos al continente americano sigue
siendo un tema de gran controversia y falta de consenso en la comunidad cientifica. Se han
desarrollado varias teorias para explicar el poblamiento del Nuevo Mundo, pero sin duda, la
teoria mas ampliamente aceptada es que los primeros humanos llegaron a América desde Asia
durante la ultima glaciacion (hace unos 10.000-80.000 afios) (Pitulko et al., 2004). En este
periodo, debido al descenso de los niveles de mar, los continentes asidticos y americanos
estuvieron temporalmente unidos a través de un puente intercontinental (conocido como
Bering) que permitid el paso de los primeros humanos al Nuevo Mundo (Goebel et al., 2008).

Mas alla de este consenso en cuanto al origen asidtico de los primeros americanos hay otros
aspectos claves de la colonizacién que aun no estan claros, como el periodo exacto en que se
produjo o el nimero de migraciones y las rutas que se siguieron (Keyeux et al., 2002;
Rodriguez-Delfin et al., 2001; Schurr, 2004). Es aqui donde los estudios genéticos, y en especial
aquellos basados en el ADNmty en el cromosoma Y, juegan un papel clave.

La gran mayoria de los haplotipos de ADNmt (95-100%) hallados en poblaciones indigenas
americanas contemporaneas pertenecen a uno de los 4 haplogrupos de ADNmt principales, A,
B, C y D (Horai et al., 1993; Schurr et al., 1990; Torroni et al., 1993a); o al haplogrupo
minoritario X (Brown et al., 1998; Forster et al., 1996). Este patron de variacion también se ha
observado en el analisis de muestras amerindias antiguas (Jones, 2003; Kaestle y Smith, 2001;
Lalueza et al., 1997; Malhi y Smith, 2002). Por lo tanto, se piensa que estos haplogrupos
corresponderian a los principales linajes fundadores de ADNmt de los nativos americanos, es
decir, estos haplogrupos habrian llegado desde Asia con las primeras migraciones de los
hombres modernos al continente americano, dando lugar a las poblaciones indigenas
americanas. Mas concretamente se habla de que hay 4 haplogrupos mitocondriales
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principales, conocidos como “panamericanos” (A2, B2, C1y D1), y 5 linajes menores (C4c, D2a,
D3, D4h3, y X2a) (Achilli et al., 2008; Perego et al., 2009; Tamm et al., 2007).

Los haplogrupos A, B, C y D son observados en poblaciones indigenas del Norte, Centro y Sur
de América, mientras que el haplogrupo X se encuentra en América del Norte (Brown et al.,
1998; Torroni et al., 1993a). Esta distribucién geogréfica sugiere que todos ellos estuvieron
presentes en el asentamiento original de América, y que hubo una posterior diferenciacion
genética de las poblaciones indigenas en las distintas regiones.
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Patagonian Figura 5. Distribucién de los haplogrupos entre las
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Si bien estos cuatro haplogrupos normalmente aparecen juntos en las poblaciones nativas,
algunas tribus carecen de haplotipos de al menos uno de esos haplogrupos, tal y como sucede
en determinadas poblaciones del Centro de América, en que predominan los haplogrupos Ay
B (Salzano, 2002; Torroni et al., 1994a). Estos patrones podrian reflejar la influencia de Ila
deriva genética y del efecto fundador en la distribucién de los haplotipos de ADNmt en las
poblaciones americanas, causando su fijacion o extinciéon estocastica (Kolman et al., 1995;
Torroni et al., 1993a; Schurr et al., 1990). Dicho de otro modo, lo que habria ocurrido es que
cuando un pequefio grupo se separaba y aislaba del grupo fundador puede que no tuviera
todos los haplogrupos presentes en la poblacidn original. En consecuencia, los descendentes
de este grupo sdlo presentaban unos pocos haplogrupos de los originales (efecto fundador).
Ademas, debido a su menor tamafio poblacional, estos grupos escindidos serian mas sensibles
al efecto de las mutaciones en toda la poblacidn (deriva genética). Esto explicaria las posibles
diferencias en las frecuencias de los polimorfismos entre el grupo fundador y el derivado
(Schurr, 2002). Esta explicacion estaria respaldada por la alta frecuencia de algunos haplotipos
“particulares” (variantes genéticas Unicas exclusivas de pequefios grupos aislados) en varias
tribus amerindias (Torroni et al., 1993a; Schurr et al., 1990). Por lo tanto, el aislamiento tribal y
el efecto fundador podria conducir a una divergencia genética tribal, causando la diferente
distribucidn de haplotipos entre poblaciones.
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Entre las poblaciones indigenas americanas también se han detectado algunos haplotipos no
pertenecientes a los 5 linajes maternos anteriormente comentados (Starikovskaya et al.,
1998). Aunque la presencia de estos haplotipos podria relacionarse con la aparicion de
haplogrupos o haplotipos fundadores no descritos, la mayoria deriva de haplogrupos
fundadores que han sufrido mutaciones en los polimorfismos claves para definirlos. El resto de
haplotipos “nuevos” son el resultado de la mezcla con poblaciones no nativas procedentes de
migraciones posteriores, como la llegada de los europeos y esclavos africanos a América a
partir del siglo XV.

Diversidad del ADNmt en América del Sur

En lo referente al proceso de colonizacidn de América del Sur, éste también esta sujeto a un
intenso debate. Pero, mas alla del modelo de migracién, se considera que tras el asentamiento
inicial en Sudamérica las poblaciones nativas habrian experimentado cierto aislamiento y
tribalizacién, dando lugar a linajes mitocondriales Unicos (Lalueza et al., 1997; Torroni et al.,
1993a). No obstante, el posterior crecimiento poblacional y sedentarizacion de estos grupos
habrian reducido los efectos de la deriva genética e incrementado el flujo génico entre grupos
locales, contribuyendo a la formacidn de acervos genéticos regionales (Schurr, 2004). Estudios
de ADN antiguo respaldan este supuesto, ya que han demostrado patrones de continuidad
entre poblaciones antepasadas y contemporaneas (Moraga et al., 2000).

Otro periodo clave en la historia de las poblaciones nativas americanas fue la llegada de los
europeos al Nuevo Mundo, que tuvo un impacto muy profundo en el acervo genético de
dichos grupos poblacionales. Por un lado, las guerras y las epidemias que se produjeron
causaron la muerte de un elevado nimero de indigenas y, en algunos casos, la desaparicién de
pueblos enteros, con la pertinente reduccion de la diversidad genética de estas poblaciones.
Por otro lado, esta época se caracterizd por el mestizaje poblacional entre grupos de origen
amerindio, europeo y africano. Aunque en el acervo genético mitocondrial, la introduccion de
linajes de origen europeo y africano tuvo un impacto menor que en el caso del cromosoma Y,
también dejo una importante huella. En este sentido, se han podido identificar la coexistencia
de haplotipos de ADNmt amerindios, europeos y africanos en varias poblaciones (Mendes-
Junior y Simoes, 2009; Salas et al., 2008; Rodas et al., 2003; Rodriguez-Delfin et al., 2001; Mesa
et al., 2000).

2.4. ADNmt y Genética Forense

Hasta ahora se han descrito las aplicaciones del estudio del ADNmt dentro del campo de la
genética de poblaciones. No obstante, el analisis del ADNmt también es de gran utilidad en
otras disciplinas cientificas, como en el caso de la genética forense.

El estudio del ADNmt ha sido ampliamente usado en el campo de la genética forense, en
especial en aquellos casos en los que se dispone de muestras con poco material genético o
cuando éste se haya altamente fragmentado (Martinez-Jarreta, 1999). Gracias a algunas de las
caracteristicas anteriormente comentadas, como su elevado numero de copias, el ADNmt
puede ser recuperado de muestras cuyo estado dificulta o imposibilita la obtencién de perfiles
genéticos a partir de marcadores nucleares convencionales como los STRs autosémicos (Baeta
et al., 2009). Ademas, su herencia materna y haplotipica permite vincular individuos
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emparentados por via materna, siendo de gran utilidad en la identificacién de cadaveres o
restos antiguos (NUfiez et al., 2011) y en investigaciones de parentesco.

Hasta ahora, la mayor parte de los estudios genéticos se han basado en el andlisis de los
segmentos HVSI y HVSII del ADNmt. No obstante en los ultimos afios han incrementado los
trabajos en los que se analiza toda la regién control del D-loop, incluyendo por lo tanto la
region HVSIII (Lutz et al.,, 2000b). De esta forma se busca incrementar el poder de
discriminacion del analisis, en especial puede resultar de gran utilidad para diferenciar entre
individuos con el mismo haplotipo HVSI-HVSIl. También permite realizar una mejor
aproximacion en la asignacion de los haplogrupos mitocondriales.

Otra posibilidad en auge en genética forense es el estudio de determinados SNPs en la zona
codificante del genoma mitocondrial, tanto para incrementar la capacidad del andlisis para
discriminar entre haplotipos idénticos como para realizar la determinacion del haplogrupo en
cuestion (Alvarez-Iglesias et al., 2007; Parson et al., 2008).

A pesar de estos avances a nivel analitico, existe otra importante limitacidn a la hora de usar el
ADNmt en la resolucion de un caso forense. Se trata del niumero limitado de haplotipos
disponibles en las bases de datos de uso forense. Esto puede dificultar la correcta valoracion
estadistica de la prueba forense, ya que en ocasiones se puede producir una sobreestimacién
de la probabilidad de coincidencia entre el haplotipo obtenido de una muestra y el del
sospechoso. Por ejemplo, si la secuencia no aparece ninguna vez en la base de datos puede
tenerse la impresidon de que es un haplotipo extraordinariamente infrecuente cuando lo que
ocurre es que estamos trabajando con una base de datos relativamente pequena.

Es por ello que resulta esencial seguir realizando estudios genéticos de las distintas
poblaciones asi como de sus grupos étnicos, para seguir enriqueciendo bases de datos como la
EMPOP database (Parson et al., 2004). Por lo tanto, aqui es donde convergerian los caminos
de la genética forense y la genética de poblaciones humanas, siendo esta ultima la principal
fuente de captacién de datos genéticos para las bases de uso forense.
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3. CROMOSOMAS SEXUALES.

Otros marcadores genéticos de gran interés antropoldgico y forense son los cromosomas
sexuales, es decir, el cromosoma Xy el Y.

Los cromosomas sexuales son los que van a determinar la diferenciacién genética entre
hombres y mujeres. Mas concretamente es el gen SRY (Sex-determining Region of the Y),
presente en el cromosoma Y, el que va a determinar per se que el individuo se desarrolle como
varén, ya que es el responsable de la diferenciacion del tejido testicular durante las primeras
etapas del desarrollo (Sinclair et al., 1990). Asi, de forma general, el sexo masculino estara
establecido por la presencia de un cromosoma X y otro Y, mientras que el femenino vendrd
determinado por la presencia de dos cromosomas X. No obstante, esta pauta puede verse
alterada en determinadas anomalias cromosémicas sexuales, numéricas o estructurales.

Hace millones de afos, los cromosomas X e Y constituian una pareja de cromosomas
homdlogos como los autosomas, pero a lo largo de la evolucién el cromosoma Y ha ido
sufriendo una serie de perturbaciones drasticas que han reducido considerablemente su
tamafio, mientras que el cromosoma X se habria visto sometido a importantes cambios
compensatorios, como la inactivaciéon de uno de los cromosomas X en las mujeres (Lahn y
Page, 1999).

3.1. CROMOSOMA 'Y

El cromosoma Y es uno de los cromosomas
mas pequeiios en el genoma humano, con un
tamanfio aproximado de 60 Mb (megabases) y
representa alrededor del 2-3 % del genoma
haploide (Morton, 1991). Desde el punto
citolégico, el cromosoma Y estd formado por Eucromatina
regiones de heterocromatina y eucromatina

(Figura 6).

La region de heterocromatina se sitla en la
parte distal del brazo largo (Yqg). Es una
region de longitud variable entre individuos y

. Heterocromatina
presenta una alta complejidad. En ella

predominan secuencias altamente

repetitivas como DYZ1 y DYZ2, presentando
polimorfismos de longitud. Figura 6. Esquema del cromosoma Y.

La region de eucromatina, de aproximadamente 30 Mb, se sitlia ocupando el brazo corto (Yp),
centrémero y zona proximal del brazo largo. Es la region de mayor interés genético, ya que es
donde se encuentran genes responsables de importantes funciones biolégicas.
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3.1.1. Caracteristicas
Entre las caracteristicas del cromosoma Y destacan las siguientes:

Recombinacidn

A pesar de su distinta naturaleza morfolégica, los cromosomas X e Y pueden aparearse durante
la meiosis e intercambiar informacidn (Figura 7). Este fendmeno ocurre en pequefias regiones
que contienen secuencias homoélogas presentes en ambos cromosomas, denominadas
regiones pseudoautosdmicas (Burgoyne, 1982). En los cromosomas sexuales humanos se
distinguen dos de estas regiones, denominadas PAR1 y PAR2, situadas en los extremos
terminales del brazo corto y largo de los cromosomas sexuales, respectivamente.

Figura 7. Esquema de los cromosomas sexuales X e Y.
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La region PAR1 del cromosoma Y tiene un tamafio aproximado de 2.6 Mb, y su recombinacién
es necesaria para la segregacion normal de los cromosomas X e Y en la meiosis. Por su parte, la
region PAR2 mide unos 320 Kb, y no siempre participa en los procesos de recombinacion.

Estas regiones tan solo representan el 5% del cromosoma Y, el 95 % restante del cromosoma
no experimenta recombinacién. Esta extensa parte es conocida como regién no-recombinante
o NRY (Non-recombining Region of the human Y chromosome), o bien regidn masculina
especifica o MSY (Male Specific Region), entre otras denominaciones. En ella se encuentran
algunos genes funcionales de gran importancia para el desarrollo sexual del hombre, como el
gen SRY.

Herencia

Una de las principales caracteristicas del cromosoma Y es su particular modo de transmision,
Unicamente pasa de padre a hijo vardn siendo, por tanto, especifico del género masculino.
Debido a la ausencia de recombinacién en la practica totalidad del cromosoma Y, éste se
comporta como un Unico bloque o grupo de ligamiento en cada transmision, pasando de
generacion a generacién sin cambios, excepto por la acumulacién gradual de mutaciones. Asi
los procesos de mutacidn son los responsables de la diversificacion haplotipica de este
cromosoma.
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Tasa de mutacién y diversidad genética

En comparacién con los cromosomas autosdmicos, el cromosoma Y es un cromosoma pobre
en numero de genes (Lahn et al 1997). Este hecho hace pensar que habra una baja presion
selectiva en las zonas no codificantes del cromosoma Y, por lo que en un principio deberia ser
mas libre para acumular mutaciones en comparacidn con otras partes del genoma. Asimismo,
la peculiar gametogénesis del varén, con una mayor permanencia en la linea germinal y un
elevado numero de divisiones celulares durante la formacién del esperma, también tenderia a
favorecer la aparicién de mutaciones (Brinkmann et al., 1998; Li et al., 2002; Weber y Wong,
1993). Pero paraddjicamente, se ha visto que la frecuencia de polimorfismos en regiones no
codificantes del cromosoma Y es mucho menor que en el resto del genoma. Se estima que la
tasa de mutacidn por nucledtido por generacién es de 3-5 x 10® (Thomson et al., 2000;
Underhill y Kivisild, 2007; Xue et al., 2009).

Existen diversas propuestas que intentan explicar esta reducida diversidad del cromosoma Y.
Una primera explicacidn seria aritmética, se basaria en que el tamafio efectivo de poblacién
del cromosoma Y (nimero de cromosomas que pasan a la descendencia) es cuatro veces
inferior al de cualquier cromosoma autosdmico y tres veces mds pequefio que el del
cromosoma X. Esto se debe a que cada descendiente de una pareja puede heredar 4 posibles
cromosomas autosémicos (2 del padre y 2 de la madre) y 3 posibles cromosomas X (2 de la
madre y 1 del padre), mientras que para el cromosoma Y tan sélo hay una posibilidad para el
hijo varén. Este menor tamafio poblacional se correlacionaria con una menor diversidad
genética (Jobling y Tyler-Smith, 1995).

Otra explicacion seria la falta de recombinacién en el cromosoma Y. Esto provocaria que al
surgir una mutacion ventajosa en un gen Y especifico, ésta se expanda por la poblacién
transportada en su cromosoma Y junto con el resto de variantes alélicas de los genes que este
cromosoma contiene. Por lo tanto, se produciria una seleccién global de todo el haplotipo de
dicho cromosoma por efecto hitch-hiking (la seleccidon positiva de una mutacién ventajosa
altera los patrones de variacidon genética en las secuencias adyacentes) (Jobling y Tyler-Smith,
1995). Este haplotipo aumentaria mucho de frecuencia y podria llegar a fijarse, provocando la
bajada de los niveles de polimorfismo global del cromosoma Y en la poblacién. No obstante,
tan solo se podrian detectar sus consecuencias en determinados casos, como cuando el
barrido selectivo (selective sweep) hubiera sido suficientemente importante y en tiempos
relativamente recientes, ya que si no seria de esperar que se hubieran recuperado los niveles
de diversidad en los sistemas mas polimdrficos (Perez-Lezaun et al., 1997).

Por otro lado, se ha visto que el cromosoma Y presenta una importante diferenciacion entre
distintas poblaciones. Esto se debe principalmente a su reducido tamario efectivo de poblacién
que lo hace mas susceptible a sufrir los efectos de la deriva genética, que a su vez causard
cambios aleatorios en las frecuencias de los haplotipos de una generacion a la siguiente,
acelerando asi la diferenciacion de grupos de cromosomas Y entre distintas poblaciones.
Mediante diversos estudios se han podido estimar la fraccidn de varianza entre las poblaciones
mundiales de distintos marcadores, un 12-18% para los autosomas (Seielstad et al., 1998),
18-30% para el ADN mitocondrial (Seielstad et al., 1998; Stoneking et al., 1990) y mas de un
40% para el cromosoma Y (Hammer et al., 2001; Seielstad et al., 1998).

18



Introduccion

En este proceso de diferenciaciéon también habria influido la diferente dinamica de la
poblacién masculina respecto a la femenina. Asi, actividades especificas de género como la
guerra, la caza o la poliginia podrian haber reducido el nimero efectivo de cromosomas Y en
determinadas poblaciones, incrementando alin mas su tendencia a la deriva (Seielstad et al.,
1998; Kayser et al., 2003). También la conducta migratoria diferencial entre hombres vy
mujeres a lo largo de la historia habria jugado un papel muy importante en este proceso. La
patrilocalidad, que caracteriza al 70 % de las poblaciones (Burton et al., 1996), ha hecho que
sean las mujeres mayoritariamente las que se trasladen al lugar de origen de sus conyuges. Por
lo tanto, mientras que el ADNmt se desplazaria entre poblaciones en cada generacidn, el
cromosoma Y persistiria dentro de cada poblacidn. Teniendo en cuenta que estos procesos
migratorios conllevan una reduccién de la diferenciacién poblacional, se podria explicar en
parte el mayor grado de diferenciacién genética del cromosoma Y entre poblaciones respecto
a otros marcadores, asi como su mayor agrupamiento geografico (Hammer et al., 2001;
Seielstad et al., 1998). No obstante, los estudios apuntan a que estos patrones migratorios
tendrian mayor importancia a nivel local, pero no tanto a escala continental y global (Kumar et
al., 2006; Wilder et al., 2004).

3.1.2. Polimorfismos del cromosoma Y

Los primeros polimorfismos del cromosoma Y fueron descritos en 1985 (Casanova et al., 1985;
Lucotte y Ngo, 1985). Desde entonces se han identificado diferentes tipos de polimorfismos:
sustituciones, inserciones, deleciones, duplicaciones, reordenamientos complejos,
minisatélites, microsatélites y ADN satélite. De estos polimorfismos, los que han mostrado una
mayor utilidad en genética de poblaciones y genética forense son los microsatélites o STRs
(Short Tandem Repeats) y los polimorfismos en un Unico nucleétido denominados con las siglas
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms).

STRs del cromosoma Y

El primer marcador STR del cromosoma Y descrito fue Y27H39, conocido actualmente como
DYS19 (Roewer et al., 1992). En 1997 se establecio un haplotipo minimo de Y-STRs que incluia
los marcadores DYS19, DYS385 a/b, DYS389l y I, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 (Kayser et
al., 1997), que fue empleado en numerosos estudios poblacionales (Martinez-Jarreta et al.,
2003). Posteriormente se afadieron los marcadores DYS438 y DYS439, constituyendo el
haplotipo extendido. Estos marcadores siguen siendo los mas estudiados hoy en dia, junto a
otros como DYS437, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 y GATA H4, integrados en multiplexes
de elevado poder de discriminacidn. Existen mds de 220 Y-STRs potencialmente utiles para
genética forense y antropologia (Gusmao et al., 2006).

De forma general, los Y-STRs mas utilizados son de copia Unica, es decir, sélo existe una copia
en el cromosoma Y; salvo en el caso de DYS385 que presenta dos copias palindromicas. No
obstante, se han descrito duplicaciones (incluso triplicaciones) de un Y-STR (Butler et al.,
2005), o de varios marcadores cercanos debido a la duplicacidn de la region del cromosoma Y
gue los contenga. Por tanto, a la hora de analizar los resultados del tipado de Y-STRs es
importante tener en cuenta que la deteccion de mas de un alelo en varios marcadores no debe
atribuirse automaticamente a una mezcla de ADN sino que hay que valorar una posible
duplicacidon que haya podido afectar simultdneamente a varios marcadores cercanos. La tasa
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media de mutacidn que presentan estos polimorfismos es de aproximadamente 2.80 x 107,
similar al caso de los STRS autosdmicos (Kayser et al., 2000).

La implementacién entre laboratorios ha sido posible siguiendo las recomendaciones
internacionales respecto a la nomenclatura, estructura de secuencia, validacion, entre otros
aspectos (Gusmao et al.,, 2006). En la actualidad hay varias bases de datos que recogen
informacidn de frecuencias haplotipicas de distintas poblaciones. Entre ellas, destaca la base
de datos YHRD (www.yhrd.org) o Y-chromosome haplotype reference database (Roewer et al
2001), con mas de 97.000 haplotipos del cromosoma Y.

SNPs del cromosoma Y

Los polimorfismos de un solo nucleétido (o SNPs) son marcadores binarios, es decir, en una
determinada posicion son posibles solamente dos estados alélicos, un estado ancestral salvaje
o un estado derivado mutado. Estos marcadores se engloban dentro del término
polimorfismos de evento unico (UEP), ya que tienen una tasa de mutacién mucho mas baja
que los STR, aproximadamente de 10”° (Thomson et al., 2000). Ademas de los SNPs, otro tipo
importante de marcadores binarios son los indels, que consisten en inserciones/deleciones de
un nucledtido o varios.

El primer marcador bialélico descrito en el cromosoma Y fue una insercion Alu (DYS287),
conocida también como YAP (Polimorfismo Alu del cromosoma Y) (Hammer, 1994).
Posteriormente se describieron una docena de marcadores bialélicos mas (Jobling et al., 1997).
Pero no fue hasta hace unos afios, cuando gracias el uso de la técnica DHPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography) y al desarrollo de modernas técnicas de secuenciacion se
pudieron identificar centenares de SNPs del cromosoma Y (Karafet et al., 2008; Underhill et al.,
1997; Underhill et al., 2000).

Los resultados del tipado de marcadores bialélicos permiten una clasificaciéon en haplogrupos.
Los términos haplogrupos y haplotipos pueden llevar a confusidn, asi que siguiendo lo descrito
por de Knijff (2000) se considerara como haplogrupo a los linajes del cromosoma Y definidos
por polimorfismos binarios, mientras el término haplotipo se reserva para todos los sublinajes
de haplogrupos que estan definidos por variaciones en los STRs del cromosoma Y.

Debido a la baja mutacién de los SNPs se minimizan los fendmenos de recurrencia o reversién
de variantes. Por lo tanto, la presencia compartida de una mutacion definira con una elevada
probabilidad un grupo de cromosomas relacionados por descendencia, es decir, cromosomas
que derivan de un antepasado comun. En cambio en el caso de los STRs, su elevada mutacion
puede ocasionar que en determinados casos la presencia de haplotipos idénticos por estado y
no por descendencia.

El constante crecimiento en el nimero de SNPs y la coexistencia de varios sistemas de
nomenclatura para referirse a los haplogrupos del cromosoma Y hacia muy compleja la
comparacién e intercambio de datos entre laboratorios. Esto llevé al Y Chromosome
Consortium (YCC) en el 2002 a la creacién de un sistema de nomenclatura estdndar para la
designacién de los haplogrupos binarios del arbol del cromosoma Y humano (Y Chromosome
Consortium, 2002).

20


http://www.yhrd.org/

Introduccion

En la actualidad el arbol filogenético incluye 153 haplogrupos, definidos por aproximadamente
600 marcadores binarios (Karafet et al., 2008). En la Figura 8 se presenta el arbol filogenético
con los haplogrupos principales del cromosomaY.
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Uso conjunto de Y-STRs e Y-SNPs

Existe una estrecha relacién entre los Y-STRs y los Y-SNPs, ya que la aparicion de una mutacion
o SNP que define a un nuevo haplogrupo llevara asociada consigo un conjunto de alelos STRs
(Jobling, 2001). Por lo tanto, en un principio, a partir de los haplotipos Y-STRs observados se
podria realizar una primera aproximacién sobre el haplogrupo correspondiente (en funcién de
las frecuencias alélicas observadas para cada haplogrupo). En la actualidad existen programas
como Haplogroup Predictor que mediante calculos algoritmicos permiten predecir el
haplogrupo con mayor o menor precision dependiendo del linaje en cuestion (Athey, 2005).
No obstante, es recomendable realizar el tipado directo de SNPs del cromosoma Y para poder
definir con precision el haplogrupo correspondiente (Muzzio et al., 2010).
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3.1.3. Cromosoma Y y Genética de Poblaciones

Como se ha comentado anteriormente el cromosoma es uno de los marcadores mas utilizados
en el campo de la genética de poblaciones humanas. Gracias a caracteristicas como la ausencia
de recombinacién o su herencia exclusivamente paterna, el estudio de este cromosoma
constituye una importante herramienta filogenética para trazar y comparar los linajes paternos
en las poblaciones humanas, de forma similar a como el ADNmt se utiliza para el estudio de los
linajes femeninos.

La posibilidad de analizar polimorfismos del cromosoma Y con distintos mecanismos y tasas de
evolucidn, como los SNPs (marcadores de evolucidn lenta) o como los STRs (marcadores de
evolucidn rapida), permiten estudiar procesos evolutivos a distintas escalas temporales y
geograficas. Es por ello que actualmente existen un importante numero estudios del
cromosoma Y tanto a nivel de especie como a nivel de poblaciones. Asi por ejemplo, se ha
determinado el origen, evolucién y dispersién de poblaciones humanas de Africa (Gomes et al.,
2010; Semino et al., 2002), Europa (Rosser et al., 2000; Semino et al., 2000), Asia (Zhong et al.,
2011; Karafet et al., 2002; Su et al., 1999), América (Bortolini et al., 2003; Karafet et al., 1999;
Ruiz-Linares et al., 1999) y Oceania (Capelli et al., 2001).

El estudio de la variabilidad del cromosoma Y permite también analizar la diferenciaciéon
genética entre poblaciones cercanas geograficamente o que han divergido en el pasado
(Underhill, 2003; Hammer et al., 2001; Underhill et al., 2000; Jobling y Tyler-Smith, 1995). Sera
de esperar que poblaciones ligadas presenten haplotipos parecidos, mientras que poblaciones
lejanas tengan mayores diferencias en la distribucidon de los cromosomas Y. En esta misma
linea se ha podido ver que poblaciones aparentemente homogéneas presenten una
subestructuracién a nivel del cromosoma Y (Lappalainen et al., 2006), o que en determinadas
poblaciones indigenas hay una fuerte reduccion del pool genético del cromosoma Y, causada
probablemente por aislamiento genético y modelos de apareamiento tradicionales (Geppert et
al., 2011).

Filogeografia del cromosoma Y

Como anteriormente se ha comentado, en los ultimos afos se han publicado un gran nimero
de estudios que han permitido profundizar en el origen y evolucion de la filogenia masculina
de nuestra especie. Estos estudios se basan en que las mutaciones presentes en el cromosoma
Y han surgido progresivamente en el tiempo, es decir, no han aparecido todas a la vez, sino
que se han acumulado a lo largo de la historia. De esta forma se ha podido determinar la
dispersion de los linajes del cromosoma Y a lo largo del tiempo y de la geografia (Figura 9).
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Figura 9. Representacion de la dispersion de los haplogrupos del cromosoma Y (tomada de Family Tree DNA).

La rama mas antigua del arbol filogenético del cromosoma Y corresponderia al haplogrupo A,
definido por la mutacién M91. Este linaje tiene sus raices en Africa, al igual que el linaje B
(M60). Ambos haplogrupos se encuentran Unicamente en poblaciones africanas, o bien en
poblaciones procedentes de alli (Gomes et al., 2010; Semino et al., 2002). Posteriormente
habria surgido la mutacion M168 (haplogrupos CT), que probablemente precedié a la gran
migraciéon "Fuera de Africa" del hombre moderno, dando lugar a todos los linajes no africanos
y también a una importante parte de los africanos. Del clado C-T derivaron dos lineas, DE (YAP)
y CF (P143), que participaron en las migraciones. El grupo DE se fracciono en el haplogrupo D
(M174) en Asia y E (M96) en Africa, mientras que el clado CF divergié en Asia en el haplogrupo
C (RPS4Y=M130) y el superhaplogrupo F (M89) (Ke et al., 2001; Underhill et al., 2001). Los
grupos descendientes del haplogrupo C se dispersaron ampliamente desde Oceania a Siberia,
llegando también al continente americano.

Por su parte el superhaplogrupo F dio origen a los haplogrupos restantes (G a T). Los linajes G
(M201), | (M170) y J (M304) se dispersaron en Europa (Luis et al., 2004; Rootsi et al., 2004),
mientras que el haplogrupo H (M69) se expandié en India (Kivisild et al., 2003). La poblacién
portadora del haplogrupo K (M9), originado en el Sudoeste de Asia, se dispersé ampliamente
hacia Eurasia, Oceania y América, dando lugar a los haplogrupos K (M9), L (M20), M (P256), NO
(M214), P (M45), S (M230) y T (M70) (Kayser et al., 2003; Kivisild et al., 2003; Underhill y
Kivisild, 2007). De ellos, el linaje NO (M214) se difundié por el norte y este de Euroasia,
originando los haplogrupos N (M231) y O (M175) (Rootsi et al., 2007). Paralelamente, la rama
del haplogrupo P derivd, por un lado, en el haplogrupo R (M207), muy frecuente en Europa
(siendo el linaje R1a-M17 mas abundante en el este y R1b-M343 en el oeste) (Underhill et al.,
2010), y por otro, dio lugar al haplogrupo Q (M242) que desde Asia Central llegaria al
continente americano.

Este patrén migratorio habria dado lugar a la distribucién global de los haplogrupos del
cromosoma Y, representada en la Figura 10. El estudio de los polimorfismos del cromosoma Y
en poblaciones de todo el planeta ha permitido combinar el conocimiento filogenético con la
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diversidad geografica observada, obteniendo una filogeografia muy robusta para este
marcador uniparental. En ella se puede observar que distintas regiones geograficas presentan
una distribucién de haplogrupos marcadamente diferente, pudiéndose hablar, en algunos
casos, de haplogrupos especificos de poblacidn. Esta propiedad ha sido utilizada para conocer
patrones de migracién, subestructuracidn poblacional y mezcla entre poblaciones.

Figura 10. Distribucion global de los haplogrupos del cromosoma Y antes de las expansiones del siglo XV
(McDonald J. D. 2005).
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Origen del acervo genético de las poblaciones de América

Los dos principales haplogrupos fundadores hallados en América son el Cy el Q, siendo este
ultimo el que presenta una mayor frecuencia a lo largo de todo el continente. Ambos
haplogrupos habrian llegado desde Asia a América por el estrecho de Bering. Representan,
junto con el haplogrupo R, el 96% de los linajes del cromosoma Y del continente americano
(Malhi et al., 2008; Zegura et al., 2004).

El haplogrupo Q (M242) se habria originado en Asia Central y posteriormente se habria
introducido al continente americano (Schurr, 2004). Hoy en dia, el haplogrupo Q puede
hallarse en poblaciones asiaticas, siberianas (Karafet et al., 2002), y americanas (Bolnick et al.,
2006; Zegura et al., 2004). Uno de sus sublinajes Qla3a (M3), especifico del continente
americano (Karafet et al., 2008; Zegura et al., 2004; Bortolini et al., 2003), constituye el
haplogrupo mas abundante entre los nativos americanos (Lell et al., 2002). Presenta un
gradiente creciente de norte a sur, con una frecuencia bastante variable entre poblaciones
(Paez-Riberos et al., 2006; Tarazona-Santos et al., 2001; Ruiz-Linares et al., 1999; Bianchi et al.,
1998). Aunque se piensa que este polimorfismo habria surgido poco después de la llegada de
los primeros humanos al continente americano (Bianchi et al., 1998), su presencia en algunas
poblaciones de Siberia proximas al Estrecho de Bering, podria indicar un origen previo a la
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llegada a América (Zegura et al., 2004; Lell et al., 2002). Pero tampoco podria descartarse que
estas poblaciones siberianas hubiesen adquirido dicho haplogrupo por migracion inversa
(Bortolini et al., 2003).

El otro haplogrupo fundador presente en la poblacién indigena americana, principalmente en
el América del Norte, es el haplogrupo C (RPS4Y=M130). Este haplogrupo se habria dispersado
desde Asia Oriental hacia Siberia, desde donde habria llegado al Nuevo Mundo, especialmente
al noroeste de América del Norte. Su sublinaje C3 se encuentra principalmente en poblaciones
de Siberia, Mongoles y de Oceania. En poblaciones nativas americanas, principalmente en
poblaciones Na-Dené, se ha descrito su derivado C3b (P39) (Hammer et al., 2006; Zegura et al.,
2004). Mas recientemente también se ha hallado la presencia de C3* en algunos individuos
waoranis y kichwas de Ecuador (Geppert et al., 2011) y wayuus de Colombia (Zegura et al.,
2004).

Hoy en dia la distribucidon de haplogrupos en el continente americano es mas diversa debido,
en gran parte, al proceso de mezcla que acompafid la colonizacidn europea asi como al tréfico
de esclavos africanos en determinadas zonas del continente (Bolnick et al., 2006).
Consecuentemente se hallan otros haplogrupos que habrian sido introducidos mas
recientemente como E3a (M2) de origen africano (Vallone y Butler, 2004), o DE (YAP) de origen
africano o europeo (Karafet et al., 1997; Karafet et al., 1999; Lell et al., 2002), entre otros
haplogrupos. En este sentido, existid cierta controversia acerca del origen mas o menos
reciente del haplogrupo R1 en poblaciones americanas. Pero los ultimos estudios (Bolnick et
al., 2006; Bosch et al., 2003; Vallone y Butler, 2004; Zegura et al., 2004) parecen apuntar a que
la presencia de este haplogrupo seria el resultado de una mezcla genética mds reciente con
europeos, post-descubrimiento de América, descartando otras teorias que proponian la
entrada del haplogrupo desde Asia con el resto de haplogrupos fundadores (Lell et al., 2002;
Schurr, 2004).

La proporcidon de mezcla paterna no nativa americana varia considerablemente en funciéon de
la poblacién estudiada (Bolnick et al., 2006; Bosch et al., 2003; Hammer et al., 2006; Karafet et
al., 1999). Un estudio realizado por Zegura et al (2004) estima que la proporcion de
cromosoma Y no nativo americano es de aproximadamente 17 + 2% a lo largo del continente
americano. Estos estudios sefialan el importante efecto que ha tenido la mezcla europea sobre
la estructura actual de las poblaciones nativas americanas.

Asimetria sexual en poblaciones americanas

A lo largo de su historia, las poblaciones americanas han experimentado importantes cambios
demograficos que han dejado una profunda huella en su acervo genético. De especial
relevancia fue el impacto de la llegada de los europeos y del trafico de esclavos durante el
periodo colonial. Este periodo se caracterizd por el predominio de matrimonios entre los
colonizadores europeos y mujeres indigenas. Esto se debid principalmente a la escasez de
mujeres espafiolas en el Nuevo Mundo, a la baja extraccion social de los emigrantes y a la
escasez de prejuicios raciales en cuanto al matrimonio con mujeres indigenas. Pero en
ocasiones dichos enlaces buscaban un objetivo mas politico o religioso, como la conquista de
un nuevo territorio o la conversion al catolicismo (Gonzalez-Andrade et al., 2008b). Esta
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asimetria en el apareamiento se ve claramente a nivel genético en determinadas poblaciones
americanas mestizas. Asi mediante el estudio del cromosoma Y y del ADNmt se observa un
predomino de linajes masculinos de origen europeo y linajes femeninos de origen nativo
americano (Nunez et al., 2011).

Por otro lado, la llegada de esclavos africanos al continente americano durante los siglos XVI-
XVIII, y posteriores procesos de mestizaje, también alterd el sustrato genético masculino de la
poblacién con la introduccidn de linajes del cromosoma Y africanos (Carvalho et al., 2010). Se
estima que alrededor de 11 millones de africanos fueron llevados al Nuevo Mundo,
procedentes principalmente del Africa occidental y central (Salas et al., 2005).

3.1.4. Cromosoma Y y Genética Forense

El estudio del cromosoma Y en genética forense es de gran utilidad, en especial en
investigaciones penales, ya que la mayor parte de los crimenes violentos y agresiones sexuales
son cometidos por varones (FBI, 2005). El estudio del cromosoma Y serad de gran ayuda a la
hora de detectar especificamente los restos celulares de un vardn en mezclas de fluidos
biolégicos de ambos sexos, indicios muy frecuentes en casos de agresidn sexual. Asimismo va a
permitir una mejor aproximaciéon al niumero de contribuyentes de semen en casos de
violaciones multiples o la deteccion de células epiteliales procedentes de individuos
vasectomizados.

Por otro lado, como consecuencia de la elevada especificidad poblacional de determinados
haplotipos del cromosoma Y, se puede realizar una aproximacion relativa al origen étnico de
una muestra. No obstante, esta aproximacidon debe realizarse con cautela porque puede
conducir a conclusiones erréneas. Por ejemplo, la determinacién del haplogrupo E1blb (muy
abundante en Africa) en una muestra puede llevar a pensar que se trata de un individuo
africano. No obstante, no puede descartarse que el individuo proceda del Sur de Europa,
dénde este haplogrupo también se presenta, aunque en menor frecuencia.

Otra aplicacién de este sistema genético es la investigacion bioldgica de paternidad de hijos
varones, en especial en aquellos casos en el que el presunto padre haya fallecido. En estas
situaciones se podrd recurrir a los parientes varones relacionados por via paterna, para
comprobar si comparten el mismo haplotipo del cromosoma Y.

En definitiva, aunque el estudio del cromosoma Y constituye un método de screening répido y
fiable en la casuistica forense, siempre hay que tener presente que todos los familiares
varones por linea paterna comparten el mismo haplotipo, por lo que no puede excluirse su
posible participacidén en los hechos. Es por ello que es conveniente combinar los marcadores
del cromosoma Y con marcadores autosdmicos para poder lograr una identificacion
individualizada.
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3.2. CROMOSOMA X

El cromosoma X es un cromosoma submetacéntrico con un tamafo aproximado de 155 Mb,
que representa casi el 5% del total del genoma humano. Presenta un elevado contenido de
ADN repetitivo no codificante a lo largo de su longitud, asi tan solo el 1.7% del cromosoma
codifica para proteinas funcionales. Se han descrito un importante nimero de genes en este
cromosoma, aproximadamente del orden de 1100 (Ross et al., 2005). Aungue en este aspecto,
si se compara con los cromosomas autosomicos, se trata de un cromosoma pobre en genes.

Las mujeres tienen dos cromosomas X homélogos, por lo que todos los genes y secuencias
estaran presentes en diploidia, pudiendo ser para un determinado caracter homocigotas (si los
dos alelos del locus son idénticos) o heterocigotas (si los alelos son diferentes). Sin embargo
los varones sélo tienen un cromosoma X, por lo que se trata de individuos hemicigéticos.

3.2.1. Caracteristicas del cromosoma X
A continuacion se describen las caracteristicas mas importantes del cromosoma X:

Inactivacion

A pesar de que las mujeres tienen dos cromosomas X, tan solo uno se haya activo en cada
célula. Esto se debe a que la expresidon génica de todos los cromosomas X excepto uno se
silencian de forma aleatoria en una fase muy temprana del desarrollo, quedando este
cromosoma inactivo permanentemente en los tejidos somadticos. Como resultado de este
silenciamiento aleatorio, las mujeres son cromosdmicamente un mosaico formado por células
con cromosomas activos de origen paterno y materno (Moreira de Mello et al., 2010; Gartlery
Goldman, 2001).

La inactivacion iguala la cantidad de productos genéticos ligados al cromosoma X con respecto
al varén (compensacion de dosis) (Lyon, 1961). Del mismo modo, permite la viabilidad de
individuos con monosomias, trisomias o polisomias del cromosoma X. En este proceso juega
un papel fundamental el gen XIST (X inactive specific transcript), localizado en el brazo largo
del cromosoma X, pues su expresion determina la inactivaciéon del cromosoma X que lo porta
(Kay, 1998).

Recombinacion

En las mujeres se produce recombinacién meidtica entre los cromosomas X, ya que en las
células germinales femeninas el cromosoma X inactivo se reactiva en la meiosis, pudiéndose
dar dicho proceso de recombinacién (Gartler y Goldman, 2005).

En cambio, en los hombres, al no disponer de un homalogo, el cromosoma X no recombina en
la mayor parte de su longitud. La excepcidn se encuentra en las regiones pseudoautosdmicas
localizadas en los extremos del cromosoma X, conocidas como PAR1 (en el brazo corto de 2.6
Mb) y PAR2 (en el brazo largo de 0.3 Mb). Estas regiones recombinan con las regiones
homdlogas del cromosoma Y situadas en sus extremos, como anteriormente se ha comentado.
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Herencia

El cromosoma X tiene un patrén de herencia Unica. La madre transmite a los hijos de ambos
sexos uno de sus cromosomas X, de forma analoga a lo que sucede los cromosomas
autosdmicos. Por lo tanto, el cromosoma X de origen materno de los descendientes puede ser
una copia exacta de uno de los dos cromosomas X de la madre, o puede ser un cromosoma
recombinante resultado del intercambio de material genético entre los dos cromosomas
maternos. En cambio, el padre Unicamente transmite su Unico cromosoma X a sus hijas y en
este caso serd una copia exacta de su cromosoma, tal como fue recibido de su madre.

Diversidad genética

El hecho de que los hombres solo posean un cromosoma X implica que cada cromosoma X
pase dos terceras partes de su tiempo portado por una mujer. Consecuentemente, y teniendo
en cuenta la menor tasa de mutacidn nucleotidica en la linea germinal femenina que en la
masculina, es de esperar que el cromosoma X haya estado sometido a menos mutaciones que
los autosomas. Por lo tanto, deberia presentar una menor diversidad genética (Vicoso y
Charlesworth, 2006; Schaffner, 2004).

Esta diversidad se veria incluso mas reducida por el menor tamafo efectivo del cromosoma X
respecto a los cromosomas autosomas. Considerando que las mujeres tienen dos cromosomas
X y los hombres tan solo uno, el tamafio efectivo poblacional del X respecto a los autosomas
serd de %. Este es el ratio esperable en situaciones de igualdad respecto al tamafo poblacional
y procesos migratorios de hombres y mujeres. Posibles desviaciones en estas condiciones
pueden afectar a la relacidén entre X y autosomas (Keinan et al., 2009; Hammer et al., 2008).
Por otro lado, el menor tamafio efectivo del cromosoma X supondrd un mayor efecto de los
procesos de deriva genética en la poblacién que en el caso de los autosomas (Casto et al.,
2010). Como resultado es de esperar que el cromosoma X presente una mayor estructuracion
poblacional, tal y lo descrito en algunos estudios (Lambert et al., 2010; Ramachandran et al.,
2004). Esta diferenciacién entre poblaciones estard influenciada en mayor o menor grado por
factores demograficos y por la accion de fuerzas selectivas (Casto et al., 2010; Heyer y Segurel,
2010).

Aunque la diversidad del cromosoma X se considera baja al compararla con los autosomas, aun
asi sigue siendo el doble que en el caso del cromosoma Y (Schaffner, 2004).

3.2.2. Polimorfismos del cromosoma X

El cromosoma X presenta diferentes tipos de polimorfismos, que no difieren a los descritos en
otros cromosomas. Asi se producen sustituciones, inserciones, deleciones o duplicaciones de
bases, reordenamientos complejos, minisatélites, microsatélites y ADN satélite. No obstante,
en genética forense los marcadores mas estudiados de este cromosoma son los STRs vy
también los SNPs.
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STRs del cromosoma X

Los STRs del cromosoma X o X-STRs son los marcadores del cromosoma X mas utilizados en
genética forense, por su alto grado de polimorfismo y alta tasa de mutacidn. Se trata de
secuencias pequenas de ADN repetidas en tandem, constituidas por unidades de 2 a 7 pb que
se repiten un numero variable de veces y que dan lugar a alelos de un tamafio aproximado
entre 100 y 400 pb. El nimero de repeticiones varia entre los individuos. Se han descrito mas
de 30 X-STRs como marcadores forenses. En general, son marcadores tetranucleétidos (unidad
de repeticion de 4 pb), aunque también hay algunos trinucledtidos (Szibor, 2007).

El uso de una nomenclatura comun es crucial en el campo de la genética forense para evitar
confusiones y permitir el intercambio y la comparacién de resultados. Es por ello que se estdn
haciendo importantes esfuerzos en el desarrollo de los STRs del cromosoma X para unificar la
nomenclatura, siguiendo las recomendaciones de la ISFG (Edelmann et al., 2002b).

En la actualidad hay disponibles varios multiplexes que permiten el andlisis simultaneo de
varios STRs del cromosoma X. Es de destacar el multiplex de 10 X-STRs desarrollado por el
GEPH-ISFG, que incluyen los siguientes marcadores: DXS8378, DXS9898, DXS7133, DX7423,
DXS6809, DXS7132, DXS9902, DXS6789, GATA172D05 y GATA31E08 (Gusmao et al., 2008). Con
este bloque de marcadores se pretende crear un grupo de STRs del cromosoma X de referencia
para la comunidad cientifica internacional, que sea de utilidad en casos de identificacion
humana, paternidad y otros parentescos bioldgicos.

Hasta el momento, y a falta de mds estudios, se considera que las tasas de mutacién de los
STRs del cromosoma X (2.09 x 10 por meiosis) presentan valores similares a las obtenidas en
los marcadores autosémicos (Szibor et al., 2003).

Ligamiento de loci

En la aplicacidon de los marcadores del cromosoma X en la genética forense es importante
determinar el grado de ligamiento entre los loci de este cromosoma, para saber si estos deben
tomarse como un haplotipo o bien individualmente a la hora de interpretar los resultados
(Medina-Acosta, 2010).

El cromosoma X presenta varios grupos de loci que estan suficientemente separados entre si, y
que por lo tanto en principio se heredan independientemente (Bekada et al., 2010; Gusmao et
al., 2008). Pero también se han descrito clusters o grupos compuestos por loci estrechamente
ligados (Figura 11).

En un estudio realizado por Szibor et al. (2003) se establecieron cuatro grupos de ligamiento
en el cromosoma X, uno de ellos en el brazo corto y otros tres en el brazo largo. Cada uno de
los cuatro grupos de ligamiento se expande menos de 0.5 cM y por lo tanto, representa un
haplotipo estable. Consecuentemente la probabilidad de recombinacién meiética entre loci
dentro de cada cluster serd menor al 0.5%, por lo que estaran estrechamente ligados (Szibor,
2007). En cambio, como la distancia entre cada grupo es de 50 cM o mds, cada grupo se
heredaria de forma independiente a los otros.
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Figura 11. Localizacion de STRs del cromosoma X de uso
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El concepto de desequilibrio de ligamiento (LD o Linkage Disequilibrium) cromosdmico hace
referencia a la asociacién no aleatoria o preferencial de los alelos en un cromosoma, en este
caso de los alelos de los loci STRs del cromosoma X. El valor de LD mide la desviacién de la
frecuencia de haplotipos en una poblacion respecto de la que se espera cuando los alelos de
los loci estan asociados aleatoriamente. Se aprecia LD significativo cuando los loci se
encuentran estrechamente ligados entre si. Consecuentemente, en estos casos la frecuencia
poblacional del haplotipo no podra ser inferida a partir de la frecuencia alélica de cada
marcador, sino que tendrdn que considerarse los loci como un Unico bloque y estimar la
frecuencia de dicho haplotipo directamente de los datos poblacionales.

Es importante tener en cuenta que el LD no depende uUnicamente de la distancia entre
marcadores, sino que también podria estar asociado a procesos como la deriva genética,
efecto fundador, seleccidn o mezclas poblacionales, que podrian aumentar el LD alrededor de
un alelo. Todo ello causaria un efecto contrario a los procesos de recombinacién (que
disminuyen el LD de los loci), rompiendo el haplotipo ancestral (Martins et al., 2010b; Reich et
al., 2001).

Datos poblacionales

En los ultimos afios ha habido un auge de publicaciones de X-STRs en poblaciones de todo el
mundo. Asi se disponen datos de Espafia, Portugal, Brasil, Argentina Colombia, Puerto Rico,
Alemania o EEUU, entre otros (Becker et al., 2008; Bobillo et al., 2011; Gomes et al., 2007b;
Gusmao et al., 2009; Martins et al., 2010a).

La comparacidn de poblaciones muy cercanas parece indicar que las diferencias en la
distribucidn alélica de los marcadores del cromosoma X resultan minimas (Zarrabeitia et al.,
2009). Consecuentemente, en estos casos se podran usar las bases de datos generales como
referencia. Sin embargo, cuando se consideran el conjunto de poblaciones mundiales se puede
observar diferencias significativas en las frecuencias alélicas (Gomes et al., 2007a; Gomes et
al., 2007b). Por lo tanto, debido a la mayor estructuracion poblacional del cromosoma X, es
importante disponer bases de datos de los distintos paises. Por lo que se refiere a diferencias
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en las frecuencias alélicas relacionadas con el sexo, en la mayoria de publicaciones no se han
descrito cambios significativos (Gusmao et al., 2009).

Se deben seguir realizando mas estudios poblacionales para determinar frecuencias
interpoblacionales, independencia de loci o tasas de mutacidn, entre otros parametros.
Actualmente existe una Web (www.ChrX-STR.org) que contiene datos sobre los marcadores
del cromosoma X utilizados con fines forenses, antropoldgicos y otras areas de la genética. A
pesar de su potencial, su uso en el campo forense y en el estudio de poblaciones humanas adn
es limitado.

3.2.3. Cromosoma X y Genética de Poblaciones

Las caracteristicas del cromosoma X comentadas anteriormente lo convierten en una
herramienta de gran interés para el estudio de las poblaciones humanas. Su principal ventaja
es que va a aportar informacién simultanea de los linajes masculinos y femeninos de la
poblacién, a diferencia del cromosoma Y y del ADNmt que tan solo proporcionan datos de las
lineas paternas o maternas respectivamente. Ademas teniendo en cuenta que a lo largo de la
historia el cromosoma X ha pasado mds tiempo en las mujeres que en los hombres, las
posibles diferencias existentes entre sexos podra verse reflejado en las diferencias entre el
cromosoma X y los autosomas (Schaffner, 2004).

A pesar de su gran potencial, el uso del cromosoma X en genética poblacional esta poco
desarrollado en comparacidn con otros marcadores genéticos. Hasta ahora los estudios
realizados se han centrado principalmente en la historia del hombre moderno (Keinan et al.,
2009). Asi, se ha descrito que las poblaciones africanas son las que mayor diversidad genética
del cromosoma X presentan, mientras que las poblaciones americanas tienen una diversidad
mas baja (Santos-Lopes et al., 2007).

Por lo que respecta a los estudios de procesos migratorios a nivel mas local y regional, el
numero de publicaciones del cromosoma X es muy bajo comparado con la elevada cifra de
publicaciones existentes de ADNmt y cromosoma Y. No obstante, debido a las posibilidades
que ofrece este marcador es de esperar que en los Ultimos afios incremente el nimero de
estudios poblacionales al respecto.
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3.2.4. Cromosoma X y Genética Forense

A pesar de su potencial utilidad en el campo forense, el uso del cromosoma X sigue siendo
reducido. Se emplea basicamente en pruebas de parentesco, paternidades deficientes y en
investigacion de vestigios bioldgicos.

La forma de herencia del cromosoma X lo hace especialmente util en ciertas pruebas de
parentesco, pues permiten determinar exclusiones directas. Asi, su estudio puede excluir
relaciones de parentesco entre un supuesto padre y su hija, o entre una supuesta madre y su
hijo, si entre ellos no comparten todos los marcadores. En estos casos los STRs del cromosoma
X pueden resultar mas informativos y mas eficientes que los STRs autosémicos.

También resultaran especialmente utiles en casos complejos de paternidad, por ejemplo en
casos donde se estudia una hija cuestionada comparandola con otras hijas bioldgicas de un
padre no disponible, tanto si tienen o no la misma madre. Si las hijas tienen el mismo padre
deben compartir el mismo cromosoma X paterno. Asimismo el estudio del X puede resultar
muy valioso en casos de incesto, donde dos supuestos padres de una hija son padre e hijo. En
este caso dichos individuos no deberian compartir ningun alelo idéntico por descendencia del
cromosoma X, pero si la mitad de los alelos autosémicos. Por lo tanto, en estas situaciones, los
marcadores del cromosoma X resultardan mds resolutivos que los marcadores autosémicos.

Por lo que se refiere a la investigacion de vestigios bioldgicos, los marcadores del cromosoma X
pueden resultar de gran valor en determinadas situaciones. El caso mds comun es la
determinacion del componente femenino en una evidencia con mezcla de material genético
masculino y femenino. En este supuesto los alelos femeninos solo seran completamente
coincidentes con el componente masculino si es homocigota en todos los loci, caso poco
probable. No obstante, es necesario tener en cuenta las limitaciones de una inclusién a partir
del cromosoma X, dada la complejidad de su herencia y la posibilidad de que el haplotipo del
cromosoma X sea compartido por los miembros de una misma familia.

Tal y como se ha visto hasta ahora, el estudio del genoma mitocondrial y de los cromosomas
sexuales (X e Y) proporciona informacion muy valiosa para el estudio de las poblaciones
humanas. Es por ello que en los ultimos afios se han caracterizado un gran nuimero de
poblaciones utilizando la amplia bateria de marcadores disponibles. A pesar del importante
avance experimentado, aun existen grupos poblacionales sin estudiar. Este es el caso de
algunas poblaciones de América, como la ecuatoriana, que despiertan un gran interés desde el
punto de vista forense, antropoldgico y evolutivo, dada su compleja historia, gran riqueza y
variabilidad cultural, étnica y genética.
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4. ECUADOR: POBLACION OBJETO DEL ESTUDIO
4.1. Dinamica de poblamiento

Se conoce poco sobre el origen de los primeros ecuatorianos y de la dindmica de las tempranas
migraciones. No obstante, las evidencias arqueoldgicas halladas apuntan a que la historia de
los primeros habitantes de Ecuador se remontaria a hace unos 11.000 afios (Dillehay, 1992).
Las investigaciones sugieren que el pais se pobld por el Callején Interandino, cuando los
ultimos glaciares estaban en pleno retroceso. Esta region, cubierta de bosques, ofrecia
multiples recursos para los recién llegados, que pudieron desarrollar actividades de caza y
recoleccidn. Es posible que estos grupos hicieran pequefias incursiones hacia otras regiones
del territorio ecuatoriano (Dillehay, 1999). Los vestigios muestran una escasa ocupacién de la
costa ecuatoriana, a excepcion de la peninsula de Santa Elena, dénde por esa época habitaban
pequefios grupos de cazadores-recolectores de la cultura de Las Vegas (Stothert et al., 2003).
En cuanto al asentamiento de pobladores en la Amazonia hay pocas evidencias al respecto, a
falta de exploraciones sistematicas de la region.

A raiz de estos primeros asentamientos empezaron a conformarse diferentes culturas
denominadas de acuerdo a su ubicacidn y desarrollo: las culturas Machalilla, Valdivia, Chorrera
en la costa; Cotocollao y Chimba en la sierra; y Pastaza y Chiguaza en la regién oriental. Estos
grupos tenian una economia arcaica y una tecnologia incipiente, condiciones que fueron
cambiando con la implementacidon de nuevas formas de agricultura, desarrollo de ceramica y
otros utensilios. Estos grandes pueblos dieron lugar al desarrollo de cacicazgos o sefiorios a
nivel regional.

La region ecuatoriana podria haber constituido un importante punto de convergencia cultural
con grupos de Mesoamérica, dandose un intenso intercambio entre los pueblos de ambas
zonas (Lathrap y Marcos, 1975 ). Los investigadores sostienen que la franja costera del océano
Pacifico representd un corredor que comunicd a numerosas sociedades americanas.

En el s. XV los incas llegaron a la parte sur de lo que hoy es el territorio ecuatoriano,
incorporandolo a su extenso territorio (que llegd a cubrir también parte de Peru, Bolivia, Chile
y noroeste de Argentina). En esa época se produjeron importantes flujos migratorios con la
repoblacidn de los territorios conquistados en el norte con poblacién de las zonas leales del
sur del imperio. La presencia inca en territorio ecuatoriano fue relativamente breve, pues a
partir del s. XVI se inicidé la colonizacidon espafiola. La llegada de los primeros espafioles a
Ecuador supuso un punto y aparte en la historia del pais, como también sucedio en el resto del
continente. Por un lado, se produjo una importante reduccion del niumero de pueblos
originarios como consecuencia del conflicto bélico y la propagaciéon de enfermedades. Por otro
lado, se inicié la génesis de nuevos grupos étnicos derivados de las nuevas relaciones
interculturales entre colonos espafioles, amerindios y esclavos africanos, asi surgieron los
mestizos (descendientes de amerindios y europeos), mulatos (descendientes de caucdsicos y
negros), zambos (descendientes de negros y amerindios) y criollos (descendientes de
espanoles nacidos en América). Este proceso histdrico sentd las bases sobre las que emergeria
la actual estructura poblacional del pais.
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4.2. Composicién actual
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de individuos. Figura 12. Localizacién de Ecuador.

La poblacion ecuatoriana se caracteriza por ser étnicamente muy diversa. Se distinguen tres
grupos étnicos principales: a) mestizos (71.9%), b) amerindios nativos, con una gran variedad
de grupos étnicos (7%) y c) afroecuatorianos o afrodescendientes (7.2%). También destaca la
presencia de poblacidn caucdsica, que representa un 6.1% de la poblacidn.

Desde un sentido etnogeografico, Ecuador presentaria similitudes con otros paises andinos
(Bolivia, Perd o norte de Chile), que poseen también un importante componente amerindio
nativo (Gonzalez-Andrade, 2006a). Este grupo se distinguiria de otros paises sudamericanos
como Argentina, Chile, Uruguay o Paraguay, con una contribucidon europea muy elevada; o de
Brasil con un fuerte aporte afroamericano.

4.3. Poblacion mestiza

Los Mestizos constituyen el grupo mas grande y representativo del pais, aproximadamente,
ocho de cada diez ecuatorianos son mestizos. El término mestizo se utiliza generalmente en
referencia a los descendientes de caucdsicos (espafioles principalmente) e indigenas nativos
americanos (sobretodo Kichwas en el caso ecuatoriano). No obstante, el concepto de mestizo
es amplio, asi es empleado también en referencia a amerindios que han recibido educacién y
se encuentran en una posicién socioecondmica mas confortable, evitando el término indigena
por su frecuente asociacion a posiciones de pobreza.

Los Mestizos ecuatorianos viven preferencialmente
en zonas urbanas, aunque también se encuentran
presentes en determinadas regiones de Oriente.
Fue especialmente a partir de los afos 60, cuando
se produjeron importantes flujos migratorios hacia
la zona Amazodnica a raiz de la demanda de mano
de obra en la industria petrolera y maderera.

Figura 13. Nifios mestizos de Quito.
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4.4. Poblaciones amerindias

En Ecuador coexisten mas de 13 nacionalidades indigenas y 16 pueblos distribuidos a lo largo
del territorio (Figura 14). Las poblaciones indigenas se caracterizan por su autodefinicion, su
autonomia organizativa, cultural y su politica propia. Son pueblos originarios y constituidos
miles de afios antes de la invasion europea. En pleno s. XXI, muchos de ellos se encuentran en
proceso de retroceso e incluso de extincion.

Figura 14. A la izquierda tabla con nacionalidades indigenas de Ecuador y lenguas propias, clasificados seguin su
ubicacion geografica. A la derecha distribucion geografica de las principales nacionalidades del pais.
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Poblacidn kichwa

Entre las poblaciones nativas de Sudamérica el quechua es la lengua amerindia con mayor
numero de hablantes, mds de 8 millones. Se extiende a lo largo de la parte occidental del
continente sudamericano. El quechua fue la lengua del imperio inca, que en su momento de
maximo esplendor durante el s. XV, se extendid desde Ecuador en el norte hasta Chile por el
sur. Tras la conquista espafiola la lengua se conservd en parte porque fue adoptada por los
misioneros catdlicos como lengua de predicacién. Hoy en dia se considera el quechua como
una familia de lenguas de origen andino, con distintas variantes dialectales. Asi en Ecuador,
por ejemplo, se habla la variante linglistica Quechua-lIB, cominmente conocida como
Quichua o Kichwa.

Los Kichwas (nombre ancestral) o los Quichuas constituyen el mayor grupo indigena de
Ecuador con una poblacion de mas de 3 millones de personas. La mayoria viven en la zona
andina, aunque existen otros grupos ubicados en las provincias de la Amazonia que incluyen
entre 60.000 a 100.000 personas organizada en 438 comunidades.

La nacionalidad kichwa de la Amazonia comprende dos
pueblos: el pueblo Napo-Kichwa y el pueblo kichwa del
Pastaza o Canelo-Kichwa (CONDENPE, 2011).

Figura 15. Kichwa de la Amazonia. Tomada de CONDENPE.
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La nacionalidad kichwa agrupa a individuos que presentan una misma tradicién linglistica,
pero con pequefias diferencias culturales. Su origen seria el resultado de un complejo y
paulatino proceso de relaciones interétnicas con otras nacionalidades conocido como
Kichwizacion.

En el caso de los Kichwa Amazdnicos, el matrimonio exégamo con miembros de otros grupos
como los Shuar y Achuar, ha permitido su expansién por toda la Amazonia en un proceso de
Kichwizacién muy marcado. Asi que a través de una lengua en comun, se ha configurado una
identidad étnica diferenciada, que aglutina miembros provenientes de varias tradiciones
culturales.

Poblacidon waorani

Los Waorani o Huaorani son el ultimo pueblo
amerindio seminédmada de cazadores y recolectores
gue habita en Ecuador. No hay un censo poblacional
oficial de este grupo étnico, pero se estima que
actualmente hay unos 3000 Waorani distribuidos en
24 comunidades (CODENPE, 2011). Entre ellos, aun
existen grupos como los Tagaeri o los Taromenani,
gue evitan todo contacto con el exterior.

Figura 16. Grupo waorani.

Su territorio se localiza en la zona noreste de la Amazonia Ecuatoriana (provincias de Orellana,
Pastaza y Napo) en la Reserva Etnica Waorani y en el Parque Nacional Yasuni, entre los rios
Napo y Curaray (Figura 17).

PARQUE

NACIONAL

YASUNI

Waorani Reserve

I Yasuni National Park

t :' Buffer Zone

Su organizacion familiar tradicional se basa en el nanicabo o grupo doméstico, constituido por
dos o tres casas comunales (malocas) que agrupan a varias familias bajo el mismo techo. La
unidad territorial o grupo local se denomina “waomoni”, que es la unién de varios
“nanicabos”.

36


http://www.monografias.com/trabajos14/cambcult/cambcult.shtml

Introduccion

La historia del pueblo waorani ha estado marcada por su largo aislamiento fisico y social. Su
origen étnico y linglistico sigue siendo fuente de especulacién. Se ha sugerido que los Waorani
podrian derivar grupos de origen tupi—guarani (omaguas, yameos y oas) que se dispersaron en
la zona entre los s. X al XVI. Estos grupos se desplazaron desde Brasil hacia el Pacifico, y ante la
imposibilidad de cruzar la Cordillera de los Andes se habrian establecido en la selva amazdnica,
a lo largo de la ribera del rio Napo (Cabodevilla, 1994 ). Pero hasta ahora no se han hallado
evidencias suficientes para respaldar ninguna hipdtesis. Tampoco a nivel lingliistico, se ha
podido establecer ninguna relacién entre su lengua -el Wao Tededo- con otras lenguas
indigenas en Sudamérica.

En el momento del contacto, los clanes waorani estaban divididos en cuatro grupos
principales: Guikitairi, Piyemori, Baiwairi y Wepeiri, que se encontraban dispersos en un
territorio inmenso que iba de la frontera con Peru hasta las cabeceras del rio Napo (Smith,
1996). Se caracterizaban por enfrentamientos entre clanes y otros grupos de diferente etnia,
siendo una de las sociedades con mayor indice de homicidios en la historia (Yost y Paabo,
1981). A causa de los frecuentes desequilibrios demograficos, en esta sociedad era habitual la
poligamia (poliginia y menos frecuentemente la poliandria), asi como relaciones de caracter
endogamico (con matrimonios entre primos cruzados).

El primer contacto con misioneros europeos no se produjo hasta el afio 1956. Fue entonces
cuando se inicié un proceso de reagrupacion y reduccién de los clanes en un Protectorado,
localizado en Tiweno. A finales de la década del 70, el 90% de la poblacién waorani habia sido
reubicada en dicho asentamiento. Esta concentracion espacial trajo consecuencias negativas
para sus habitantes (enfermedades, las tensiones intergrupales o agotamiento de recursos),
provocando una importante reduccién poblacional. A raiz de ello, se inicié la descentralizacién
con la formacién de varias comunidades nucleadas a lo largo de los rios orientales de las
provincias de Napo, Pastaza y Orellana.

Poco a poco el pueblo Waorani ha experimentado una progresiva apertura hacia el exterior,
con importantes cambios en su estructura social, econdmica y cultural. En muchos grupos se
ha pasado de un modelo de asentamiento tradicional ndmada al sedentarismo temporal o
total. También la poligamia tradicional ha dejado paso al matrimonio monogamico y en
ocasiones exdgamo (fuera del grupo), debido a las continuas relaciones interétnicas que se
establecen, en especial, con individuos kichwas. Asi hoy en dia, a excepcidon de determinados
poblados, los Waorani conviven en contacto con otros pueblos indigenas vecinos, asi como
colonos y trabajadores de la industria petrolera y maderera (Fuentes, 1997).
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4.5. Interés genético de los grupos ecuatorianos

Estos grupos poblacionales son de gran interés desde el punto de vista genético-poblacional y
antropoldgico. Por un lado, adquieren especial interés el estudio de las poblaciones indigenas
y mas concretamente, aquellas localizadas en regiones geograficas de dificil acceso para la
recoleccion de muestras. Este es el caso de la poblacion waorani, debido a sus peculiares
caracteristicas socioculturales: aislamiento geografico y social, dificil acceso, bajo mestizaje y
reciente contacto. Por otro lado, también resulta fundamental caracterizar a los grupos étnicos
mayoritarios del pais (mestizos y kichwas) para lograr una mejor aproximacion al actual acervo
genético de Ecuador.

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios que han permitido reconstruir parte del
mosaico genético ecuatoriano (Geppert et al., 2011; Gomez-Pérez et al., 2011; Cardoso et al.,
2008; Gonzalez-Andrade et al., 2008a; Gonzalez-Andrade et al., 2007; Gonzalez-Andrade et al.,
2006b; Gonzalez-Andrade et al., 2003; Rickards et al., 1999). No obstante, aun existe un
importante vacio en lo referente a estudios que analicen el origen y las relaciones genéticas
entre sus grupos étnicos, y con otras poblaciones americanas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

Como se ha comentado a lo largo de la introduccidn, existe un gran interés en el estudio de la
variabilidad genética de las poblaciones humanas, tanto en genética de poblaciones como en
genética forense.

Aun siendo pequenas, las diferencias existentes entre las poblaciones estan directamente
relacionadas con la historia de cada poblacidon, ya que son el resultado de la historia
demografica de cada grupo poblacional y de la interaccidn de las distintas fuerzas evolutivas.
Asi pues, aplicando las herramientas moleculares adecuadas, a partir del estudio de la
diversidad genética de grupos humanos actuales se pueden reconstruir aspectos de su pasado
como su origen, migraciones y relaciones biolégicas con otros grupos, entre otros. El interés
despertado en este campo se ha traducido en la puesta en marcha de proyectos gendmicos
internacionales de gran repercusion como el proyecto HapMap o el Proyecto Genographic, asi
como en la caracterizacidon de un gran nimero de poblaciones de todo el mundo.

El andlisis de la diversidad genética humana en las poblaciones actuales ha permitido
esclarecer numerosas cuestiones histdricas, en distintas escalas temporales y espaciales. Asi se
ha podido determinar por ejemplo, que el origen del hombre se situaria en Africa y se
remontaria aproximadamente a unos 150.000-200.000 afios atras (Cann et al., 1987, Wallace
et al., 1999). Asimismo ha permitido estudiar la huella genética dejada en las poblaciones por
las distintas migraciones a lo largo de la historia, como la llegada de los primeros hombres al
continente americano o su posterior colonizacién por parte de los europeos.

Un campo intimamente ligado a la genética de poblaciones es la genética forense, pues los
estudios genético-poblacionales proporcionan los datos genéticos que sustentan en gran parte
las bases de datos con fines forenses. Las bases de datos son herramientas imprescindibles en
el campo forense, ya que son la base sobre la que se realiza la pertinente valoracion estadistica
de la prueba de ADN en el marco de una investigacion criminal, investigaciones de relaciones
de parentesco o identificacion de cadaveres. En este sentido, el conocimiento de la estructura
poblacional de un pais ademds de ser interesante desde un punto de vista antropoldgico,
social y cultural, también surge como una necesidad dentro del campo de la genética forense.
La existencia de una subestructuracion o estratificacion poblacional puede repercutir
notablemente en la valoracidn de los resultados de la prueba del ADN, pues los diferentes
grupos pueden diferir entre si respecto a las frecuencias génicas o haplotipicas de los
marcadores estudiados. Es por ello que también es importante caracterizar los distintos grupos
étnicos presentes en las poblaciones para poder generar bases de datos lo mas representativas
posibles del pais.

Por otro lado, el gran nimero de estudios realizados en poblaciones de todo el mundo para los
marcadores de linaje (ADN mitocondrial y cromosoma Y) ha proporcionado un gran
conocimiento sobre su filogeografia, es decir, sobre la distribucion espacial de los distintos
linajes a lo largo de la geografia. De esta forma, se han podido identificar linajes especificos de
determinadas regiones del mundo. Esta especificidad puede ser usada con fines identificativos
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en casos forenses, como una aproximacién para estimar la procedencia de los individuos
implicados en los hechos a partir de su material genético, aunque se debe actuar con cautela.

El gran numero de estudios genético-poblacionales publicados en la ultima década pone de
manifiesto el interés existente por caracterizar los distintos grupos humanos tanto con fines
antropoldgicos como forenses. En especial han despertado un gran interés las poblaciones
americanas, por los importantes procesos demograficos que han experimentado, asi como por
el elevado mestizaje y estratificacion que pueden presentar. La poblacién ecuatoriana es un
buen ejemplo de ello, ya que como resultado de las distintas migraciones y mezclas entre
grupos genéticamente diferenciados que se han producido a lo largo de su historia,
actualmente constituye una sociedad multiétnica y pluricultural de gran interés genético.

En consonancia con lo anteriormente expuesto, el objetivo general de este trabajo fue
estudiar la variabilidad genética de tres grupos étnicos de Ecuador (waorani, kichwa y mestizo)
a partir de marcadores de interés forense y antropoldgico para ampliar el conocimiento
genético poblacional de la regién ecuatoriana y de su historia, asi como para contribuir a las
bases de datos genéticos con fines forenses.

Objetivos especificos

1. Estudiar la variabilidad del genoma mitocondrial y del cromosoma X en los tres grupos
étnicos ecuatorianos.
Estudiar la variabilidad del cromosoma Y en los grupos kichwa y mestizo de Ecuador.
Estudiar la relacién entre los grupos ecuatorianos, y con otras poblaciones de América.

4. Estudiar la influencia europea, nativa americana y/o africana en la composicion
genética de las poblaciones ecuatorianas.

5. Hacer una aproximacién a la historia de las poblaciones ecuatorianas a través de los
datos obtenidos.

6. Incrementar la informacién disponible sobre bases de datos de ADN mitocondrial y
marcadores sexuales en Ecuador con fines forenses.
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MATERIALES Y METODOS

En este estudio se han realizado los siguientes analisis:

- Andlisis de las regiones HVSI y HVSII de la regiéon control del ADNmt en individuos
waoranis (n=32).

- Analisis de la region control completa del ADNmt en individuos kichwas (n=65) y
mestizos (n=42).

- Andlisis de 10 STRs del cromosoma X en individuos waoranis (n=32), kichwas (n=65) y
mestizos (n=42)

- Andlisis de STRs del cromosoma Y en individuos varones kichwas (n=27) y mestizos
(n=28).

- Analisis de SNPs del cromosoma Y en individuos varones kichwas (n=27) y mestizos
(n=28).

1. SELECCION DE LAS MUESTRAS

Para el presente trabajo se seleccionaron individuos pertenecientes a tres grupos étnicos de
Ecuador: amerindio waorani, amerindio kichwa y mestizo. La asignacién del grupo étnico se
realizd en funcion de la autodefinicion dada por cada individuo. Todas las personas incluidas
en el andlisis aceptaron participar voluntariamente en el estudio, con el correspondiente
consentimiento informado.

1.1 Poblacion amerindia waorani

Se tomaron hisopos de mucosa bucal a individuos waoranis de comunidades localizadas en la
region Amazonica de Ecuador (provincia de Pastaza). En total se recogieron muestras de 111
individuos (55 hombres y 56 mujeres) de 32 grupos familiares, quienes se autodefinieron como
descendientes waoranis. Se completé un formulario por individuo en el que se recogian sus
datos personales (nombre, edad, sexo, lugar de nacimiento y grupo étnico), asi como datos de
las dos generaciones anteriores al individuo muestreado, tanto por via materna como por via
paterna, con el fin de identificar individuos emparentados.

El estudio genético se realizé a partir de 32 individuos pertenecientes a grupos familiares
distintos.

1.2. Poblacion amerindia kichwa

Se obtuvieron muestras de sangre sobre papel de filtro FTA de 65 individuos no emparentados
(38 mujeres y 27 hombres) de las provincias de la Amazonia Ecuatoriana, Pastaza, Napo y
Orellana. Todos los individuos se autoreconocieron como Kichwas.

1.3. Poblacidon mestiza

Se obtuvieron muestras de sangre sobre papel de filtro FTA de 42 individuos no relacionados,
nacidos y residentes en Ecuador, que se autodefinieron como Mestizos. De estos individuos,
28 fueron hombres y 14 mujeres.
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2. EXTRACCION DE ADN

Se

realizd la extraccion del ADN de los hisopos de saliva y de la sangre en FTA mediante

Chelex” (Sigma-Aldrich, USA). Se trata de una resina de intercambio idnico que captura los

iones metalicos multivalentes que catalizan la digestion del ADN (Walsh et al., 1991). Se

siguieron los protocolos que se describen a continuacién:

2.1. Extraccion de ADN a partir de hisopos de saliva

N o u s~ W N Re

o

10.
11.
12.
13.

Cortar el hisopo y depositarlo en un tubo estéril de 1.5ml

Resuspender el hisopo cortado en 1 ml de agua

Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos

Girar el hisopo con una punta estéril durante 2 minutos para agitar las células del sustrato
Eliminar el hisopo

Centrifugar 1 min a 12.500 rpm

Sin estorbar el pellet eliminar y descartar todo el sobrenadante excepto unos 50 pl.
Resuspender el pellet

Afiadir 150 ul de Chelex 5% (Vol. final=200 pl)
Incubar 15-30 minutos a 562C

Vortear 5-10 segundos a alta velocidad
Incubar 8 minutos en agua hirviendo

Vortear 5-10 segundos a alta velocidad

Centrifugar 2-3 minutos a 12.500rpm

2.2. Extraccion de ADN a partir de manchas de sangre en FTA

£ 0 N O Uk W N

En

Cortar un trozo de FTA de aproximadamente 4mm y depositarlo en un tubo estéril de 1.5ml
Anadir 500 pl de agua estéril

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave

Centrifugar 5 minutos a 12.500 rpm

Descartar el sobrenadante dejando unos 50 pl. Resuspender el pellet

Afadir 150 pl de Chelex 5% (Vol. final=200 pl)

Incubar 8 minutos en agua hirviendo

Vortear 5-10 segundos a alta velocidad

Centrifugar 2-3 minutos a 12.500rpm

todas las extracciones se incluyeron blancos de extraccién para monitorizar posibles

contaminaciones.
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3. CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS

Se realizd la valoracion fluorimétrica para determinar la concentracién de ADN obtenido tras la
extraccion. Para ello se empled el kit Quant-iT™ PicoGreen” dsDNA (Invitrogen, Barcelona). Se
prepard una curva estandar con cantidades de ADN conocidas para el correcto calibrado del
instrumento. Para cada 1 pl de muestra se afiadiéd 98.75ul de buffer TE 1X con 0.25 ul de
Quant-iT PicoGreen.

4. ANALISIS DEL ADN MITOCONDRIAL
Se realizaron los siguientes andlisis:

- Andlisis de los segmentos HVSI y HVSII en individuos waoranis (n=32).
- Andlisis de la regién D-Loop completa en individuos kichwas (n=65) y mestizos (n=42).

En todas las amplificaciones realizadas se ha incluido un negativo de PCR para descartar
posibles contaminaciones de los reactivos de PCR.

4.1. Analisis de los segmentos HVSI y HVSII
Se analizaron los segmentos HVSI y HVSII de 32 individuos waoranis.

Amplificacion por PCR

Se amplificaron los segmentos HVSI (16024-16365) y HVSII (64-340) de la regién de control del
ADNmt. Para realizar dicha amplificacion se emplearon dos parejas de primers o cebadores
(Tabla 1) que incluyen la region M13 para facilitar la reaccidon de secuenciacidon posterior
(Vigilant et al., 1989).

Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados en la amplificacion de HVSI y HVSII. En negrita
esta marcada la region M13.

[ | cebador | Secuencia cebadores (5’-3’)

H16401 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGA TTT CAC GGA GGA TGG TG-3’
L15996 5 CAG GAA ACA GCT ATG ACC CTC CAC CAT TAG CAC CCA AAG C-3’
H408 5 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTC TTA AAA GTG CAT ACC GCC A -3’
L29 5 CAG GAA ACA GCT ATG ACC GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C- 3’

La reaccion para la amplificacidon de cada segmento se prepard con los siguientes reactivos:

Tabla 2. Reactivos para la amplificacion de HVSI y HVSII.

Reactivos Volumen

10
0.4l
0.4l
7.2
1l

104
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La amplificacién se realizé en el termociclador 2720 (Applied Biosystems, EEUU) con las
siguientes condiciones: 1) Desnaturalizacién: 952C 5 min; 2) Amplificacién de 30 ciclos: 942C 45
seg, 602C 60 seg y 722C 60 seg; 3) Elongacion final: 722C 10 min y 4) Mantenimiento: 42C.

Comprobacion del producto de PCR

La comprobacién de los productos de la PCR se llevd a cabo mediante el analisis electroforético
en un gel de agarosa (2%), preparado afiadiendo 0.8 g de agarosa (Sigma) en 40 ml de buffer
TBE 1X pH8 (Sigma). Se afade bromuro de etidio al 0.01%. En cada pocillo del gel se deposita
2 ul de muestra amplificada y 3 pl de solucion de carga (azul de bromofenol). A continuacion
se realiza la migracién electroforética (voltaje constante de 100 V durante 20-30 minutos),
para finalmente visualizar las bandas con luz UV y comprobar si se han amplificado los
fragmentos de ADN.

Purificacion post-PCR

Los productos de amplificacién se purifican mediante los reactivos EXO-SAP (GE Healthcare,
UK) para eliminar los dNTPS y cebadores restantes de la PCR, asi como productos incompletos.
Para ello se mezcla 0.8 pl de EXO y 1.6 pl de SAP con 20 ul de producto amplificado y se
somete a 372C 15 min y 802C 15 min.

Reaccion PCR de secuenciacion:

Se utilizo el kit Big Dye Terminator v.1.1 (Applied Biosystems) para realizar la reaccién PCR de
secuenciacién. Todo producto fue analizado en sentido directo y reverso empleando los
siguientes cebadores y reactivos:

Tabla 3. Descripcion de los cebadores utilizados para
la reaccion de secuenciacion

Secuencia (5-3')
VEERIZIEIEN TGT AAA ACG ACG GCC AGT

\EENNGEZEGEIN CAG GAA ACA GCT ATG ACC

Tabla 4. Reactivos utilizados para la reacciéon de
secuenciacion.

5.75 ul
15
0.75 ul
1l
1u
10 !

La reaccion se realizd siguiendo las siguientes condiciones: 1) Desnaturalizacién inicial: 962C
1min; 2) Amplificacion de 25 ciclos: 962C 10 seg, 502C 5 seg y 602C 4 min y 3) Mantenimiento:
49C,
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Purificacidon post-secuenciacion.

Los productos de secuenciacion fueron purificados mediante el kit IBIAN PCR-Clean up (IBIAN,
Zaragoza). Para ello se afiadié 250 ul de IBIAN Binding Reagent al producto PCR, y se centrifugd
4 minutos a velocidad maxima. Después se afiadié 7 ul de IBIAN Elution Buffer y se centrifugd 1
minuto a 10.000 rpm.

Secuenciacion de ADN por electroforesis capilar.

Se prepararon las muestras para poder cargarlas en el secuenciador, afiadiendo 16l de Hi-Di
Formamida (Applied Biosystems) al producto de secuenciacion anteriormente purificado. Los
productos generados en la reaccion de secuenciacion fueron separados mediante
electroforesis capilar en el analizador genético ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems), usando el polimero POP-4™ (Applied Biosystems).

4.2. Analisis de la region de control completa del ADNmt

Se analizd la regidon de control completa del ADNmt de los grupos poblacionales kichwa vy
mestizo de Ecuador. Esta regidén incluye los segmentos hipervariables HVSI, HVSIl y HVSIII. La
longitud total de la regidn es de 1.121pb, aunque el tamafio final oscila en funcién de la
presencia de inserciones y/o deleciones.

Amplificacion por PCR

Se amplificé la region de control del ADNmt (16024-576) mediante los siguientes cebadores
(Cardoso et al., 2010) y reactivos:

Tabla 5. Descripcion de los cebadores utilizados en
la amplificacion de la region control de ADNmt.

Secuencia (5’-3’)

L15988 AAGTCTTTAACTCCACCATTAGC

H616 GTGATGTGAGCCCGTCTAAAC

Tabla 6. Reactivos para la amplificacion de la region control
de ADNmt.

10ul
0.4l
0.4yl
7.2l
2l

20 l

La amplificacién se realizé en un termociclador 2720 (Applied Biosystems) con las siguientes
condiciones: 1) Desnaturalizacién: 952C 3 min; 2) Amplificacién de 10 ciclos: 949C 45 seg, 70-
612C 60 seg con un gradiente -12C/ciclo y 722C 90 seg; 3) Amplificacién de 25 ciclos: 942C 45
seg, 602C 60 segy 722C 90 seg; 4) Elongacidn final: 722C 10min y 5) Mantenimiento: 12°C.
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Comprobaciéon del producto de PCR

La comprobacién de los productos de la PCR se llevd a cabo tal y lo descrito en el anterior
apartado 4.1.

Purificacion post-PCR

La purificacidn se realizé anadiendo 0.8 pl de EXO y 1.6 pl de SAP para 10 ul de producto
amplificado. Posteriormente se incubd a 372C 15 min y 802C 15 min.

Reaccion PCR de secuenciacion: Big Dye Terminator

Se utilizo el kit Big Dye Terminator v.1.1 (Applied Biosystems) para realizar la reaccion PCR de
secuenciaciéon. Se emplearon los siguientes cebadores y reactivos:

Tabla 7. Descripcidon de los cebadores utilizados en la secuenciacion de la
region control de ADNmt.

Secuencia (5'-3')

FECEE  AAGTCTTTAACTCCACCATTAGC — Cardoso et al., 2010
GGTCTATCACCCTATTAACCAC  Vigilant et al., 1989
CGTACATAGCACATTACAGT Handt et al., 1996
GTG GTT AAT AGG GTG ATA GAC  Vanecek et al., 2004
GTGATGTGAGCCCGTCTAAAC  Cardoso et al., 2010

Tabla 8. Reactivos utilizados para la secuenciacion en
sentido forward (F) y Reverse (R)

Reactivos L F | R

BDT Master Mix 1.5 pl 3l
0.75u  0.75ul

Cebador 1l 1l
H2 5.75 ul 4.25 pl
Producto amplificado 1l 1l
Volumen final 10 pl 10 pl

La PCR se realizé siguiendo las siguientes condiciones: 1) Desnaturalizacién inicial: 962C 1 min;
2) Amplificacién de 25 ciclos: 962C 10 seg, 502C 5 seg y 602C 4 min y 3) Mantenimiento: 42C.

Purificacidon post-secuenciacion

Los productos de secuenciacion se purificaron con columnas Dye-Ex 2.0 (Qiagen Inc., EEUU) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante:

- Vortear las columnas para resuspender la resina. Aflojar las tapas de los tubos vy
romper la parte de abajo de la spin column. Colocar las columnas en tubos de 2 ml.

- Centrifugar 3 minutos a 2700 rpm. Transferir la columna a un tubo de recoleccién.

- Lentamente aplicar la reaccién de secuenciacién (10-20 pl) al gel. Pipetear la reaccion
en el centro del gel sin tocar los lados de la columna ni del gel.

- Centrifugar 3 minutos a 2700 rpm. Retirar la columna del tubo de recoleccidn.
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Secuenciacion de ADN por electroforesis capilar

La secuenciacidon se realizd en un analizador genético ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) tal y lo descrito en el anterior apartado 4.1.

Edicién y alineamiento de las secuencias

La edicién de las secuencias, es decir, la determinacidn del orden de las bases de una hebra de
ADN, se realizd mediante el programa SeqScape v.2.5 (Applied Biosystems). Este programa
alinea las distintas lecturas/secuencias del fragmento que se quiere secuenciar para obtener
una secuencia consenso. Posteriormente permite comparar la secuencia consensuada con la
secuencia revisada de Cambridge (rCRS), identificando asi las posiciones polimdrficas.

La region HVSI fue secuenciada y editada entre las posiciones 16024 y 16365; la regidn HVSII,
entre la 64 y 340 y la regién HVSIII entre la 438 y 574. La region de control completa fue
editada de la posicion 16024 a 576. Se realiz6 la doble secuenciacidon de las secuencias, es
decir, se secuencio tanto en sentido directo como reverso, de manera que tras el alineamiento
ambas lecturas deben coincidir plenamente.

5. ANALISIS DE LOS MARCADORES DEL CROMOSOMA Y.

Se realizé el andlisis de Y-STRs y Y-SNPs de los individuos varones pertenecientes a las
poblaciones kichwa (n=27) y mestiza (n=28). Estos andlisis se llevaron a cabo en el
Departamento de Genética Forense del Instituto de Medicina Legal y Ciencias Forenses de la
Universidad Charité de Berlin (Alemania).

5.1 Analisis de 17 STRs del cromosoma Y

Amplificacion por PCR

La reaccién de amplificacién se llevd a cabo utilizando el Kit de PCR AmpFISTR® Yfiler™, que
permite estudiar simultdneamente los siguientes Y-STRs: DYS456, DYS3891, DYS390, DYS389ll,
DYS458, DYS19, DYS385 a/b, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, DYS448, GATA H4,
DYS437 y DYS438, a partir de aproximadamente 1 ng de ADN. Se emplearon los siguientes
reactivos:

Tabla 12. Reactivos utilizados para la amplificacion de los Y-STRs

Volumen (ul)

AmpFISTR® Yfiler PCR Reaction mix 9.2 ul
AmpFISTR® Yfiler Kit primer set 5 ul

AmpliTag Gold® DNA Polimerasa (5U/ul) 0.5 pl
D 1ng
Agua Volumen final de 20 pl
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Las condiciones de amplificacidon fueron las siguientes: 1) Desnaturalizacidon: 952C 11min; 2)
Amplificacién de 30 ciclos: 9492C 1min, 612C 1min, 722C 1min; 3) Extensidn final: 602C 80min, y
4) Mantenimiento: 42C.

Deteccidon de los fragmentos STRs:

Para detectar los fragmentos STRs se usé el secuenciador automatico de ADN ABI PRISM® 3130
Genetic Analizer (Applied Biosystems). Se empled el programa GeneMapper® ID Software
v3.2.1 (Applied Biosystems) para la lectura de los resultados, y con la ayuda del /adder alélico
se realizd la asignacidn alélica para cada marcador estudiado.

5.2 Analisis de SNPs del cromosoma Y

Se ha realizado el analisis jerarquico de SNPs del cromosoma Y (Figura 18) para realizar la
asignacion de haplogrupos en los individuos masculinos de la poblacidon kichwa y mestiza,
previamente tipados con Y-STRs

Amplificacion mediante PCR.

En primer lugar se analizaron la totalidad de las muestras con el panel de SNPs, nombrado
como multiplex Mayor o Mx-M (Geppert et al., 2011). Este analisis permitié una primera
clasificacion de las muestras en clados principales (B-T, C-T, DE, F-T, K-T) o bien directamente a
haplogrupos especificos (C, D, E, P, Q, Qla3a, R) (Tabla 13).

En los casos en que se determind que la muestra pertenecia al clado FT o KT, sin poderse
asignar un haplogrupo concreto, se aplicéd el multiplex | (haplogrupos E, G, |, J) o el multiplex Il
(N, O y R) respectivamente (Geppert et al 2011). Posteriormente para profundizar en aquellas
muestras con los haplogrupos E y J se utilizaron los multiplexes IV y V respectivamente (C.P de
M. Geppert, Department of Forensic Genetics, Institute of Legal Medicine and Forensic
Sciences, Charité-Universitatsmedizin, Berlin, Alemania). Para el estudio del haplogrupo Cy Q
se aplicaron los multiplexes Il y VI respectivamente (Geppert et al 2011).
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Figura 18. Relaciones filogenéticas entre los haplogrupos del cromosoma Y. En lineas sdlidas se indican los

haplogrupos estudiados. La mutacién correspondiente aparece en cada rama.
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Para el analisis jerarquico de los SNPs se utilizaron los siguientes cebadores y reactivos:

Tabla 13. Secuencias de los cebadores usados en la PCR, longitud del fragmento amplificado y los volimenes de

cebadores afiadidos en cada reacciéon multiplex (Mx). Mx-M: Multiplex Mayor

I 0 T N T

M207
M242
M168
M3
M145
M174
M213
RPS4Y;q;
M45
P170
M9
M168
M170
M145
M174
M213
P170
P209
M201
M9
M175
Tat

M207

M198

M343

M231
M45
M9

M407
M48
P53.1

M217
Mx-I

(©) P62

RPS4Y;1;
M93
M86
P39

K-T

Nlc

Rlal
R1b

K-T
C3d
C3c
C3e
C3*
C3f

C3a
C3c
C3b

GAGGGAGATAACTTGTGTCAG
CTATGGGGCAAATGTAAGTC
TACGGCATAGAAAGTTTGTG
TGTTTTGCAGAGAGCTTGGA
AGGGCATCTTTCATTTTAGG
GCATACTTGCCTCCACGACT
TTCTCCGTCACAGCAAAAATG
GGCCATATAAAAACGCAGCA
GATTTTGTTGGGTGGTGGTC
GAGAGAGGATATCAAAAATTGG
CCTCCTGTGCCTCTTTCAGA
GCAGCATATAAAACTTTCAGG
TGTTTTGCAGAGAGCTTGGA
TTGCAGCTCTTATTAAGTTATG
GCATACTTGCCTCCACGACT
TTCTCCGTCACAGCAAAAATG
GGCCATATAAAAACGCAGCA
CCTCCTGTGCCTCTTTCAGA
TAGTCAAGAAGGCAGAATAGC
TATGCATTTGTTGAGTATATGTC
GCAGCATATAAAACTTTCAGG
TAAACTCTCTGAATCAGGCACATG
GACTCTGAGTGTAGACTTGTGA

CTATGGGGCAAATGTAAGTC

ATTCCAGTCATGATGAGGTGG
TCTGATTCGCACAAGGCTC
CCTATTATCCTGGAAAATGTGG
GAGAGAGGATATCAAAAATTGG
GCAGCATATAAAACTTTCAGG
TACTGAAAGTTGGGGACAGTC
TCCCTTCCACTCTTAGCTTGA
AGATGTCACCTTCCGTCTATG
CTCCAAAATCCTCTCGTACAG
TTGCCCTTCTTCAGAACTCC
GATTTTGTTGGGTGGTGGTC
GAGGCAGGAGAATCACTTCAA
ATTTGCTACATACATCTAAGGTC
AAACCCTGTCTCTATGAAATAC
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GCAAGTTAAGTCACCAGCTC
TGAAGGAAAAGTGGAGTCTG
GAACAACTCTGAAGCGGTGG

TGACTGTTCAGTTTTATTCCACAAA
GTGGATTTGCTTTGTAGTAGG
CCAGGAGCTCACAGTCACAA
ATGCAAAAGGAGAAGGACAAGA
TGAATGGCAAATTGATTCCA
TGGCCAGCCTCTTATCTCTC
TAGCTTACAACACAAGGATTC

ACAGCAGCAAGCAGGTCTTT

AAAACCTAACTTTGCTCAAGC
TGACTGTTCAGTTTTATTCCACAAA
TAAACTTGCCAATTACTTTCAAC
CCAGGAGCTCACAGTCACAA
ATGCAAAAGGAGAAGGACAAGA

TGAATGGCAAATTGATTCCA

ACAGCAGCAAGCAGGTCTTT
GTAAGGTATATTACTGAATCCAC
GTTCTGAATGAAAGTTCAAACG
AAAACCTAACTTTGCTCAAGC
CTACTGATACCTTTGTTTCTG
GAAGGTGCCGTAAAAGTGTGAA

TGAAGGAAAAGTGGAGTCTG

ATGCCGTTTGCCTAGGTTAG
CACCTTTGTCCTCTTGCTC
GAATGGTGGCCAGAGTCTTT
TAGCTTACAACACAAGGATTC
AAAACCTAACTTTGCTCAAGC
GTGATAATCGCTTGTCTCTTG

CAATGTAAATGTTAGTATAAGGATG

TTACACTATGAACCAATCCCAC

TGCTGTGGCTTTCATCAAAATA

TAACAGTCCCCACCAGGAAG

TGGCCAGCCTCTTATCTCTC

CTGGCTGAAAAAGATAATGGTG

GCCACATTCCACGGGGTTC

TTCTGTGAATTACAACCAGGCT

129
133
150
156
173
186
208
217
229
243
340
150
167
173
186
208
243
299
326
340
71
112

129

138
194
219
229
340
113
123
155
168
194
217
244
250
263

A/T
A/G
c/T
c/T
G/A
G/A
T/C
T/C
c/T
G/A
G/A
C/G
c/T
A/C
G/A
T/C
T/C
G/A
T/C
G/T
C/G
-5pb
T/C
A/G
c/T
C/A
G/A
G/A
C/G
A/G
A/G
T/C
A/C
-(T)/G
c/T
c/T
T/G
G/A

0.125
0.15
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.125
0.125
0.3
0.125
0.125
0.2
0.3
0.3
0.125
0.3
0.2
0.2

0.2

0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.1
0.2
0.05
0.1
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
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M2 Elbla AAGTCCAGACCCAGGAAGGT ACAGCTCCCCCTTTATCCTC 162 A/G 0.1
P2 Elbl GCTCCAGCCATCTTTTCCTTA CTTCTCTCATGAGGGTTTTGGA 180  G/A 0.1
Vely M33 Ela CACAACTTCATTGGCTACGG GTTGAAGCCCCCAAGAGAGAC 190  A/C 0.1
x-
(3] M35 Ellilb GCATGGTCCCTTTCTATGGAT GAGAATGAATAGGCATGGGTTC 198  G/C 0.1
M75 E2 TCCACACATCAAGAAAACTTGC TTGAACAGAGGCATTTGTGA 24 G/A 0.1
P170 E CCTCCTGTGCCTCTTTCAGA ACAGCAGCAAGCAGGTCTTT 243 G/A 0.1
M102 J2b GATAAAATTCACATAGTGCAATGG TGTTTGTTTTCCTTAATCTCTAGG 113 C/ G 0.1
M267 1 TCTGGATAGCGGATTCGATG AACTCGTAGCTTCAAGCAATC 137 T/G 0.1
M(’;)V M410 2a AGTCCCCAGGGAACGTGTG ACCATGCAGGCTGGAAGAG 152 A/G 0.1
P209 J AAGAATGAAGAATTAGTCAAGAAG CCAATTAGTCATCATTTCGCTG 161  T/C 0.1
M172 2 AGCCAGATGACCAGGATGC ATCAGCCAGGTACAGAGAAAG 214 G/T 0.1
M19 Qliﬁ a GTTGCTGGTTGTTACGGGGT CCACAAACTGATGTAGAGAC 115 T/A 0.1
Qla3a
M194 5 GCCTGGATGAGGAAGTGAG ATACAGTCGTTGCCTTCTCG 128 T/C 0075
Qla3a
Mx-VI P292 ; ATTCCAGTCATGATGAGGTGG ATGCCGTTTGCCTAGGTTAG 134  (T)/G  0.075
()]
M3 Qla3a AGGGCATCTTTCATTTTAGG GTGGATTTGCTTTGTAGTAGG 156 G/A 0.1
M199 Q1;3a CCTGGTTGGATTCTGGTCTT TGATTTCAAGGATTTGTTAGTCTT 196  -(C)/G  0.125
M346  Qla3 CAGCCAAGAGGACAGTAAG TATGTAGGAGGATATTCTTCCA 89  G/C 0.1

Tabla 14. Reactivos empleados en cada multiplex (Mx). Mx-M (Multiplex Mayor).

Ml
HotStar Master Mix 3.6uL  3puL 3uL  3.1pL  3uL 3 uL 3 uL

26ul 19puL 1.6pl 21pl 12pl 1pl  1.15uL
- 1lpl 04ul - 08uL 1ul 0854
ADN 1uL

Las condiciones de amplificacion fueron: 1) Desnaturalizacion 952C 15 min; 2) Amplificacién de
32 ciclos: 949C 30 seg, 572C* 1.30min, 72°C 1 min y 3) Elongacidn final: 722C 10 min. *Para
Mx-1ll' y Mx-IV se cambié la temperatura de 572C a 609C, y para Mx-V a 619C.

Comprobacion del producto amplificado

Se comprobaron los productos amplificados mediante un gel de agarosa al 4.5% al que se
afiadié 7 puL de Bromuro. En cada pocillo se cargd 2 pL de la muestra y 4 pL de solucidn de
carga. La migracion se realizd a 100 V durante 1 hora. Finalmente se visualizaron las bandas de
amplificacion con luz UV.

Purificacion post-PCR

Se afiadid 2 uL del compuesto EXOSAP-IT (USB® Corporation, EEUU) al producto amplificado y
se procedid a su incubaciéon a 372C durante 15 minutos y a 852C durante otros 15minutos.
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Reaccion PCR de minisecuenciacion

Una vez realizada la amplificacién de los SNPs por PCR se llevd a cabo una reaccion de
minisecuenciacion mediante el kit comercial SNaPshot® Multiplex System (Applied
Biosystems). A continuacién se indican los cebadores y reactivos empleados en la reaccion:

Tabla 15. Secuencias de los cebadores usados (en negrita se marca la cola afiadida), longitud del fragmento
amplificado, orientacién forward (F) o reverse (R) y concentraciones finales de los cebadores.

I T 7 TR N 7

RPS4Y;14 GGCAATAAACCTTGGATTTC
M207 ATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA 23 F 0.1
M45 TCTGACAACAGAAGGAGCTTTTTGC 25 R 0.3
M174 CTGACAAGCACCCCTCACTTCTGCACT 27 R 0.1
M3 GTGAAAGTCTGACAACACCTCTGGGACTGA 30 R 0.35
M213 AAGTCTGACAAGAACTTAAAACATCTCGTTAC 32 R 0.15
M242 ACGTCGTGAAAGTCTGACAAGGTGACCAAGGTGCT 35 F 0.1
P170 CGTCGTGAAAGTCTGACAATTTCCTTTGGCAAACTGA 37 F 0.3
M9 GGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGCCTAAGATGGTTGAAT =~ 43 F 0.3
M42 TGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAATCAGATTTAGGACACAAAAGC 45 F 0.1
M145 CTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGACACCAGAAAGAAAGGC 47 F 0.1
M168 AACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGTATGTGTTGGAGGTGAGT 50 F 0.1
M201 AATAATCCAGTATCAACTGAGG 22 F 0.09
M174 CTGACAAGCACCCCTCACTTCTGCACT 27 R 0.09
P209 AAGTCTGACAAACTTCATCTCTGAGTCATT 30 F 0.23
M213 AAGTCTGACAAGAACTTAAAACATCTCGTTAC 32 R 0.09
P170 CGTCGTGAAAGTCTGACAATTTCCTTTGGCAAACTGA 37 F 0.14
M9 GGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGCCTAAGATGGTTGAAT 43 F 0.27
M145 CTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGACACCAGAAAGAAAGGC 47 F 0.09
M168 AACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGTATGTGTTGGAGGTGAGT 50 F 0.09
M170 AACTAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAATTTACTTAAAAATCATTGTTC 53 F 0.27
M343 AAGAGTGCCCTCGTGTTCCA 20 F 0.18
M207 ATGTAAGTCAAGCAAGAAATTTA 23 F 0.18
M45 TCTGACAACAGAAGGAGCTTTTTGC 25 R 0.18
M198 GACAATGTACTTAAATTAACCTAAAAGA 28 R 0.18
M175 AAAGTCTGACAACACATGCCTTCTCACTTCTC 32 F 0.18
M231 TCGTGAAAGTCTGACAATTACTGTTTCTACTGCTTIC ~ 37 F 0.18
M9 GGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAGCCTAAGATGGTTGAAT 43 F 0.18
Tat GCCACGTCGTGAAAGTCTGACAACTCTGAAATATTAAATTAAAACAAC 48 R 0.18
M343 AAGAGTGCCCTCGTGTTCCA 20 F 0.18
RPS4Y;4 GGCAATAAACCTTGGATTTC 20 F 0.27
M48 CAATTAGGATTAAGAATATGAT 22 F 0.27
P53.1 ACAAGCAGAATCTGAACATATCTCC 25 F 0.09
M93 CTGACAAAAAAGCTTGGTGTGACTTGG 27 R 0.18
M217 AGTCTGACAAGTATTTTTCCTTCTGAAGAGTT 32 R 0.18
M407 CGTGAAAGTCTGACAACTAAATCAACTTCTCCTTTGG 37 R 0.18
P39 GCCACGTCGTGAAAGTCTGACAACGGGAGGTGGAGGTTAT 40 F 0.14
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M86 GTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAACAAGTGGTTAACACACAAGC 45 F 0.18
P62 TAGGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAATACAGCACTTCTCATGGAAAGT 50 F 0.18
P2 GCCCCTAGGAGGAGAA 16 F 0.1
M35 ACAAGGAGTCTCTGCCTGTGTC 22 R 0.3
M33 GTTACAAAAGTATAATATGTCTGAGAT 27 R 0.2
M75 AGTCTGACAAAGACAATTATCAAACCACATCC 32 F 0.1
P170 CGTCGTGAAAGTCTGACAATTTCCTTTGGCAAACTGA 37 F 0.2
M2 AAGTCTGACAAACCCCCTTTATCCTCCACAGATCTCA ~ 37 R 0.2
M410 TGAGATGGCACATGTTTCT 19 R 0.05
M267 CAAGATGGAAGCATTTTTGTAAATA 25 F 0.1
P209 AAGTCTGACAAACTTCATCTCTGAGTCATT 30 F 0.1
M172 GAAAGTCTGACAAAATAATTGAAGACCTTTTAAGT 35 R 0.2
M102 GTCGTGAAAGTCTGACAACTTATTGTCTTTTCACATCTTA 40 R 0.2
P292 ATGAGAAATTGCTGTACTTA 20 R 0.14
M199 GAAATGTTAAAATGGCTTACACTTG 25 F 0.18
M3 GTGAAAGTCTGACAACACCTCTGGGACTGA 30 R 0.32
M19 GCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAAGACATCTGAAACCCAC 40 R 0.09
M194 GCCACGTCGTGAAAGTCTGACAAAAACATACAGGGAGTGTTTTIT ~ 45 F 0.14

Tabla 16. Reactivos empleados para la reaccion de minisecuenciacién para cada multiplex.

el
SEISGEEd NS 1.5l 1.5puL 15pl | 15pL  1.5pL  1.5pL 1.5 pL

23uL 15uL 1.6pL 125pL 1.1ul 0.65uL 1.15pL
Agua - 15pL 1.4pL 0.75pL 19pL 235puL 0.85pL
ADN purificado 1pul

Las condiciones de amplificacién fueron: 1) 25 ciclos de 962C 10 min, 502C 5 seg y 602C 30 seg,
y 2) Mantenimiento a 49C.

Purificacidn post-minisecuenciacién

Se afiade 1ul de SAP o Shrimp Alkaline Phosphatase (USB® Corporation) a cada producto, y se
realiza una incubacién a 372C durante 60 minutos seguida de 15 minutos a 85°C.

Deteccion de los SNPs

Se prepararon las muestras afiadiendo 1 pL de producto purificada con 19.8 puL de Formamida
y 2 uL LIZ-120 (Applied Biosystems), antes de introducirlas en un secuenciador ABI PRISM®
3130 Genetic Analizer (Applied Biosystems). Los resultados fueron analizados mediante el
programa GeneMapper® ID Software v3.2.1 (Applied Biosystems).
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6. ANALISIS DEL CROMOSOMA X

Se estudiaron los siguientes 10 X-STRS: DXS8378, DXS9902, DXS7132, DXS9898, DXS6809,
DXS6789, DXS7133, GATA172D05, GATA31E08 y DXS7423 (Tabla 13) mediante el multiplex
propuesto por el GHEP-ISFG (Gusmao et al., 2008).

Tabla 17. Caracteristicas de los 10X-STRs. Mb=Megabase, cM=Centimorgan

Citogenética | Fisica [Mb] | Genética [cM]
DXS8378 p22.31 9.330 20.21
DXS9902 p22.2 15.234 32.32
DXS7132 centrémero 64.572 90.75
DXS9898 q21.31 87.682 101.29
DXS6809 q21.33 94.825 108.12
DXS6789 g21.33 95.336 108.47
D) CYHEE] q22.3 108.928 118.18

GATA172D05 q23 113.061 124.36

GATA31E08 q27.1 140.062 160.54

DXS7423 q28 149.460 184.19

Marcador

Amplificacion por PCR

Para realizar la amplificacion de los STRs se utilizaron los siguientes cebadores y reactivos:

Tabla 18. Secuencia y marcaje de los cebadores. [1] Edelmann et al., 20023,
[2] Gomes et al., 2007b, [3] Gusmao et al., 2008.

TTAGGCAA TGGT
DXS8378 GGCAACCCGGTGGTCC 6-FAM [1]
ACAAGAACGAAACTCCAACTC
DX59898 CGAGCACACCTACAAAAGCTG -FAM 5
TAGGCTCACCTCACTGAGCA [2]
— CACTTCCAAAAGGGGAAAAA Ay~ 1
ACTTGTACTTGGTGGGAGGAA (1]
GCAAGGGGAGAAGGCTAGAA
GATA31E08 6-FAM [3]
TCAGCTGACAGAGCACAGAGA
TAGTGGTGATGGTTGCACAG
GATA172D05 VIC [1]
ATAATTGAAAGCCCGGATTC
GTCTTCCTGTCATCTCCCAAC
DXS7423 VIC [1]
TAGCTTAGCGCCTGGCACATA
TCCATCTTTCTCTGAACCTTCC
DXS6809 VIC [2]
TGCTTTAGGCTGATGTGAGG
T TCTCATCTATCTGACT
DXS7132 CCCCTCTCATCTATCTGACTG NED [2]
CACTCCTGGTGCCAAACTCT
DX59902 CTGGGTGAAGAGAAGCAGGA NED 1
GGCAATACACATTCATATCAGGA (1]
CTTCATTATGTGCTGGGGTAAA
DXS6789 NED [2]
ACCTCGTGATCATGTAAGTTGG
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Tabla 19. Reactivos para la amplificacion de los 10 X-STRs.

Reactivos Volumen

2x Multiplex Master Mix (Qiagen) 5 ul
10X Primer mix (10uM) 0.4 pl

2.6 ul

Muestra 2 ul (Ing/pl)

Volumen final 10 pl

La amplificacién se realizd en un equipo GeneAmp 9700 Gold (Applied Biosystems) siguiendo
las siguientes condiciones de amplificacion: 1) Desnaturalizacién inicial 952C 15 min; 2)
Amplificacién 10 ciclos de 942C 30seg, 602C 90 seg y 722C 60 min, y 20 ciclos de 949C 30 seg,
582C 90 seg y 722C 60min; y 3) Extensién final 602C 60 min.

Andlisis de los fragmentos de ADN amplificados

Previo al andlisis se prepararon las muestras, afiadiendo 12.5 ul de Formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems) y 0.5 ul de GeneScan LIZ500® (Applied Biosystems) por cada 1 pl de ADN
amplificado, y se sometieron a una desnaturalizacion de 6 minutos a 962C y 4 minutos a 42C.

Posteriormente las muestras se introdujeron en el analizador genético ABI PRISM® 3130
Genetic Analizer (Applied Biosystems). Los resultados fueron analizados con el programa
GeneMapper® ID Software v3.2.1 (Applied Biosystems).

7. ANALISIS ESTADISTICO
7.1. ADN mitocondrial
Se realizd el analisis estadistico de los haplotipos obtenidos en las tres poblaciones en estudio.

Parametros de diversidad

Mediante el programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al 2005) se determind el nimero de
haplotipos diferentes, numero y porcentaje de sitios polimérficos, asi como otros parametros
de diversidad y de interés genético que se presentan a continuacién:

- Diversidad de secuencias (H): es la probabilidad de que dos haplotipos escogidos al azar sean
diferentes. Se calcula mediante la férmula de Nei (Nei, 1987):

n

n—l(1_§ pu)

I:I:

2

v - 2 fan-2) 3 pl- S p| v 3 Pl pi

Siendo n el numero de secuencias analizadas, k el nimero de haplotipos identificados, y p; la
frecuencia del haplotipo i en la muestra.

La desviacion estandar es calculada como:  s.d (I:I) =,V (I:I)
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- Diversidad nucleotidica (m,): describe la probabilidad de que dos nucledtidos homdlogos
elegidos al azar en una poblacién sean diferentes. Se calcula como el nimero medio de
diferencias entre parejas de secuencias (m) divido por la longitud en pares de bases de la
secuencia estudiada (Tajima, 1993). Las férmulas correspondientes para este pardametro y su
varianza asociada son:

K
p; p;d; . n+1 . 2 .
X i_IjZ<i: PRI V(a)=—DFt2 5 2000 +n+3) 4o
T, :f 3(n—1L on(n-1)
Dénde p; y p; son las frecuencias en la muestra de los haplotipos iy j, d; un estimador del
numero de mutaciones surgidas desde la divergencia de dichos haplotipos, y L la longitud de la

secuencia analizada.

La desviacion estandar es calculada como: s.d (7%”) = \/V (7%”)

- Numero medio de diferencias entre pares de secuencias (m): es el nimero medio de
diferencias nucleotidicas encontradas entre todos los pares de secuencias de una poblacién. Se
calcula:

A (S A A 2 ~2
”:_Z Z p;p,d V(ﬁ_)ZSn(n+1)7rj2L2(n +nN+3)7
n=Llir s 11(n* —7n+6)

Donde pi y pj son las frecuencias de los haplotipos iy j, respectivamente; dij es una estima del
numero de mutaciones ocurridas desde la divergencia de dichos haplotipos; y k es el nimero
de haplotipos.

La desviacién estandares:  S.d (7 ) =, /Q (7)

- Probabilidad de coincidencia al azar (PC): es un parametro de interés forense que indica la
probabilidad de que dos individuos de una misma poblacién presenten el mismo haplotipo por
azar. Estd relacionado con m, a mayor numero de diferencias entre las secuencias de una
poblacién, menor sera la probabilidad de coincidencia por azar. Se calcula como:

PC :zh:xf

Donde xi es la frecuencia del haplogrupo i y h es el nimero de haplotipos distintos
identificados en la muestra.

- Poder de discriminacidon (PD): es otro parametro de utilidad en la genética forense. Se
obtiene restando el valor de probabilidad de coincidencia al azar a la unidad.
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Determinacién de haplogrupos

Se han clasificado los haplotipos obtenidos ‘en haplogrupos siguiendo la metodologia
propuesta por Achilli et al. (2008), y la versidén mas actualizada de Phylotree v.12 (van Oveny
Kayser, 2009). Para comprobar su correcta asignacion se emplearon los programas mtmanager
(disponible en la web http://mtmanager.yonsei.ac.kr/) y Haplogrep
(http://haplogrep.uibk.ac.at/) (Kloss-Brandstatter et al., 2010 ), que asignan automaticamente
el haplogrupo de ADNmt mas probable dado un haplotipo determinado (mediante un
algoritmo matematico).

Redes promedio

La construccién de las redes promedio se efectué con el programa Network v4.6. (www.fluxus-
engineering.com/) mediante el algoritmo Median Joining. Se empled el algoritmo de Maxima
Parsimonia para facilitar la interpretacién de las redes con excesivas reticulaciones. Debido a la
diferente tasa de mutacién que presentan los polimorfismos, se otorgd un mayor peso relativo
a los polimorfismos menos frecuentes, ya que su presencia puede tener una mayor implicacién
filogenética (Brandstatter et al 2008).

Andlisis interpoblacional

Se realizaron los siguientes andlisis mediante el programa Arlequin:

- Test exacto de diferenciacién poblacional

El test exacto de diferenciacion poblacional comprueba la hipdtesis de que la distribucién de
haplotipos entre pares de poblaciones haya sido al azar (Raymond y Rousset, 1995). Se
construye una tabla de contingencia basada en las frecuencias haplotipicas y se estima la
probabilidad de observar una tabla parecida a ésta bajo la hipdtesis nula de ausencia de
diferenciacidon. Basicamente este test va indicar si existen diferencias significativas entre las
frecuencias de haplotipos de las poblaciones analizadas. El test se realizd con 10.000
repeticiones de la cadena de Markov.

- Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

El analisis molecular de la varianza (AMOVA) permite estudiar la estructura genética de las
poblaciones. La asignacion de categorias permite construir agrupaciones en las poblaciones y
determinar el grado de estructuraciéon de la variacién genética observada. Se obtiene la
variacion genética intergrupal (Fct), interpoblacional (Fst) e intragrupal (Fsc).

- Distancias genéticas y escalamiento multidimensional

A partir de las frecuencias haplotipicas se ha calculado la matriz de distancias genéticas
basadas en Fst. En este test se ha usado un nivel de significacién de 0.05, de forma que, dada
una matriz de valores de P, todo resultado entre pares de poblaciones que sea menor de 0.05
serd estadisticamente significativo.

Las matrices de distancia genética basadas en Fst han sido representadas mediante el
escalamiento multidimensional (MDS) (Kruskal y Wish 1978), que permite una representacion
visual de los patrones de distancias entre un conjunto de poblaciones. A cada poblacidn se le
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asigna una posicidn relativa en el espacio, reflejando el grado de proximidad existente entre

las poblaciones. Este analisis se ha realizado mediante el programa SPSS versién 17.0.

- Poblaciones recopiladas de la bibliografia para estudios comparativos

Con fines comparativos se recopilaron de la bibliografia 2412 secuencias HVSI de 42

poblaciones de todo el continente americano (Tabla 20). No se pudo utilizar el haplotipo HVSI-

HVSII por la falta de datos de HVSII en un gran nimero de casos.

Tabla 20. Poblaciones recopiladas de la bibliografia para realizar los analisis comparativos. N (numero de

haplotipos considerados).

POBLACION N | Referencia POBLACION N | Referencia
Sudamérica 1104 Mesoamérica 720
Catomares (hrpentinal | 24 | T etal 2007 O 68
g Xochimilco Sandoval et al., 2009
Aymara (Bolivia) % Gaya-Vidal et al., (México) 35
2010 i
Quechua(Bolivia) 93 Chltufahua 87 | Greenetal., 2000
(México)
La paz (Bolivia) 97 | Afonso etal., 2010 :;i:;ar (Costa 27 | Santos et al., 1994
Gaviao (Brasil) 27 Cuba 81 | Mendizabal et al., 2008
Xavante (Brasil) 44 | Ward et al., 1996 El Salvador 87 |Salasetal., 2008
Zoro (Brasil) 29 Nicaragua 145 | Nufiez et al., 2010
Yanomami (Brasil) 71 |Eastonetal., 1996 Ngobe (Panama) 61
Yagan (Chile) 15 Kuna (Panama) 34 | Tamm et al., 2007
M tal., 2000
Mapuche (Chile) 58 oraga et al., Emberd (Panamd) |39
Arsario (Colombia) 48 | Tamm etal., 2007
Coreguaje (Colombia) 27 Norteamérica \ 588 \
ljka (Colombia) 29 Dogrib (Canada) 23 | Tammetal., 2007
T tal., 2007
Kogui (Colombia) 4 | @mmetat, Haida(Canadd) |41 | Ward etal., 1993
Wayuu (Colombia) 42 Aleut (EEUU) 163 | Rubicz et al., 2003
Colombia 98 |Salasetal., 2008 Apaches (EEUU) 177
B ., 2002
Cayapa (Ecuador) 33 Navajo(EEUU) 142 udowle et al., 200
Secoya-Siona (Ecuador) | 12 | Tamm et al., 2007 Yakima(EEUU) 42 | Shields et al., 1993
Cofan (Ecuador) 4
Achés (Paraguay) 63 | Schmitt et al., 2004
San Martin (Peru) 22
Arequipa (Peru) 22 | Fusellietal., 2003
Tayacaja (Peru) 61
Quechua (Peru) 23 | Sandoval et al 2009
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7.2. Cromosoma Y

Pardmetros de diversidad

Mediante el programa Arlequin se calcularon las frecuencias alélicas y la diversidad génica para
cada Y-STR analizado, las frecuencias y diversidad haplotipica del conjunto de loci, y el nimero
promedio de diferencias entre individuos. El poder de discriminacién del sistema se obtuvo
dividiendo el numero de haplotipos diferentes observados en la poblacién entre el numero
total de muestras.

Determinaciéon de haplogrupos

La asignacion del haplogrupo se realizd en funcién de los SNPs del cromosoma Y estudiados.
Las frecuencias de haplogrupos se estimaron por medio de recuento directo.

Red promedio

Se ha obtenido la red promedio o network filogenético para los haplotipos identificados
mediante el programa Network v.4.6.

Analisis interpoblacional

- Haplotipos compartidos entre las poblaciones estudiadas y con las poblaciones recogidas en
la YHRD (htpp://www.yhrd.org) version 37, con mas de 97.575 haplotipos de 108 paises.

- Test Exacto de diferenciacién poblacional basado en frecuencias haplotipicas y analisis
AMOVA (andlisis de la varianza molecular) para evaluar la estructuracién genética que
presenta la poblacién mediante Arlequin. En estos dos analisis también se incluyeron otras
poblaciones ecuatorianas, caracterizadas en otros estudios: dos grupos waoranis (Geppert et
al., 2011; Gonzalez-Andrade et al., 2009), dos grupos mestizos (Baeza et al., 2007; Gonzalez-
Andrade et al., 2008a), un grupo kichwa, y un grupo afroecuatoriano (Gonzéalez-Andrade et al.,
2008a). Dicho andlisis se limitd a los 12 Y-STRS comunes tipados para dichos grupos.

- Distancias genéticas basadas en el estadistico RST (Slatkin, 1995) mediante el programa
Arlequin. Para determinar las relaciones genéticas de los grupos étnicos ecuatorianos en
estudio con otras poblaciones recopiladas de la bibliografia (Tabla 21). Se tuvieron en cuenta
todos los marcadores Y-STRS estudiados con excepcidn de DYS385, y en el caso del sistema
DYS389ll se sustrajo el numero de repeticiones en el locus DYS389I del numero de repeticiones
en el locus DYS389Il para obtener el valor real para este ultimo (DYS389b).

- Poblaciones recopiladas de la bibliografia para estudios comparativos

Para realizar la comparacion de los haplotipos se recopilaron de la bibliografia un total de 3472
haplotipos del cromosoma Y de poblaciones americanas, africanas y asiaticas analizados para
los 17 Y-STRs estudiados en este trabajo.
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Tabla 21. Recopilacion de haplotipos de la bibliografia. Se indica la poblacién, grupo étnico al que

pertenecen, numero de individuos (N) y referencia bibliografica.

Athabaskan (Alaska, USA) | Nativo americano | 196
Inupiat (Alaska, USA) Nativo americano | 196 | Davisetal., 2011
Yupik (Alaska, USA) Nativo americano | 196
Colla (Argentina) Nativo americano | 56 .
- : - Toscanini et al., 2011
Toba (Argentina) Nativo americano | 19
Aymara (Bolivia) Nativo americano | 58 .
— - - Gaya-Vidal et al., 2011
Quechua (Bolivia) Nativo americano | 55
Beni (Bolivia) Nativo americano | 86 Tirado et al., 2009
Santa Catarina (Brasil) Mestizo 109 | Caineetal., 2010
Embera (Colombia) Nativo americano | 24 YHRD
Caribe (Colombia) Mestizo 305 | Romero et al., 2008
Santander (Colombia) Mestizo 192 . .
~ - - Diaz Sarmiento, 2010
Bogotd(Colombia) Mestizo 196
EE.UU Afroamericano 259 | Schoske et al., 2004
Waorani (Ecuador) Nativo americano | 34 Geppert etal., 2011
Barcelona (Espafia) Caucdsico 247 | Sanchez et al., 2007
Guinea Africano 33 Arroyo-Pardo et al., 2005
Maya (Guatemala) Nativo americano | 110 , i
Martinez-Gonzalez et al., 2011
Guatemala Mestizo 115
Yucatédn (México) Mestizo 170 | Rangel-Villalobos et al., 2009
Nicaragua Mestizo 149 Nufiez et al., 2010
Norte de Portugal Caucdsico 152 | Pontes et al., 2007

7.3. Cromosoma X

Parametros de diversidad

Las frecuencias alélicas fueron estimadas mediante el método de conteo directo de los alelos
hallados en cada locus. Para determinar si habian diferencias significativas entre la distribucion
de frecuencias alélicas de los loci en hombres y mujeres se empled el test exacto de
diferenciacidn, aplicando la correccidn de Bonferroni para tests multiples (valores significativos
de P 0.005) con el programa Arlequin. También se utilizd este programa para la estima del
numero de haplotipos y de haplotipos compartidos, diversidad de cada locus, desequilibrio de
ligamiento en los varones y equilibrio de Hardy-Weinberg en las muestras femeninas. El
umbral de significacidn fue fijado segun el ajuste de Bonferroni.

Los parametros de eficiencia forense calculados fueron el Poder de Discriminacion en hombres
(PD,,) y en mujeres (PDy) y la Probabilidad de Exclusion de la Paternidad “a priori” (PE) segun se
trate de trios supuesto padre-madre-hija o solamente supuesto padre-hija. Las formulas
utilizadas en cada caso han sido las propuestas por Desmarais et al. (1998):
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2

PD (mujeres) =1—2& p? “+> p}

PD (hombres) =1->"p?

PE (trio) =1->p7+>.p' - €, pff
PE (spadre-hija) =1-2%"pZ +> p}

Analisis interpoblacional

Se realizd la comparacién de las tres poblaciones ecuatorianas con otras poblaciones del
continente americano estudiadas para el mismo decaplex de microsatélites del cromosoma X.
En este estudio también se han incluido poblaciones de origen europeo y africano, para poder
valorar su contribucidn al acervo genético ecuatoriano.

En total se recopilaron datos de la bibliografia de 18 poblaciones: Cantabria y Galicia (Espafia);
Norte y Centro de Portugal; Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana y Mato Grosso do Sul (Brasil);
Buenos Aires, Cordoba, Entre Rios, Misiones, Rio Negro, Colla y Toba (Argentina); Antioquia
(Colombia); Costa Rica, y Uganda (Gomes et al., 2009; Gusmao et al., 2009; Toscanini et al.,
2009)

Las distancias genéticas entre pares de poblaciones se basaron en el Fst (nUmero de alelos
diferentes), en vez del método Rst (basado en la suma del cuadrado de las diferencias de
tamanfio de los alelos), por la presencia de alelos intermedios de acuerdo a lo propuesto por
Pereira et al (2007) .

A partir de las distancias genéticas pareadas obtenidas, se construyé un arbol Neighbor
Joining, mediante el programa PHYLIP v.3.69 (PHYLogeny Inference Package) (Felsenstein,
1989) y se visualizé mediante Treeview v.1.6.6 (Page, 1996).

65






IV. RESULTADOS






Resultados

RESULTADOS

1. ANALISIS DEL ADN MITOCONDRIAL

Se analizé la region control del ADNmt en las tres poblaciones objeto de estudio: waorani,
kichwa y mestiza. En el caso de la poblacién waorani se estudiaron los segmentos HVSI y HVSII,
mientras que en las poblaciones kichwa y mestiza se amplié el analisis a la regién control
completa, incluyendo tanto los segmentos HVSI, HVSII como HVSIII.

1.1. Analisis de las secuencias del ADNmt

Estudio de HVSI y HVSII en |la poblacion waorani

Los segmentos HVSI y HVSII fueron analizados y secuenciados en 32 individuos no relacionados
(Anexo I). A continuacidn se presentan los resultados del analisis independiente y en conjunto
de HVSI y HVSII.

Tabla 22. Numero de haplotipos (diferentes, tnicos y compartidos) hallados
en la poblacion waorani y frecuencia del haplotipo mas frecuente (en %).

HVSI | HVSII | HVSI+HVSII

Haplotipos diferentes 2 2 2
Haplotipos tnicos 0 0 0

Haplotipos compartidos por mas de 1 P P P
individuo

% del Haplotipo mas frecuente 90.63 90.63 90.63

Mediante el estudio de HVSI se pudieron diferenciar dos haplotipos diferentes. El haplotipo
mas abundante se identificé en el 90.625% de los individuos analizados (29 individuos). Dicho
haplotipo diverge en las posiciones 16111T, 16223T, 16290T, 16293G, 16304C, 16319A y
16362C respecto a la secuencia rCRS. El segundo haplotipo tan solo se hallé en el 9.375% (3
individuos) de la poblacién estudiada, mostrando 4 diferencias (16172C, 16223T, 16325C y
16362C) respecto a la secuencia de referencia.

El estudio de HVSIl permitié identificar también dos haplotipos diferentes entre los 32
individuos analizados. El haplotipo mas frecuente se hallé también en el 90.625 % de los casos,
y presentd las mutaciones 64T, 73G, 146C, 153G, 189G, 207A, 235G, 263G, 309.1C y 315.1C
respecto a la secuencia de referencia. El otro haplotipo hallado se caracteriza por la delecién
de las posiciones 105 a 110, asi como por las mutaciones 67T, 150T, 263G y 315.1C.

Consecuentemente, el analisis conjunto de HVSI y HVSII permitié diferenciar un total de 2
haplotipos. Por un lado, el haplotipo mayoritario 16111T, 16223T, 16290T, 16293G, 16304C,
16319A, 16362C, 64T, 73G, 146C, 153G, 189G, 207A, 235G, 263G, 309.1C y 315.1C, y por otro
el haplotipo minoritario 16172C, 16223T, 16325C, 16362C, 67T, 105-110d, 150T, 263G vy
315.1C.
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La muestra de la poblacidon waorani analizada presenté un total de 27 polimorfismos, lo que
representa que el 4.4% de las posiciones analizadas son polimorficas (Tabla 23). Mas
concretamente se hallaron 9 polimorfismos en HVSI (2.63% de las posiciones) y 18 en HVSII
(6.86%). También se identificaron un total de 2 inserciones y 6 deleciones.

Tabla 23. Numero y naturaleza de los polimorfismos presentes
en las secuencias de ADNmt en la poblacién waorani.

HVSI HVSII HVSI+II
A 0 8
T 3 2 5
T>C 4 1 5
A>G 1 5 6
G>A 1 1 2
ToansveRsoNes |11 _
C>G - - -
G>C - - -
G>T - 1 -
AST - - -
A>C - - -
T>G - - -
T>A - - -

INSERCIONES

DELECIONES

Total ‘ 9 ‘ 18 27

El nimero de transiciones observadas (18) fue superior al de transversiones (1). Los
polimorfismos mas frecuentes fueron los cambios C16223T, T16362C, A263G y 315.1C que se
hallaron en todos los individuos (Tabla 24).

Entre el resto de polimorfismos destaca la delecidon de 6 pares de bases en la regién 105-110,
que ha sido nombrada siguiendo las recomendaciones de Wilson et al. (2002).
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Tabla 24. Posiciones polimérficas con su frecuencia absoluta (y relativa en %).

0 L T

[ | |

A>G 29 (90.625)

16223 | &5 32(100)
16362 [IREL 32(100) ETER inser 29 (90.625)
A>G 32(100) C>T  29(90.625)

| 16223 |

| 16362

inser 32 (100) TE T>C  3(9.375)

C>T  29(90.625) 67 G>T  3(9.375)

G>A 29 (90.625) 105 DEL  3(9.375)

T>C  29(90.625) DEL  3(9.375)

A>G 29 (90.625) DEL  3(9.375)

C>T  29(90.625) DEL  3(9.375)

A>G 29 (90.625) 109 DEL  3(9.375)
146 T>C  29(90.625) 110 DEL  3(9.375)

153 A>G 29 (90.625) 150 T 3(9.375)
189 A>G 29 (90.625) 73 T>C | 3(9.375)
207 G>A  29(90.625)

Estudio de la regidn control en la poblacién kichwa

La regidn control completa fue secuenciada y analizada en los 65 individuos kichwas. En el
Anexo Il se observan todos los haplotipos indicando las posiciones que presentaron diferencias
respecto a la rCRS.

El nimero de haplotipos diferentes identificados varié en funcién de si el andlisis se realizaba
en base a los segmentos HVSI, HVSII y HVSIII (por separado o conjuntamente) o bien con la
region control completa (Tabla 25).

Tabla 25. Numero de haplotipos (diferentes, tinicos y compartidos) hallados en la poblacién kichwa.

10 9 6 12 13

Haplotipos diferentes 12

frecuente

Haplotipos tnicos 3 2 4 3 4 5
Haplotipos compartidos
: 'p : p. . 7 7 8 3 8 8
por mas de 1 individuo
% del Haplotipo mas
40 43.08 40 57.14 40 40

El analisis de las secuencias correspondientes al segmento HVSI permitioé identificar un total de
10 haplotipos diferentes. De estos haplotipos, 3 estaban presentes en un Unico individuo.
Entre los haplotipos compartidos, el mas frecuente se hallé en 26 individuos (40%). Este
haplotipo presenté los polimorfismos 16142T, 16223T, 16325C y 16362C. Mediante la
determinacidn del segmento HVSII se pudieron identificar 9 haplotipos distintos, de los que 2
eran haplotipos Unicos. El haplotipo mds comun, presente en 28 individuos (43.08%), mostré
las transiciones 73G y 263G, y la insercion 315.1C.
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El estudio en conjunto de HVSI y HVSII condujo a la identificacién de 12 haplotipos diferentes,
4 de ellos presentes en un Unico individuo. La secuencia mas frecuente en la poblacion (40%)
se caracterizé por los polimorfismos 16142T, 16223T, 16325C, 16362C, 73G, 263G y 315.1C.

El analisis de HVSIII dnicamente permitié diferenciar 6 haplotipos distintos, de los que 3 eran
exclusivos de un individuo. El haplotipo mas comun, caracterizado por las deleciones en las
posiciones 523 y 524, se identificé en el 57.24 % de la poblacion.

Cuando se afiadié HVSIII al andlisis, no varié el nimero de haplotipos diferentes respecto al
obtenido mediante las otras dos regiones variables juntas. En cambio, el estudio de la region
completa del D-loop aumentd el nimero de haplotipos a un total de 13, de los cuales 5 eran
Unicos. El haplotipo mas comun se identificé en 26 de las muestras estudiadas (40%), con los
siguientes polimorfismos: 16142T, 16223T, 16325C, 16362C, 16456A, 16519C, 73G, 263G,
315.1Cy 489C.

Si se hubiera considerado estrictamente HVSII desde la posicién 73 (Parson et al., 2004), el
numero de haplotipos diferenciados con HVSI-HVSII se habria reducido a 11, ya que la
inclusién o no del polimorfismo 64T en HVSII influye en el poder de discriminacion de este
segmento.

Respecto a la naturaleza de los polimorfismos hallados en las secuencias de ADNmt de la
poblacién kichwa, se observd lo siguiente:

Tabla 26. Nimero y naturaleza de los polimorfismos presentes en las secuencias de
ADNmt en la poblacién kichwa.

HVSI | HVSIl | HVSI+Il = HVSIIl | HVSI+I+IiI | D-LOOP

TRANSICIONES | 19 | 12 | 31 | 4 | 35 | 37
c>T 5 2 7 - 7 7
T>C 10 3 13 1 14 15
A>G 2 6 8 2 10 10

G>A 2 1 3 1 4 5
TRANSVERSIONES| 2 | o | 2 | o | 2 | 2
C>A 1 - 1 - 1 1

C>G - - - - - -

G>C - - - - - -

G>T - - - - - -

A>T - - - - - -

A>C 1 - 1 - 1 1

T>G - - - - - -

T>A - - - - - -

INSERCIONES

DELECIONES

Total
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En total, el andlisis completo de la regién D-loop permitié hallar 47 cambios nucleotidicos en la
regiéon control con respecto a la secuencia rCRS. Esto representa un 4.2% de la secuencia
analizada, por lo que en el 95.8% restante no se detectaron polimorfismos. La region HVSl es la
que presentd mayor numero de polimorfismos con 21 (6.14% del total del segmento
analizado), seguida de HVSII con 18 (6.72%) y HVSIII con 6 (4.38%). La region localizada entre
HVSI y HVSII (16366-63) exhibié un total de 2 mutaciones, mientras que en la region entre
HVSII-HVSIII (341-437) no se detectd ninguna. Al analizar conjuntamente HVSI y HVSII se
identificaron un total de 39 polimorfismos (6.4%), y al afiadir HVSIIl el nimero aumento a 45
(6.02%).

De los 47 polimorfismos identificados, 43 se hallaron en mas de una secuencia, por lo tanto
solo 4 fueron puntuales, afectando a un Unico individuo (Tabla 27). El nimero de transiciones
observadas fue superior al de tranversiones en todos los segmentos analizados, destacando las
transiciones A73G y A263G que se encontraron en la totalidad de individuos estudiados. En
total, se hallaron 3 inserciones (en HVSII), siendo la insercién 315.1C la mas frecuente (100%
de las muestras). En cuanto a las 5 deleciones identificadas, 3 estaban en HVSIl y 2 en HVSIIL.
Las deleciones mas frecuentes se encontraron en las posiciones 523 y 524, con una frecuencia
del 55.38%. Las deleciones 290, 291 y 249 se observaron en un 7.69% de las secuencias

Tabla 27. Posiciones polimérficas con su frecuencia absoluta (y relativa en %).

| Posicion | Polim. | _N(%) [l Posicién | Polim. | N(%) [l Posicin | Polim. | N(%) |

BFTEIN A6 65(100) BN ot (30(46.15)  MEEZEE del | 5(7.69)
A>G  65(100) BGEN ot 26(40) I del  5(7.69)
1C  65(100) I G>A | 25(38.46) del  5(7.69)
BN ot e309692) [ o7 192923 G T>C  3(4.62)
BEEN | >c (58(89.23) M ¢ 14(2154)  EETEWN A6 3(462)
B del 36(55.38)  [EGIEMl A 142154) R T>C 2(3.07)
PEFERN  del  36(55.38) G>A  14(21.54)  JEGTEEN AsC 2(3.07)
BEE  ac 3ss385) G A 12(1846)  EEEEMN T>C  2(3.07)
ST e (33(50.77) G ¢ 12(1846)  EEEI A 2(3.07)
BEEN oA 324923) [EE ¢ 8(1231) BEIZI c 2(3.07)
G o1 [32(49.23) LM TC | 7(10.77) | 16172 [RES IR D)
B A6 32140.23) [EFTI A6 7(10.77) G oA 1(154)
A>G  32(49.23)  [FEEEN T>C  7(10.77) PN A6 1(154)
BT e 3249.23) EEZEM GA 6(9.23) I A6 1(154)
BN e (31(47.69) EEEM ©T | 5(7.69) C>T  1(1.54)
489 T>C  31(47.69) | 16298 [ S o-TV )
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Estudio de la regidn control en la poblacién mestiza

Se estudid la regidn control completa de 42 individuos mestizos, obteniéndose los haplotipos
recogidos en el Anexo lIl. En la tabla se muestra el numero de haplotipos diferentes obtenidos
en base al analisis de la regién HVSI, HVSII, HVSIII (de forma conjunta o separada) o del D-loop
completo.

Tabla 28. Numero de haplotipos (diferentes, tinicos y compartidos) hallados en la poblacién mestiza
HVSI HVSII HVSI+II HVSIII HVSI+Ii+lll | D-LOOP
Haplotipos diferentes 27 21 30 7 30 30

Haplotipos tnicos 17 13 23 0 23 23

Haplotipos compartidos por
mas de 1 individuo

10 8 7 7 7 7

% del Haplotipo mas
frecuente

14.29 23.81 14.29 33.33 14.29 14.29

El estudio de HVSI permitié identificar 27 haplotipos diferentes, de los cuales 17 estaban
representados por un unico individuo. El haplotipo mas frecuente, caracterizado por los
cambios 16142T, 16223T, 16325C y 16362C, se presentd en el 14.29% de la poblacién. En
cambio, tan solo se identificaron 21 haplotipos distintos mediante el estudio de HVSII. De estas
secuencias, 13 fueron exclusivas de un Unico individuo. El haplotipo mas frecuente (23.81% de
las muestras) difiri6 de la secuencia de referencia en los polimorfismos 73G, 263G y 315.1C.

El andlisis conjunto de HVSI y HVSII determind la presencia de 30 haplotipos distintos en la
poblacién, 23 de los cuales eran Unicos. El haplotipo mas frecuente, con 7 diferencias respecto
a la secuencia de referencia (16142T, 16223T, 16325C, 16362C, 73G, 263G y 315.1C), se
encontrd en el 14.29 % de los individuos.

Con el estudio del segmento HVSIII se distinguieron 7 haplotipos diferentes, todos presentes
en mas de un individuo. El haplotipo mas frecuente (33.33%) presentd una delecién entre las
posiciones 523 y 524. La inclusién de esta region en el andlisis no aporté un mayor poder de
discriminacién para los haplotipos HVSI-HVSII iguales, al igual que sucedid al analizar toda la
region D-loop. En este caso el haplotipo mas abundante en la poblacién (14.29%), presentd los
polimorfismos 16142T, 16223T, 16325C, 16362C, 16456A, 73G, 263G, 315.1C y 489C.

No obstante, si se hubiera considerado HVSII desde la posicion 73 (Parson et al., 2004) se
habrian diferenciado mdas haplotipos con el D-loop completo que con HVSI-HVSII (30 vs 29),
pues la presencia del polimorfismo 72C permite diferenciar entre dos haplotipos HVSI-II
idénticos.

El nimero y tipo de polimorfismos hallados en el ADNmt de la poblacién mestiza se detallan a
continuacioén:
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Tabla 29. Nuimero y naturaleza de los polimorfismos presentes en las secuencias de ADNmt en
la poblacion mestiza.

HVSI HVSII | HVSI+II | HVSIIE | HVSI+HI+HIT | DLOOP

TRANSICIONES 38 24 62 5 67 71
CT 14 2 16 - 16 16

T>C 14 10 24 1 25 28

A>G 6 9 15 2 17 17
G>A 4 3 7 2 9 10

TransveRsiones |2 o S

C>A - - - - - -

C>G - - - - - -

G>C - - - - - -

G>T - - - - - -

AST - - - - - -

A>C 2 - 2 - 2 2

T>G - - - - - -

T>A - - - - - -
DELECIONES - 3 3 b 5 5
Total 40 30 70 9 79 83

Mediante el estudio de todo el D-loop se identificaron un total de 83 posiciones que
exhibieron algun tipo de cambio con respecto a la secuencia rCRS. Esto representa el 7.39% de
la secuencia analizada, el 92.61% restante por lo tanto no presentd cambios nucleotidicos
detectables. La regién con mayor niumero de polimorfismos detectados fue HVSI, con un total
de 40 posiciones polimorficas (el 11.7% del segmento), seguido de HVSII con 30 (11.19%) y
HVSIIl con 9 (6.57%). La zona limitante entre HVSI y HVSII presentdé un total de 4 posiciones
variables, mientras que entre HVSII y HVSIII no se detectd ninguna. Analizando conjuntamente
las dos primeras regiones hipervariables se detectaron 70 variaciones (11.47%), mientras que
con el andlisis conjunto de las tres regiones hipervariables fueron 79 las posiciones variables
observadas (10.58%).

En la Tabla 30 se presentan los polimorfismos hallados junto con su frecuencia, ordenados de
mayor a menor abundancia. Del total de polimorfismos, 26 fueron puntuales, mientras que los
57 restantes aparecieron en mas de una ocasion entre las secuencias analizadas. Respecto a la
naturaleza de los polimorfismos se observd que las transiciones presentaron un mayor grado
de aparicion (85.5% de los cambios detectados). Las sustituciones mas frecuentes fueron las
transiciones A263G y A73G, halladas en la totalidad de individuos estudiados. En total, en 5
posiciones se presentaron inserciones (3 en HVSIl y 2 en HVSIII), aunque fue la insercion
315.1C la que presenté una mayor frecuencia (100% de las muestras). En cuanto a las
deleciones, se detectaron 3 en HVSIlI y 2 en HVSIII, siendo especialmente frecuentes en las
posiciones 523 y 524 (47.62% de las muestras). Las deleciones 290, 291 y 249 se observaron en
un 9.52% de los individuos, y tal y como ocurrié en la otra poblacidn, en este caso también
aparecieron conjuntamente.
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Tabla 30. Posiciones polimorficas con su frecuencia absoluta (y relativa en %).

| Posicién | Polim. | N (%) [ Posicion | Polim. | N (%) [l Posicién | Polim. | N (%) |

PFTEIN A>G 42(100) 3l AsC5(11.90) 574 ASG  2(4.76)

A>G  42(100) T>C  4(9.52) G>A  1(2.38)
inser  42(100) C>T  4(9.52) T T>C 1(238)
inser  32(76.19)  [EZEIM del  4(9.52) T>C  1(2.38)
C>T  28(66.67)  [PELI  del  4(9.52) TEIN G>A  1(2.38)
T>C  25(59.52) del  4(9.52) T>C  1(2.38)
T>C  24(57.14)  [PEERE AsG 4(9.52) G>A  1(2.38)
BEEN del 20147.62) I T>C 4(952) C>T  1(2.38)
B del (20(47.62) EELA A6 3(7.14) T 1(2:38)
BN Aasc 1535.71) EGEE A6 3(7.14) C>T  1(2.38)
| 16189 PR FEESV/IN I 16266 [SeS P TpAT) T>C  1(2.38)
BN vc 143333 EEEEE A6 3(7.14) A>G  1(2.38)
IS 6A (14(3333)  EENZM T>C | 3(7.14) T>C  1(2.38)
Bl oT 143333 A>G  3(7.14) ASG  1(2.38)
PG A (14(3333)  EEE TC | 3(7.14) C>T  1(2.38)
B A6 14(33.33) G>A  3(7.14) C>T  1(2.38)
BEE | ¢ 14(3333)  EZEWN inser | 3(7.14) T 1(2.38)
T>C 13(30.95)  [EEZEMN inser  3(7.14) T>C  1(2.38)
A>G  13(30.95) [N T>C 2(4.76) T>C  1(2.38)
BN ot 13095 [EEEW AG  2(4.76) T>C  1(2.38)
B e [(133095) EEEH o1 | 2(4.76) A>G  1(2.38)
B ot 1@619) [ GA  2(4.76) T A>G  1(2.38)
| 16142 NS BRI TPIWE)) BEEN c | 2(4.76) T>C  1(2.38)
B G>A  7(16.67) BEEE Tc 2(4.76) A>G  1(2.38)
el A | 6(14.29) | 16360 [ PIlE ) STl T 1(238)
BTEN cA  6(14.29) C>T  2(4.76) T>C  1(2.38)
BEIZEN inser | 6(14.29) T>C  2(4.76) T>C  1(2.38)
T>C  5(11.90) ASG  2(4.76)

1.2. Parametros de diversidad y de interés forense

A continuacién se muestran los resultados obtenidos al estimar los parametros de diversidad y
de interés forense. En primer lugar se presentan los resultados para cada una de las
poblaciones ecuatorianas, y luego se presenta un andlisis comparativo entre ellas. Finalmente
se comparan los pardmetros de diversidad con otras poblaciones del continente americano.
Para realizar los siguientes analisis no se tuvieron en cuenta las inserciones presentes en las
regiones homopoliméricas de citosinas.

1.2.1. Parametros de diversidad: diversidad haplotipica y nucleotidica

Se determinaron los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica para los tres grupos
ecuatorianos.
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Diversidad haplotipica y nucleotidica en |la poblacién waorani

En este caso, se calcularon los pardmetros de diversidad a partir de la secuencias HVSI y HVSII,
por separado y en conjunto (Tabla 31).

Tabla 31. Parametros de diversidad de las secuencias de ADNmt de la poblacion waorani

HVSI HVSII HVSI+HVSII

Diversidad de
) 0.1754 £0.0841 0.1754 £0.0841 0.1754 +£0.0841
secuencias (H)
Diversidad
o 0.0035 +£0.0025 0.0094 + 0.0057 0.0061 + 0.0035
nucleotidica ()

La diversidad de secuencias para HVSI y HVSII fue la misma, 0.1754 + 0.0841, ya que se
identificaron el mismo ndmero de haplotipos (n=2). El mismo valor de diversidad se obtuvo al
estudiar las dos regiones conjuntamente, ya que no se logra diferenciar mas haplotipos.

La diversidad nucleotidica de HVSII (0.0094 + 0.0057) fue superior a HVSI (0.0035 * 0.0025). El
analisis conjunto de ambas regiones dio un valor intermedio de 0.0061 + 0.0035.

Diversidad haplotipica vy nucleotidica en la poblacién kichwa

En la tabla se muestran los parametros estadisticos calculados para la poblacién kichwa, en
este caso para toda la region control completa y también para las regiones HVSI, HVSII y HVSIII
juntas o por separado.

Tabla 32. Parametros de diversidad de las secuencias de ADNmt de la poblacion kichwa

HVSI HVSII HVSI+II HVSIII HVSI+I+II D-LOOP
Diversidad 0.7832 0.7481 0.7909+ 0.5793 0.7909 * 0.8029 +
secuencias (H) 0.0372 0.0401 0.0389 0.0318 0.0389 0.0373
Diversidad 0.0142 + 0.0135 * 0.0139 0.0119 0.0136 * 0.0101
nucleotidica(m,) 0.0078 0.0076 0.0072 0.0079 0.007 0.0052

Respecto a la diversidad de secuencias (H), el segmento HVSI (0.7832 + 0.0372) presentd un

valor mas elevado que los segmentos HVSII (0.7481 + 0.0401) y HVSIII (0.5793+ 0.0318). Esta
diferencia se debe al mayor nimero de haplotipos identificados en la regién HVSI. En cuanto al

analisis en conjunto de los segmentos HVSI y HVSII, el valor de H (0.7909 + 0.0389) fue superior
que los obtenidos para cada segmento por separado. Dicho valor no aumenté al incluir HVSIIL.
En cambio, el andlisis de toda la regidon D-loop completa permitid obtener los valores de
diversidad mas elevados (0.8029 + 0.0373), lo que indica que sera menos probable encontrar
haplotipos idénticos para toda la regidn control.

En lo referente a la diversidad nucleotidica, la regién HVSI (0.0142 + 0.0078) también presentd

los valores mas altos de las tres regiones hipervariables analizadas (HVSII: 0.0135 + 0.0076;
HVSIII: 0.0119 + 0.0079).
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Diversidad haplotipica y nucleotidica en la poblacién mestiza

Los indices de diversidad para las secuencias de ADNmt de la poblacidn mestiza se recogen en
la siguiente tabla:

Tabla 33. Parametros de diversidad de las secuencias de ADNmt de la poblacién mestiza
HVSI HVSII HVSI+1I HVSIII HVSI+I+1 D-LOOP
Diversidad 0.9686 * 0.9210 £ 0.9733 0.8049 + 0.9733 = 0.9733 =
secuencias (H) 0.0144 0.0272 0.0144 0.0345 0.0144 0.0144

Diversidad 0.0216 + 0.0138 + 0.0177 + 0.0171 + 0.0179+ 0.0128 +
nucleotidica (r,) 0.0115 0.0079 0.0091 0.0106 0.0091 0.0065

Al igual que en la poblacidn kichwa, la diversidad de secuencias fue mayor en el segmento HVSI
(0.9686 + 0.0144) que en los segmentos HVSII (0.9210 + 0.0272) y HVSIII (0.8049 + 0.0345).
Este valor de diversidad incrementé al estudiar conjuntamente HVSI-HVSII (0.9733 + 0.0144).
En este caso, ni la inclusién de HVSIII ni el estudio de todo el D-loop completo, aumentd este
valor de diversidad.

También la diversidad nucleotidica de HVSI (0.0216 + 0.0115) fue superior a la de los
segmentos HVSII (0.0138 + 0.0079) y HVSIII (0.0171 £ 0.0106).

Comparacion de los parametros de diversidad entre las poblaciones objeto de estudio

En el siguiente grafico se compara la diversidad de secuencias (H) obtenidas en las tres
poblaciones objeto de estudio para las distintas regiones de ADNmt. En la Figura 19 se puede
observar que la poblacién waorani es la que tiene menor diversidad para todas las regiones
estudiadas. También la poblacion kichwa presenta valores de H inferiores a la poblacion
mestiza para las distintas regiones analizadas.

Figura 19. Comparacion interpoblacional de los valores de diversidad de secuencias obtenidos para los distintos
segmentos del ADNmt.

z T
(%]
0
[$)
c
o
: .
§ ® Waoranis
3 ® Kichwas
B
° __ m Mestizos
4
[J]
2
[=)
HVSI HVSII HVSI+II HVSIII HVSI++HIT Dloop

78



Resultados

Al comparar la diversidad nucleotidica de las poblaciones (Figura 20) se observa la misma
situacién que en el caso anterior. Asi la poblacion waorani presenta una diversidad muy baja
respecto a los otros grupos ecuatorianos. Asimismo, la poblacién mestiza presenta una
variabilidad de nucledtidos igual o superior a la poblacion kichwa.

Figura 20. Comparacion interpoblacional de los valores de diversidad nucleotidica obtenidos para los distintos
segmentos del ADNmt.
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1.2.2. Otros parametros de diversidad y de interés forense

A continuacidn se muestran los valores correspondientes al nimero promedio de diferencias
entre pares de nucleétidos para cada poblacién. También se presentan los resultados
correspondientes a dos parametros de gran interés en genética forense: probabilidad de
coincidencia al azar y poder de discriminacidn.

Diferencias entre pares de nucledtidos y parametros de interés forense en la poblacién

waorani
La Tabla 34 resume los valores obtenidos para el estudio de las diferencias entre pares de

nucledtidos, probabilidad de coincidencia al azar y poder de discriminacién en los Waorani.

Tabla 34. Numero de diferencias medias entre pares de nucleétidos,
probabilidad de coincidencia al azar y poder de discriminacion.

HVSI HVSII HVSI+HVSII

Diferencias medias 1.2278 £ 2.6311 £ 3.8589 +
observadas 0.8008 1.4429 1.9905
Probabilidad de
.. ’ 0.8301 0.8301 0.8301
coincidencia al azar
Poder de
0.1699 0.1699 0.1699

discriminacion
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En cuanto al numero de diferencias entre pares de nucledtidos se reportaron valores
superiores para HVSII (2.63) que para HVSI (1.23). Al considerar ambos segmentos de forma
conjunta, el niumero medio de diferencias se convierte en la suma de los valores de HVSI y
HVSII por separado, obteniéndose un valor de 3.86.

En este grupo ecuatoriano, la probabilidad de coincidencia al azar entre dos individuos es de
0.8301, tanto si se estudia HVSI o HVSII de forma independiente como conjuntamente.
Consecuentemente el poder de discriminacién del analisis del ADNmt serd muy bajo, de
0.1699.

Diferencias entre pares de nucledtidos y parametros de interés forense en la poblacién kichwa

En la tabla se presenta los valores de diferencias promedio y los pardmetros de interés forense
para la poblacién kichwa.

Tabla 35. Numero de diferencias medias observadas entre pares de nucleétidos, probabilidad de coincidencia al
azar y poder de discriminacion del analisis del ADNmt en la poblacion kichwa.

HVSI HVSII HVSI+II HVSIII HVSI+lI+lll | D-LOOP
Diferencias medias 4.8712 + 3.7433 8.6144 + 1.6327+ 10.2471+ 11.3567 %
observadas 2.4059 1.9133 4.0314 0.9766 4.7385 5.2188
Probabilidad de

o : 0.2289 0.2634 0.2213 0.4296 0.2213 0.2095
coincidencia al azar

Poder de discriminacion 0.7711 0.7366 0.7787 0.5704 0.7787 0.7905

El nimero de diferencias entre pares de secuencias fue mayor en la region HVSI (4.87) que en
HVSII (3.74) y HVSIII (1.63). Légicamente estos valores aumentaron al analizar fragmentos mas
largos, obteniéndose el mayor numero de variaciones al estudiar toda la regién control
(11.36).

El poder de discriminacién de HVSI (0.7711) es superior al de HVSII (0.7366) y HVSIII (0.5704), o
lo que es lo mismo, la probabilidad de que dos secuencias HVSI coincidan al azar sera menor
que en el caso de secuencias HVSII o HVSIII. El poder de discriminacién mas elevado, y por lo
tanto la menor probabilidad de coincidencia al azar, se obtiene al estudiar toda la regién
control del ADNmt (0.7905 y 0.2095 respectivamente).

Diferencias entre pares de nucledtidos y parametros de interés forense en la poblacién

mestiza

Los resultados obtenidos para el estudio de estos parametros en la poblacién mestiza se
muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 36. Nimero de diferencias medias observadas entre pares de nucleétidos, probabilidad de coincidencia al
azar y poder de discriminacion del analisis del ADNmt en la poblaciéon mestiza.

Diferencias medias 7.3879 3.8304+ 11.2184+ 2.3380+ 13.5563+ 14.3960%
observadas 3.5248 1.9654 5.1961 1.3028 6.2149 6.581
Probabilidad de

. ) 0.0544 0.101 0.0499 0.2143 0.0499 0.0499
coincidencia al azar
Poder de discriminacion 0.9456 0.899 0.9501 0.7857 0.9501 0.9501

El nimero de diferencias entre pares de nucleétidos es mayor en la region HVSI (7.34) que en
HVSII (3.8) y HVSIII (2.4). Este valor incrementa a medida que se estudian segmentos mas
grandes, obteniéndose una media de 11.22 diferencias si se estudia HVSI-Il; de 13.56 para
HVSI-1I-1ll y de 14.40 para la regién control completa.

En lo referente al poder de discriminacion del andlisis del ADNmt en esta poblacidn, la region
HVSI es la que aportard mayor discriminacion (0.9456) de las tres regiones hipervariables. Esta
capacidad de discriminacidon aumenta ligeramente al analizar conjuntamente las regiones HVSI
y HVSII (0.9501), obteniéndose el mismo valor tanto si se analiza HVSI-II-1ll como toda la region
D-loop completa.

1.2.3. Comparacion de los parametros de diversidad con otras poblaciones de América

En la Tabla 37 se presentan los pardmetros de diversidad obtenidos de los haplotipos de 42
poblaciones de América del Norte, Central y del Sur recopilados de la bibliografia. Se han
realizado los calculos teniendo en cuenta la regidon HVSI (16024-16365) de las secuencias
correspondientes a haplotipos amerindios.

Tabla 37. Parametros de diversidad calculados a partir de haplotipos de poblaciones americanas recopiladas de la

bibliografia, agrupados por region continental. Se indica la diversidad de secuencias, diversidad nucleotidica y
diferencias medias de cada poblacion y region continental.

- DIVERSIDAD DIVERSIDAD DIFERENCIAS
POBLACION ”

NORTEAMERICA 0.9310+0.0054 | 0.0171+0.0094 | 5.78202.7710
23 8

Dogrib

0.5257 £0.1262 0.0050 + 0.0034 1.6996 +1.0310
41 9 0.6841 + 0.0630 0.0066 + 0.0041 2.4414 +1.2601
163 24 0.7307 £ 0.0328 0.0936 + 0.0054 3.1735 + 1.6504
177 40 0.8074 +0.0275 0.0150 + 0.0084 5.0986 + 2.4848
142 42 0.9250 = 0.0139 0.0175 + 0.0093 5.9401 +2.8512
42 20 0.8981 + 0.0306 0.0147 +0.0081 4.9292 + 2.4486

0.9709+0.0032 | 0.0182:0.0096 | 6.18212.9421

Apaches

Yakima

MESOAMERICA

56 23 0.9305 £ 0.0185 0.0172 +0.0093 5.7823 + 2.8327
68 32 0.9666 + 0.0082 0.0202 +0.0107 6.8621 + 3.2697
35 21 0.9277 +0.0338 0.0151 + 0.0083 5.1261 + 2.5453
87 62 0.9885 + 0.0041 0.0230+0.012 7.7557 + 3.6472

\EVE]

Chihuahua
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27 7 0.7094 £ 0.0701 0.0116 + 0.0067 3.9316 + 2.0328

81 36 0.9568 +0.0099 0.0167 + 0.0090 5.6571 +2.7410

Nicaragua 145 87 0.9372 +0.0120 0.0155 + 0.0084 5.6365 +2.7181
El Salvador 87 47 0.9134 +0.0263 0.0086 + 0.0050 2.9014 +1.5383
Ngobe 61 8 0.6613 + 0.0668 0.0114 + 0.0065 4.4065 +2.2051
34 5 0.7112 +0.0816 0.0114 + 0.0065 3.8717 +1.9930

39 26 0.9730 +0.0133 0.0179 £ 0.0097 6.0567 + 2.9473

SUDAMERICA

mm 0.9812 +0.0016 | 0.0194+0.0101 | 6.5615 +3.1035
15

18 0.9673 +0.0298 0.0185 + 0.0103 6.2550 + 3.1151
24 am 0.8841 +0.0399 0.0161 + 0.0088 5.4461 +2.7171
96 48 0.9757 +0.0059 0.0147 + 0.0080 4.9719 +2.4970
93 49 0.9834 +0.0044 0.0189 + 0.0100 6.3918 + 3.0561
97 75 0.9860 + 0.0062 0.0198 + 0.0104 6.6985 + 3.1869
27 7 0.8624 + 0.0266 0.0124 + 0.0071 4.2116 +2.1551
44 18 0.8911 +0.0275 0.0148 + 0.0081 5.0032 +2.4788
29 8 0.7586 + 0.0661 0.0113 + 0.0065 3.8325 +1.9843
71 29 0.8596 +0.0390 0.0112 + 0.0063 3.8028 +1.9373
15 7 0.8857 +0.0501 0.0156 +0.009 5.2952 +2.7092
58 20 0.8748 £ 0.0356 0.0167 + 0.0090 5.6685 + 2.7573
48 7 0.7518 +0.0289 0.0131 + 0.0073 4.4273 £2.2225
27 11 0.8575 +0.0609 0.017 +£0.0093 5.7493 + 2.8403
29 4 0.4138 + 0.1054 0.0052 +0.0034 1.7536 + 1.0482
48 0.6188 +0.0453 0.0128 + 0.0072 4.3493 +2.1883
42 17 0.8548 +0.0383 0.0162 +0.0088 5.4204 + 2.6640
98 58 0.9748 +0.0072 0.0194 + 0.0102 6.5700 + 3.1311
33 15 0.9072 £ 0.0310 0.0191 + 0.0103 6.4470 + 3.1309
12 5 0.8182 +0.0703 0.0150 + 0.0088 5.0758 + 2.6490
4 3 0.8333 +0.2224 0.0172 £0.0124 5.8333 + 3.5266
63 0.2038 + 0.0639 0.0032 +0.0024 1.0824 £ 0.7223
22 15 0.9394 +0.0367 0.0152 + 0.0085 5.1429 + 2.5904
22 18 0.9784 £ 0.0213 0.0149 + 0.0084 5.0477 +2.5478
61 42 0.9678 + 0.0144 0.0177 £ 0.0094 6.0098 + 2.9039
23 22 0.9960 + 0.0142 0.0216 £ 0.0117 7.3044 + 3.5485

Catamarca
Aymara
Quechua (Bolivia)

Yanomami
Yagan
Mapuche (Chile)

Coreguaje

~

Wayuu
Colombia
Cayapa
Secoya-Siona

Cofan

w

Arequipa
Tayacaja

Quechua (Peru)

En comparacién con el resto de poblaciones recopiladas, los Waorani constituyen el grupo
poblacional con la diversidad de secuencias mas baja descrita hasta ahora (0.1754 + 0.0841).
Se trata de un valor muy por debajo de la diversidad media hallada a lo largo del continente
americano. La poblacién con un valor de diversidad mas parecido son los Achés de Paraguay
(0.2038 £ 0.0639). Los waorani también presentan, junto con los Aché, los valores mas bajos
del continente en cuanto a diversidad nucleotidica (0.0035 + 0.0025) y nimero promedios de
diferencias entre pares de nucledtidos (1.23).

Asimismo la poblaciéon kichwa presenta unos valores de diversidad haplotipica (0.7832 +
0.0372), nucleotidica (0.0142 + 0.0078) y numero de diferencias (4.87) para HVSI por debajo de
las medias calculadas para las poblaciones nativas americanas. Estos valores también se
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encuentran por debajo los valores descritos para otros grupos étnicos ecuatorianos como los
Cayapa, Siona-Secoya y Cofan.

Por su parte, la poblacién mestiza presenta una diversidad de secuencias (0.9686 + 0.0144) y
nucleotidica (0.0216 * 0.0115) proxima a la media calculada para las poblaciones
sudamericanas. Respecto al nimero promedio de diferencias nucleotidicas presenta de los
valores mas altos del continente americano (7.39).

1.3. Determinacion haplogrupos de ADNmt

Se han clasificado los haplotipos obtenidos a partir del analisis de HVSI y HVSII en haplogrupos
(Tabla 38). Todos los individuos estudiados de las tres poblaciones ecuatorianas presentaron
un haplotipo perteneciente a uno de los 4 haplogrupos americanos principales: A, B, Co D. No
se observaron, por lo tanto, individuos pertenecientes al haplogrupo minoritario americano X,
ni tampoco a linajes europeos o africanos.

Tabla 38. Distribucion de los haplogrupos en las tres
poblaciones ecuatorianas. *Incluye los individuos que no
pudieron ser clasificados de forma mas especifica.

Haplogrupo | Waorani (%) | Kichwa (%) | Mestiza (%)
A | 2ot0es) | 202 | 1633

29 (90.625) 14 (21.54) 11 (26.19)
A2p 18 (27.69) 3(7.14)

| B8 ] | 2(3.08) | 14(3333

Bab 2(3.08)  13(30.95)

1(2.38)
5(7.69) | 4(9.52)
c1* 2 (3.08)
Cib 1(1.54) 4(9.52)
Cid 2 (3.08)
3 (9.375) 26 (40) | 10(23.81)

3(9.375)

26 (40) 9(21.43)
1(2.38)

En la poblacién waorani se distinguen dos uUnicos haplogrupos: A y D. El 90.625% de los
individuos analizados presentan el haplogrupo A, mas especificamente el subhaplogrupo A2. El
resto de individuos se asignan dentro del subhaplogrupo D1 (9.375).

En la poblacidn kichwa estan representados los cuatro linajes mitocondriales americanos. Casi
la mitad pertenecen al haplogrupo A (49.23%), mas especificamente al subhaplogrupo A2. De
estos individuos, mas de la mitad pudieron subclasificarse como A2p (presentan A215G). El
segundo haplogrupo mas abundante es el haplogrupo D (40%), mds concretamente el
subhaplogrupo D1f (C16142T). Los individuos con haplogrupo C (7.69%), pertenecen el
subhaplogrupo C1. Dentro de este grupo, dos individuos pudieron ser subclasificados como
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C1d (A16051G) y uno como Clb (A493G), el resto no presentdé mutaciones especificas de otros
sublinajes. El haplogrupo menos frecuente fue el B con una frecuencia del 3.08%, mas
especificamente el linaje mitocondrial B4b*. Seguramente el analisis adicional de posiciones en
la zona codificante del ADNmt permitiria clasificar a estos individuos B4b* como
pertenecientes al linaje americano B2.

También en el grupo étnico mestizo pudieron observarse los cuatros haplogrupos americanos
principales. Pero en este caso el haplogrupo A y el haplogrupo B fueron los mas abundantes,
con una frecuencia del 33.3% cada uno. Todos los individuos del linaje A pertenecian al
subhaplogrupo A2, y de estos 3 pudieron ser incluidos dentro de A2p. Por otra parte, de los 14
haplotipos identificados como del haplogrupo B, tan solo uno pudo ser subclasificado como
B2h (T16468C), el resto fueron designados como B4b* (aunque probablemente sean B2). El
tercer haplogrupo mas abundante en este grupo étnico fue el D (23.81%), incluyendo 9
individuos con el linaje D1f y 1 con el D4h3a. Por ultimo, se identificod el haplogrupo C en el
9.5% de los individuos, que presentaron el subhaplogrupo Clb.

En la gréfica pueden visualizarse las distribuciones de los haplogrupos en los 3 grupos étnicos
ecuatorianos.

Figura 21. Representacion de los haplogrupos hallados en las 3 poblaciones en estudio, con su frecuencia relativa.
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Los resultados obtenidos en las poblaciones ecuatorianas se compararon con los porcentajes
de los haplogrupos A, B, Cy D de las poblaciones americanas recopiladas, recogidos en la Tabla
39. Observando la distribucién geografica de los haplogrupos mitocondriales en el continente
americano, se pueden trazar patrones de distribucién de frecuencias distintos para cada uno
de los haplogrupos americanos.
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Tabla 39. Frecuencias de los haplogrupos principales americanos en las poblaciones americanas recopiladas

“poniacion | A | 8 | ¢ | o M posiacon | A | B | c | D
| subAERicA | 23,57 | 32.92 | 2411 | 18.35 Jl MESOAWERICA | o464 | 2199 | 5.1 | 3.6

P 2222 3889 2778 1111 6154 1731 1538 5.77
24 4 24 48 3971 25 2941 5.88
7 8 6 5 77.14 1429 857 -

15 61 19 4 25 51.56 21.88 156
DT 1154 6057 2019 7.7 7037 - - 2963
T 1481 1481 - 7037 82.88 1575 - 137
[ Xavante  [ETIRITENE - 954 23 23 -

- 408 6327 3265 6364 3636 - .

ET 20 667 1333 | 60 6176 3824 - -

. - 40 60 23.08 53.85 23.08 -

- 2353 3529 41.18 679 617 1605 9.8
| Arsario LK Y R

DTS s066 345 69 - 100 - . .

| kogui PEFEEER AR 9024 - 976 -

381 2619 3571 - 285 - - 715
3776 39.8 1224 102 753 1506 9.64 -

833 25 6667 - 4722 4375 764 139
3333 3333 3333 - 75 65 10 175
DEE 952 048 | - -

DT 052 5714 476 2857

87 6957 13.04 87

2203 339 1356 3051

2273 3182 9.09 3636

El haplogrupo A se encuentra ampliamente distribuido por todo el continente americano,
aunque presenta una clina decreciente de norte a sur. Las frecuencias de este linaje en
Kichwas y Mestizos (>33%) estd por encima de la media estimada para el continente
sudamericano (23.57%), pero acorde con otras poblaciones del norte de Sudamérica como los
Wayudus (38.1%) y poblacién general (37.76%) de Colombia, y la poblacidn ecuatoriana de los
Cayapa (33.3%). La elevada frecuencia de A2 descrita en los Waorani también se observa en
determinados grupos colombianos como los ljka (89.66%) y Arsario (90.91 %).

El haplogrupo B se halla en mayores frecuencias al sur del continente, aunque también en
determinadas poblaciones del norte y centro de América. La prevalencia de este linaje en
Kichwas y Mestizos, por encima del 30%, se ajusta a la media hallada en el continente
sudamericano (33.92%) y sobre todo a poblaciones como los Cayapa (33.3%); Tayacaja (33.9%)
y Quechua de Peru (31.82%). Este haplogrupo se halla ausente en los Waorani, como también
sucede en grupos como los Arsario y Kogui de Colombia o los Huetar de Costa Rica.
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Por lo que respecta al haplogrupo C, éste predomina en el sur del continente. No obstante, no
ha sido identificado en los Waorani, y se ha hallado en frecuencias por debajo del 10% en los
otros dos grupos ecuatorianos. Esta baja frecuencia de C contrasta por ejemplo con los
Cayapa, con frecuencias alrededor del 33%. No obstante, vuelve a ser acorde con poblaciones
cercanas como las colombianas ljka (6.9%) y Arsario (9.09%); o los Quechua de Peru (9.09%).
Otras poblaciones como las brasilenas Gaviao o Xavante, y varios grupos de Centroamérica
también se caracterizan por la ausencia de este linaje.

Finalmente el haplogrupo D presenta elevada prevalencia en el sur del continente, aunque en
poblaciones del Norte como los Aleuts también es altamente frecuente. Mientras en los
Waorani y los Mestizos el haplogrupo D se encuentra en frecuencias por debajo de 10y 20 %, y
por lo tanto cerca de la media observada para el conjunto de Sudamérica (18.39%), en los
Kichwa se halla por encima de dicha media, con frecuencias del 40%. Es de destacar la
ausencia de este linaje en tres grupos ecuatorianos Cayapa, Secoya-Siona y Coféan.

1.4. Red promedio de las poblaciones ecuatorianas

La Figura 22 muestra la red promedio (Median Joining network) obtenida para los 139
individuos pertenecientes a los tres grupos ecuatorianos objeto de este estudio.

Figura 22. Red promedio resultante para los haplogrupos identificados en los grupos Waorani (azul), Kichwa
(rojo) y Mestizo (amarillo). El tamafiio del circulo es proporcional al nimero de individuos que poseen dicho
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En la red promedio obtenida se pueden diferenciar los cuatro haplogrupos mayoritarios de las
poblaciones amerindias: A2, B4*, C1 y D1, asi como el linaje minoritario D4h3. Los nodos
intermedios (median vectors) representan haplotipos no detectados en las muestras
analizadas pero que son necesarios para construir correctamente la red. Para el analisis no se
han tenido en cuenta las inserciones en las regiones homopoliméricas de citosinas.

El haplogrupo mas complejo y también el mas frecuente en las poblaciones estudiadas es el
A2. Estd compuesto por individuos de las tres poblaciones ecuatorianas, que presentan varios
haplotipos en comun, en especial los Kichwas y los Mestizos. El nodo principal, con las
mutaciones 16111T, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 64T, 73G, 153G, 235G y 263G, no se
halla presente en estas poblaciones. Tampoco se puede identificar el nodo secundario que
ademads de las mutaciones anteriores también presentaria la 146C. De este segundo nodo
derivan la mayor parte de haplotipos.

El haplogrupo B4* presenta una clara distribucion en estrella a partir de un Unico nodo o
haplotipo central (16183C, 16189C, 16217C, 73G y 263G), que se ha podido identificar en la
poblacién mestiza. También la distribucidon del haplogrupo C1 es estrellada, con un haplotipo
central (16223T, 16298C, 16325C, 16327T, 73G, 249d, 263G y 290-291d) presente entre los
mestizos, del cual derivarian los otras variantes. Finalmente el haplogrupo D, formado
Unicamente por 4 haplotipos distintos, es el que presenta un patron mas simple, por un lado se
diferencia la rama con los haplotipos pertenecientes a D1, y por otro, la variante
correspondiente al haplogrupo minoritario D4h3.

1.5 Analisis interpoblacional

Haplotipos compartidos entre poblaciones de estudio y otras poblaciones de América

Tal y como se ha observado en el network, las tres poblaciones ecuatorianas presentan
haplotipos en comun. A continuacidn se presenta un estudio mas detallado sobre los
haplotipos compartidos que se realizé comparando los haplotipos HVSI y HVSII de los Waorani,
Kichwa y Mestizos, primero por separado, y luego conjuntamente. Dicho andlisis se amplié
para la region HVSIIl y el D-loop completo en el caso de estas dos ultimas poblaciones.

El analisis de HVSI permitié identificar el haplotipo mayoritario de los Waorani en 8 individuos
kichwas y 1 individuo mestizo. Al ampliar el analisis a HVSI y HVSII, el haplotipo waorani sdlo
fue hallado en el individuo mestizo, pues los individuos kichwas, anteriormente mencionados,
presentaron un haplotipo HVSII que diferia en una o dos posiciones (ausencia de C64T, y de
A189G) respecto al haplotipo waorani. Este haplotipo mayoritario también fue hallado en
otros individuos waoranis estudiados en Cardoso et al (2008). En el caso del otro haplotipo
caracterizado por la delecién no mostré coincidencias con otros individuos ecuatorianos.

Por otro lado, la comparaciéon de los haplotipos correspondientes a Kichwas y Mestizos
presentd un mayor numero de coincidencias. Entre ambas poblaciones se hallaron varios
haplotipos en comun para HVSI (n=6), HVSII (n=4) y HVSIII (n=5). El analisis en conjunto de HVSI
y HVSII, permitié identificar 4 haplotipos comunes, al igual que analizando las tres regiones
hipervariables o la regién completa del D-Loop.
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También se compararon los haplotipos de las poblaciones estudiadas con otros grupos
recopilados de América del Norte, Central y Sur, considerdndose Unicamente HVSI. A pesar del
gran numero de secuencias incluidas en dicho analisis, no pudo hallarse ninguna coincidencia
para los haplotipos presentes en la poblacién waorani. No obstante tanto los Kichwa como los
Mestizos presentaron haplotipos en comun con otros grupos americanos.

La poblacién kichwa compartié un total de 4 haplotipos HVSI distintos con otras poblaciones
del continente americano, de los cuales 2 fueron exclusivos de poblaciones sudamericanas y 1
de mesoamericanas (Tabla 40).

Tabla 40. Numero de coincidencias entre haplotipos HVSI observados en la poblacion kichwa (n) y otros grupos de
Norteamérica (NA), Mesoamérica (MA) y Sudamérica (SA). ID: identificacion del haplotipo.

e — e S Y

[T 161117 16223T 16290T 16319A 16362C
ICEN 16051G 16183C 16189C 16217C

6
1

“ 16172C 16223T 16298C 16325C 16327T 2 - - 2

| Ha | 2

16051G 16093C 16223T 16298C 16325C 16327T
TOTAL 11 90 54 26

El haplotipo H1, presente en 6 individuos kichwa, se hallé en grupos poblacionales de lo largo
del continente, en especial de América del Norte. En el caso de poblaciones sudamericanas se
hallé entre las poblaciones de Bolivia (Aymara, Quechua y La Paz), Colombia (Coreguaje y
poblacién general), Argentina (Catamarca, Salta), Ecuador (Cayapa), Peru (San Martin,
Tayacaja), Brasil (Xavante) y Paraguay (Aché). El haplotipo H2 en cambio fue Unicamente
identificado en los Emberd de Panamda-Colombia. El resto de haplotipos tan solo mostraron
coincidencias con poblaciones de América del Sur, el haplotipo H3 con poblaciones de
Colombia (Coreguaje y poblacién general) y H4 con la poblacién peruana de Tayacaja.

El mayor numero de haplotipos compartidos se ha dado con las poblaciones de Colombia
(Coreguaje, y poblacion general), de Peru (Tayacaja) y Panama (Emberd) con un total de 2.
También sefialar el hecho de tan solo haber encontrado un unico linaje mitocondrial en comun
con otras poblaciones Quechua parlantes del continente (Quechuas de Bolivia), cuando por
afinidad linglistica seria de esperar que compartieran un importante sustrato genético comun.
Es destacable que de los 10 haplotipos HVSI distintos identificados en la poblacién kichwa tan
solo uno es exclusivo, es decir, no presente en otras poblaciones ecuatorianas o americanas.

Por otro lado, los mestizos comparten un total de 11 haplotipos diferentes con otras
poblaciones americanas: 9 con Sudamérica, 7 con Mesoamérica y 3 con Norteamérica (Tabla
41).

De estos haplotipos, 4 mostraron coincidencias exclusivamente con poblaciones
sudamericanas: H5 con la poblacién de la Paz; H6 con Cayapas y poblaciéon general
colombiana; ésta ultima también presentd H7 y HS8. Otros 2 haplotipos fueron hallados
Unicamente en poblaciones de Mesoamérica: H9 en Nicaragua, el Salvador y poblacién Maya; y
H10 en la poblacion de Chihuahua.
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Tabla 41. Numero de coincidencias entre haplotipos HVSI observados en la poblacion mestiza (n) y otras
poblaciones de Norteamérica (NA), Mesoamérica (MA) y Sudamérica (SA).

o i i

[T 161117 16223T 16290T 16319A 16362C
BCER 16092 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 1 - - 1
P 161117 16213A 16223T 16290T 16319A 16356C 16362C 2 - - 3
16142T 16207G 16223T 16325C 16362C 3 2 : 1
I 16209C 16223T 16298C 16325C 16327T 1 - - 1
ICERY 161117 16182C 16183C 16189C 16223T 16290T 16319A16362C 1 2 6 2
TI0 16183C 16189C 16217C 16266T 2 - -
TFE 16182C 16183C 16189C 16217C 1 - 10 12
16223T 16274A 16298C 16325C 16327T 1 - 1 1
PFEN 162237 16298C 16325C 163277 1 11 8 68
FCE 16183 16189C 16217C 2 6 19 26
e TOTAL 16 107 99 116

Otras 2 secuencias presentes en los mestizos de Ecuador fueron identificadas tanto en grupos
de América Central como del Sur: H11 (Xochimilco, La Paz, Quechua de Peru y Bolivia, Aymara
y Salta); y H12 (Colombia y Cuba). El resto de haplotipos se hallaron en las 3 regiones del
continente. Asi el haplotipo H1, también presente en los Kichwa, fue el mas observado a lo
largo del continente, tal y como se ha comentado anteriormente. Otro linaje muy frecuente
(H13) se hallé6 en poblaciones del norte y centro del continente, pero sobretodo en
poblaciones sudamericanas (Arsario, Coreguaje, Colombia, Wayuu, Arequipa, Quechua de Peru
y Bolivia, Aymara, Tayacaja, Mapuche de Chile, Yagan, La Paz, Salta, Yanomamiy en los grupos
ecuatorianos de los Cayapa y Secoya). Finalmente, el haplotipo H14 fue identificado entre los
Navajos, pero especialmente en grupos de Mesoamérica (Embera, Nicaragua, Salvador, Otomi,
Chihuahua y Xochimilco) y Sudamérica (Colombia, Wayuu, La Paz, Salta, Aymara y Quechua de
Pera y Bolivia).

El grupo que comparti6 mas haplotipos con los Mestizos de Ecuador fue la poblacién
colombiana con un total de 7 haplotipos distintos en comun, seguida de la boliviana de la Paz y
la mexicana de Chihuahua con 5. Contando los haplotipos compartidos con los Kichwa, de los
27 haplotipos HVSI hallados en la poblacién mestiza, 16 pudieron ser identificados en otras
poblaciones.

En general, las poblaciones ecuatorianas presentan una mayor similitud genética, en cuanto a
linajes maternos, con otras poblaciones del norte de Sudamérica y de Centroamérica que con
las del cono sur del continente.
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Test exacto de diferenciacion poblacional

Para determinar el grado de diferenciacidon que presentaban las poblaciones ecuatorianas se
calculd el test exacto de diferenciacidn poblacional, en base a los haplotipos HVSI-HVSII. Los
resultados (Tabla 42) confirmaron la diferenciacién poblacional entre los tres grupos
estudiados, ya que en todos los casos se obtuvieron diferencias significativas (P <0.05). Se
obtuvieron los mismos resultados cuando se realizé el andlisis empleando Unicamente HVSI o
HVSII, detectandose diferencias significativas en todos los tests.

Tabla 42. Test exacto de diferenciacion poblacional entre las tres poblaciones
ecuatorianas. Bajo la diagonal: valor exacto de P (asociado al test); sobre la
diagonal: diferencias significativas (+) con un nivel de significacion de 0.05.

WAO KICHWA MESTIZA
WAO * + +
KICHWA 0.000 * +
MESTIZO 0.000 0.000 *

Al incluir las poblaciones americanas recopiladas de la bibliografia al analisis no se detectaron
afinidades genéticas entre las poblaciones ecuatorianas en estudio y el resto de grupos, pues
todos los resultados arrojaron diferencias significativas (p<0.05) (Datos no mostrados).

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Para conocer la distribucion de la variabilidad genética en la poblacidon ecuatoriana, se aplicé el
Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) bajo diversas hipotesis.

En primer lugar se realizé el AMOVA considerando los tres grupos étnicos estudiados en un
Unico agrupamiento. Los resultados mostraron que la mayor proporcién de la variacién
genética total observada entre dichas poblaciones residia en la variacion presente entre los
individuos de cada poblacién, con un 75.8%. Por lo tanto, el 24.2% restante se debia a
diferencias interpoblacionales (P < 0.0001). Se repitié el andlisis incluyendo muestras de otros
grupos étnicos de Ecuador (Cayapa, Cofan y Siona-Secoya) recopiladas de la bibliografia para
representar mejor la situacién multiétnica de Ecuador. Los resultados obtenidos en el andlisis
fueron muy parecidos a los anteriores, con una variacidn intrapoblacional del 76% y una
variacion entre las poblaciones del 24% (P < 0.0001).

También se estudié la estructura genética de cada poblacidn respecto al conjunto de series
ecuatorianas. Asi se separé cada poblacién de una a una cada vez que se realizo el andlisis. El
mayor porcentaje de variacién intergrupal se obtuvo al separar en otro grupo la poblacion
waorani. Cuando no se tuvo en cuenta este grupo étnico, la variacién genética intrapoblacional
se elevd hasta el 90.7% al considerar Unicamente las muestras kichwas y mestizas, mientras
que la interpoblacional disminuyé hasta el 9.3 % aunque siguid siendo significativa (P <
0.0001). Este cambio también ocurrid, cuando se analizaron todos los grupos ecuatorianos
excepto el Waorani, la variacién entre las poblaciones del grupo bajé al 12.6%,
incrementandose la variacién intrapoblacional hasta el 87.4% (P < 0.0001).
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Distancias genéticas entre poblaciones

Se realizé el andlisis comparativo de los tres grupos ecuatorianos con otras 42 poblaciones de
Ameérica recopiladas de la bibliografia calculando las distancias genéticas basadas en Fst. En la
Tabla 43 se recogen las distancias pareadas basadas en Fst obtenidas en este analisis realizado
para el segmento HVSI.

Tabla 43. Distancias basadas en Fst entre las poblaciones ecuatorianas y otras poblaciones americanas * P>0.05

0.3258  0.0000 0.0979 OO IVENIINYEYS  0.5271 | 0.3123 0.0845
0.3972 0.0979 0.0000 La Paz 0.5061 0.2894 0.0723
0.4694 0.3293 0.3819 0.5908 0.1652 0.0954
0.4315 0.3037 0.2491 0.5364  0.2067 0.0487
0.5612  0.2500 0.2725 0.5909 0.1201 0.1128
0.4668 0.1753 0.2379 Yanomami 0.6800 0.3640 0.2609
0.3942 0.2120 0.0630 Yagan 0.6933  0.2607 0.1615
Yakima 0.6058 0.3112 0.0969 Mapuche (Chile) 0.5479  0.2372 0.0961
Maya 0.3874 0.1226  0.0320 0.4434  0.1786 0.1786
(ILHIVELTEN  0.4200 0.2112 0.0341 Coreguaje 0.6471  0.3178 0.2020
0.3809 0.1142 0.0195* 0.6278  0.3096 0.3074
0.3663 0.1162 0.1053 0.4891  0.2147 0.1894
Ngébe 0.4243 0.1675 0.1209 \WEWT 0.5021  0.1863 0.0598
0.5600 0.2329 0.1085 Colombia 0.3809 0.1061 0.0503
Chibcha 0.4795 0.1513 0.1357 Cayapa 0.4809  0.1562 0.0415
0.5486 0.2570 0.0560 Secoya-Siona 0.7283 0.3171 0.1569
Nicaragua 0.3259 0.1434 0.1273 Cofan 0.8174 0.3733 0.1660
Cuba 0.3287 0.1073 0.1004 0.8428  0.5195 0.3058
Salvador 0.4041 0.2221 0.2730 0.6265  0.2527 0.0541
0.5953  0.2215 0.015* Arequipa 0.6750 0.3416 0.1072
(1 E] G El(EN | 0.5599 0.1400 0.1052 Tayacaja 0.4679  0.1526 0.0310
Aymara 0.6268 0.4296 0.1787 Quechua (Peru) 0.4873 0.1308 -0.0047*

En la comparacién entre pares de poblaciones se observaron diferencias significativas en todas
las comparaciones realizadas entre la poblacion waorani y el resto de poblaciones,
obteniéndose distancias elevadas (Fst> 0.3). En la poblacién kichwa también se hallaron
distancias significativas en todos los casos, siendo las poblaciones ecuatoriana mestiza
(Fst=0.0979 P=0.00030+0.0002) y la colombiana las relativamente mas cercanas (Fst= 0.1061
P=0). Por su parte, la poblacién mestiza presento distancias significativas con todos los grupos
poblacionales, excepto con la poblacién Quechua de Perd (Fst= -0.0047 P=0.4805+0.0139), la
poblacién argentina de Salta (Fst= 0.015 P=0.2193+0.0158) y la mexicana Otomi (Fst=0.0195
P=0.0664+0.006).

Para facilitar la interpretacién, las distancias basadas en Fst se representaron en un MDS
(Stress: 0.027) (Figura 23).
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Figura 23. Representacion MDS de las distancias genéticas basadas en FST entre pares de poblaciones: grupos
ecuatorianos objeto del estudio (en negro), de Norteamérica (en verde), Mesoamérica (azul) y Sudamérica (en
granate). ACH: Aché; ALE: Aleut; APA: Apache; ARE: Arequipa; ARS: Arsario; AYM: Aymara; CAT: Catamarca; CAY:
Cayapa; CHI: Chile; COF: Cofan; COL: Colombia; COR: Coreguaje; CUB: Cuba; DOG: Dogrib; EMB: Emberd; GAV:
Gaviao; HAI: Haida; HUE: Huetar; UK: ljka; KIC: Kichwa; KOG: Kogui; KUN: Kuna; LPZ: La Paz; MAP: Mapuche; MAY:
Maya; MES: Mestiza; NAV: Navajo; NGO: Ngobe; NIC: Nicaragua; OTO: Otomi; QUB: Quechua (Bolivia); QUP:
Quechua (Peru); SAL: Salta; SLV: Salvador; SEC: Secoya-Siona; SMT: San Martin; TAY: Tayacapa; WAO: Waorani;
WAY: Wayuu; XAV: Xavante; XOC: Xochimilco; YAG: Yagan; YAK: Yakima; YAN: Yanomami; ZOR: Zoro.

Aunque en el grifico MDS no se identifican clusters que diferencien claramente las
poblaciones del norte, centro y sur del continente, si que pueden deducirse ciertos patrones
en la distribucién. En lineas generales, puede observarse que las poblaciones con una elevada
prevalencia del haplogrupo A, como las poblaciones Haida, Dogrib, El Salvador o Waorani,
entre otros; se sitlan en el cuadrante positivo del eje X. En cambio las poblaciones con elevada
prevalencia del haplogrupo B se localizan mayoritariamente en el cuadrante superior izquierdo
(Aymara, Quechua de Bolivia y Aché), mientras los que presentan una mayor frecuencia de C
(Cofan, Yanomami, Secoya, Coreguaje) y D (Gaviao, Zoro, Catamarca) predominan en el
cuadrante inferior izquierdo.

En cuanto a los grupos ecuatorianos, las tres poblaciones aparecen separadas entre si. El grupo
mestizo se sitla mas cercano a grupos de Colombia (Wayuu) y de México (Otomi), mientras
que los Kichwa no muestran un claro agrupamiento con otros grupos, aunque puede verse una
cierta proximidad con los Arsario de Colombia o con la poblacién cubana. Finalmente, a
destacar la posicion relativamente lejana de los Waorani respecto al resto de poblaciones,
reflejando su singularidad.
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2. CROMOSOMA'Y

Se realizé el analisis genético poblacional del cromosoma Y de un total de 55 individuos
ecuatorianos no emparentados, 26 individuos kichwas y 27 individuos mestizos. Todos estos
individuos fueron estudiados para 17 STRs del cromosoma Y (DYS19, DYS389l, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385a/b, DYS438, DYS439, DYS437, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS635 y GATAHA4). El estudio fue complementado con el analisis de Y-SNPS. El
estudio del cromosoma Y en los individuos waoranis caracterizados para ADNmt y cromosoma
X en este trabajo, puede hallarse en Geppert et al. (2011).

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos tras la determinacion de los Y-STRs e Y-
SNPs seleccionados en las poblaciones kichwa y mestiza de Ecuador.

Se estimd la distribucién de las frecuencias alélicas para cada uno de los marcadores del
cromosoma Y en los dos grupos étnicos (Tabla 44). La distribucion de las frecuencias alélicas
obtenidas para los 17 Y-STRs en cada una de las poblaciones analizadas revelé que la mayor
parte de los marcadores presentaban una distribucion unimodal. De estos marcadores, 11
(DYS19, DYS389I, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS438, DYS439, DYS437, DYS456,
GATAH4) mostraron la misma moda (alelo mas comun) para las 2 poblaciones.

Tabla 44. Frecuencias alélicas de los 17 Y-STRs analizados para la poblacion kichwa (n=27) y mestiza (n=28). En
negrita se indica la frecuencia del alelo mas frecuente.

Kichwa Mestiza Kichwa Mestiza
- 0.0357 | 11,11 [ 0.0357
0.5185 0.3929 11,12 | - 0.0357
0.1111 0.3571 11,14 | o 0.1071
| 15 P 0.1786 IRETETIN 0.0357
BT 03704 0.0357 | 11,18 [EOGEY -
RETEEI :
BETETEIN 03333 0.0357
Kichwa Mestiza _ 0.0370 -
0.0370 0.1071 PEEIE  0.0370 -
0.8519 0.7143 13,15 | - 0.1071
0.1111 0.1786 13,18 [EEGRZN 0.0357
| 1322 [P 0.0357
BETEN  0.0370
Kichwa Mestiza _ - 0.0357
- - | 1416 [N 0.0714
28 |EEE 0.0714 | 14,17 G2 0.0714
B 0.0370 0.3571 1419 | g 0.0714
PE 0.6667 03571 | 1515 [ -
BET o0.1481 0.1786 B 00741 2
s 0.0370 0.0357 1517  |pEEy 0.0357
IEETE 00370
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En cuanto a la diversidad génica (Tabla 45), el marcador DYS385 presenté la mayor variabilidad
en los dos grupos, debido a la duplicacidn génica que presenta. Del resto de marcadores, los
que presentaron una mayor variabilidad fueron DYS458 en los varones kichwa (0.8177) y
DYS438 en mestizos (0.7751). Contrariamente, los sistemas DYS437 y DYS389l mostraron la
diversidad mas baja en Kichwas (0.14245) y Mestizos (0.46296) respectivamente.

Tabla 45. Diversidad génica (D) para los 17 Y-STRs analizados. En
negrita se indica el valor de diversidad mas elevado en cada
poblacién, y subrayado el mas bajo.

| locus | Kichwa | Mestiza
0.6040 0.7090
0.2707 0.4630
0.5385 0.7328
0.5841 0.7593
0.6581 0.5185
0.6667 0.6825
0.3305 0.5952
0.8462 0.9683
0.5442 0.7751
0.5698 0.6958
0.1425 0.6323
0.6724 0.7222
0.4843 0.6243
0.8177 0.7540
0.3248 0.7302
0.4843 0.6693

Determinacién Haplotipica

Los haplotipos obtenidos para el conjunto de microsatélites analizados en las poblaciones
kichwa y mestiza se recogen en el Anexo IV y V respectivamente. Estos haplotipos estdn
constituidos por los 17 Y-STRs analizados siguiendo el orden: DYS19, DYS389I, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385 a/b, DYS438, DYS439, DYS437, DYS448, DYS456,
DYS458, DYS635 y GATAHA4.

A partir de los haplotipos se calcularon los siguientes pardmetros estadisticos:

Tabla 46. Parametros de diversidad calculados en cada poblaciéon.

Tamaio de la muestra 27 28
N2 Haplotipos diferentes 17 26
Poder de discriminacion 0.6296 0.9286
Diversidad Haplotipica 0.9516+0.0251 0.9947+ 0.0112
Diferencias pairwise 9.2336 + 4.3805 11.6825 + 5.4545

En la poblacién kichwa, el sistema de Y-STRs permitié diferenciar un total de 17 haplotipos
diferentes a partir de las 27 muestras analizadas. De estos haplotipos, 11 fueron observados
en un unico individuo. El haplotipo mas frecuente se hallé en 5 individuos (16-13-30-24-9-11-
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13-12,14-10-12-14-21-15-19-22-11). Del resto de haplotipos, uno fue hallado en tres individuos
y otros cuatro haplotipos en dos personas. La diversidad haplotipica observada del sistema fue
de 0.9516 con un poder de discriminacion (haplotipos/total muestra x 100) del 62.96%.

Cuando se determinaron los haplotipos teniendo en cuenta para su analisis Unicamente los
marcadores del Haplotipo Minimo Europeo (DYS19, DYS385 a y b, DYS389I, DYS389Il, DYS390,
DYS391, DYS392 y DYS393), se obtuvieron valores ligeramente inferiores de diversidad
haplotipica (0.9231) y de poder de discriminacion (59.25%), ya que se diferencié un haplotipo
menos que con el uso de todos los Y-STRs.

En el caso de la poblacidn mestiza, el analisis de los 17 Y-STRs permitié detectar 26 haplotipos
diferentes en las 28 muestras analizadas. Se determinaron un total de 24 haplotipos unicos,
halldndose Unicamente dos haplotipos repetidos dos veces (13-13-30-25-11-14-13-14,19-11-
11-14-20-15-16-22-11 y 14-13-29-23-10-11-12-14,16-9-12-15-22-15-16-21-12). La diversidad
haplotipica y el poder de discriminacién del sistema presentaron valores de 0.9947 y del
92.86%, respectivamente. En este caso, el analisis basado en los marcadores del haplotipo
minimo no supuso una reduccién de la capacidad discriminativa del cromosoma Y, ya que se
diferencid el mismo nimero de haplotipos que cuando se empled el set completo de Y-STRs.

De los dos grupos ecuatorianos analizados, la poblacién mestiza presentd los valores mas
elevados de diversidad haplotipica y de poder de discriminacién, asi como el mayor nimero de
diferencias por pares de haplotipos (11.68 vs 9.23).

Comparacion de los parametros de diversidad con otras poblaciones americanas

Se compararon los indices de diversidad obtenidos para las dos poblaciones con los calculados
para diferentes poblaciones americanas (Tabla 47).

Los parametros de diversidad observados en la poblacién mestiza y kichwa se encuentran
dentro del rango obtenido para otras poblaciones de América estudiadas para el mismo set de
marcadores. Pero mientras la variabilidad de los mestizos se corresponde con los valores mas
altos observados en otras poblaciones también mestizas del continente (México, Colombia o
Brasil), los valores obtenidos para los Kichwas son mas acordes a la variabilidad mas baja
descrita para otras poblaciones amerindias (Maya, Quechua o Emberd). No obstante, ambos
grupos presentan valores superiores a la otra poblacién ecuatoriana incluida en la
comparacién, la Waorani, que se caracteriza por presentar los valores de diversidad
haplotipica y nimero de diferencias entre pares de haplotipos mds bajos dentro de esta
recopilacion.

También se compararon los datos obtenidos en las dos poblaciones ecuatorianas con otros
grupos de Ecuador, estudiados anteriormente para un menor nimero de marcadores (Baeza et
al., 2007; Gonzélez-Andrade et al., 2008a). En este caso, se han obtenido valores de diversidad
genética intrapoblacional similares (en términos de nimero de diferencias pairwise) al realizar
la comparacion entre grupos del mismo origen étnico (Datos no mostrados).
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Tabla 47. indices de diversidad de los 17 Y-STRs en poblaciones americanas (ordenadas en funcién del nimero de
diferencias pairwise). N: nimero de individuos, K= nimero de haplotipos distintos

D
Poblacion . Tyt
haplotipica pairwise
3 7 0.7077 +0.0545 7.1390 + 3.4249
49 34 0.9769 + 0.0100 7.8299 +3.7014
58 43 0.9879 +0.0058 7.9946 + 3.7638
21 10 0.9000 + 0.0390 9.0571 + 4.3272
55 44 0.9879 + 0.0073 9.0815 + 4.238
110 101 0.9983 +0.0015 9.3935 + 4.3429
87 56 0.9808 + 0.0067 10.0075 + 4.6196
151 97 0.9870 + 0.0032 10.5374 + 4.8262
150 109  0.9900 + 0.0018 10.5537 + 4.8334
29 16 0.9497 +0.020 10.7069 * 5.0061
153 122 0.9968 + 0.0012 10.7784 + 4.9294
259 259 0.9999 0.0004 10.9801 + 5.0059
165 156  0.9993% 0.0008 11.0025 +5.0238
201 196 0.9998 + 0.0005 11.0473 +5.039
109 103 0.9990 + 0.0014 11.0613  5.061
205 192 0.9993 +0.0006 11.1132 £ 5.0668
115 112 0.9995 + 0.0012 11.1837 +5.1118
305 293 0.9996 + 0.0003 11.3576 + 5.1654
170 169 0.9999  0.0006 11.5983 £ 5.2788

2.2. Determinacidn de haplogrupos

Mediante el anadlisis de los SNPs del cromosoma Y se determinaron los haplogrupos de los
varones ecuatorianos analizados (Anexo VI). En la Tabla 48 se muestra su frecuencia de
aparicidn en cada grupo étnico.

Tabla 48. Frecuencia relativa en % (frecuencia absoluta) de los haplogrupos
y subhaplogrupos identificados en Kichwas y Mestizos

Kichwas (n=27) Mestizos (n=28)

2704 00 -
- 2570)
- 1402
[N - 2570)
ETETER 142
12b (J-M102) - 3.57 (1)
- o7
Q* (Q-M242) (xQ1a3) - 3.57 (1)
Q1la3* (Q-M346) 11.11 (3) 10.71 (3)
Qla3a* (Q-M3) 51.85 (14) 25(7)
- 250

97



Resultados

El estudio de 41 SNPs distintos permitié diferenciar un total de 11 haplogrupos o sublinajes
diferentes en las dos poblaciones analizadas. Los mestizos son los que presentan mayor
numero de haplogrupos y sublinajes distintos, tal y como puede observarse en la Figura 24.

Figura 24. Frecuencia de los haplogrupos del cromosoma Y presentes en Kichwas y Mestizos.

KICHWAS MESTIZOS

c3* mQla3* B Qla3a*
ER1b HElbla Elblbl
mG ml2a 12b
mKT(xPOR, N,O) mQ(x Qla3®)

Dentro de la poblacién kichwa se diferenciaron dos haplogrupos principales: Qla3 y C3*. El
haplogrupo Qla3 (M346) fue el mas abundante entre los varones kichwa, presentandose en el
62.96% de los casos. Mds concretamente el 51.85 % de la poblacidén presentd el sublinaje
Qla3a* (Q-M3) caracteristico de las poblaciones amerindias, el resto de individuos solo
pudieron ser clasificados como Qla*(x M3). El otro haplogrupo hallado en esta poblacién fue
el C3* (M217), presente en el 37.04% de los individuos. Mediante el tipado de SNPs especificos
para todos los sublinajes del C3, se pudo descartar que este linaje perteneciera a los
subhaplogrupos C3a (M93), C3b (P39), C3c (M48, M86), C3d (M407), C3e (P53.1) y C3f (P62).

La poblacién mestiza presentd una mayor nimero de linajes del cromosoma Y. El linaje mas
abundante fue el haplogrupo Q1a3 (con un 35.71 %), incluyendo el sublinaje Qla3a* presente
en el 25% de la poblacion. Un 3.57% presentd un linaje Q* que no pudo ser subclasificado
como Qla3, pero que podria pertenecer a otros sublinajes como Q1* (Bisso-Machado et al.,
2011).

El haplogrupo europeo R1lb se presenté también en el 25% de este grupo étnico. En esta
poblacion ademas se pudieron identificar los sublinajes del haplogrupo E, Elblbl (7.14%) y
Elbla (3,57%), y del J, J2a (7.14%) y J2b (3.57%). El 3.57% de los varones presentaron el
haplogrupo G (3.57%). Por ultimo, un 10.71% de la poblacién presentd haplogrupos incluidos
en el clado K-T (M9), descartandose su pertenencia a los linajes N (M231), O (M175), P, Qy R
(M45), cuyos marcadores resultaron ancestrales en el analisis de las muestras.

Teniendo en cuenta el origen mas frecuente de los haplogrupos identificados, se estimd la
proporcién de mezcla presente en los linajes del cromosoma Y, determinando el porcentaje de
linajes de origen nativo americano (haplogrupos Q y C), euroasiatico (G; J; R1b y K-T xN, O,
PQR) y africano (E) en las dos poblaciones.
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Figura 25. Origen de los haplotipos del cromosoma Y.
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Con esta aproximacion se estimé que el 100% de los individuos kichwas presentaban linajes
del cromosoma Y de origen nativo americano. En cambio, en mestizos se determind que los
linajes europeos alcanzaban un 50 % de la poblacién, los nativos americanos un 39.29% vy los
africanos un 10.71%.

2.3. Red promedio de las poblaciones ecuatorianas

Se construyd un network de haplotipos de las dos poblaciones ecuatorianas a partir de los Y-
STRs. En él se puede observar bastante claramente como se distribuyen los haplotipos segin
su haplogrupo. En lo referente a los haplotipos pertenecientes al haplogrupo Qla3 no se
observa una clara diferenciaciéon entre haplotipos kichwas y mestizos, al contrario, varios de
ellos estan separados por solo algunos pasos mutacionales. Dentro del haplogrupo C, hay un
haplotipo mas frecuente y otros dos separados de éste por un Unico paso mutacional, también
aparece un cuarto haplotipo pero éste ya tiene un mayor nimero de mutaciones respecto a
los otros. Por otro lado, en relacién al haplogrupo R1b, su topologia parece indicar la presencia
de un haplotipo fundador (no presente en estas poblaciones), del cual surgirian la mayor parte
de los haplotipos.
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Figura 26. Network de los haplotipos kichwas (*) y mestizos obtenidos. El tamaiio de los circulos es proporcional
al numero de individuos que portan ese haplotipo.
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2.4. Analisis interpoblacional

Haplotipos compartidos

No se observaron haplotipos compartidos entre los grupos étnicos ecuatorianos estudiados.
Tampoco se hallaron coincidencias al realizar la comparacidn usando Unicamente los
haplotipos minimos.

Por otra parte, la busqueda de los haplotipos 17 Y-STRs obtenidos en la base de datos YHRD
mostré coincidencias en el caso de dos haplotipos mestizos, mas concretamente con dos
individuos mestizos de Colombia. En cambio, en el caso de los haplotipos kichwas no se hallé
ninguna coincidencia completa. Esta falta de coincidencias podria deberse, en parte, a la falta
de estudios poblacionales realizados para los 17 Y-STRs aqui analizados. Es por ello que se
repitié la comparacién reduciendo el nimero de marcadores incluidos, mds concretamente se
emplearon Unicamente los haplotipos minimos. En este caso, se pudieron identificar 2
haplotipos kichwas en poblaciones mestizas de Latinoamérica: un haplotipo (Hg Qla3*)
coincidié con un individuo hispano de EEUU y otro (Hg C3*) con un individuo ecuatoriano. Otro
haplotipo minimo kichwa (Hg C3*) mostré 5 coincidencias con individuos de poblaciones
euroasiaticas (Republica Checa, Polonia y Eslovaquia).
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El nimero de coincidencias se incrementd considerablemente en el caso de los haplotipos
minimos mestizos, un total de 19 haplotipos distintos fueron identificados en otras
poblaciones de diversas regiones del mundo. El mayor nimero de coincidencias se dio con
haplotipos de origen caucasico (con un total de 538 coincidencias) y mestizo (297), y en un
numero menor de coincidencias con haplotipos africanos (39), y nativo americanos (10), entre
otros. Profundizando un poco mas en las coincidencias con la metapoblacién nativa americana,
vemos que éstas se dan con individuos kichwas de Ecuador (descritos previamente en
Gonzdlez-Andrade et al. 2009), de Bolivia (Beni), Argentina (Diaguita, Mapuche), Brasil (Mato
Grosso do Sul) y de EEUU (Athabaskan, Cherokee/Cheyenne y Chippewa/Sioux).

Test exacto de diferenciacion poblacional

Se realizd el test exacto de diferenciacion poblacional incluyendo las dos poblaciones
estudiadas, asi como datos de otros 6 grupos ecuatorianos analizados en estudios previos (2
grupos mestizos, 1 afroecuatoriano, 2 waorani y 1 kichwa). Dicho anlisis se realizé a partir de
los 12 loci en comun. Como era de esperar, dada la heterogeneidad del conjunto de
poblaciones, el valor global del Test Exacto fue significativo (P= 0.000). Se pudo determinar
que los tres grupos mestizos analizados no mostraban diferencias significativas entre si (P >
0.05), pero en los otros casos, todas las diferencias fueron significativas, incluso cuando se
compararon entre si los dos grupos kichwas o los dos grupos waoranis. Esto Ultimo puede
deberse a que el numero de individuos para alguno de estos grupos amerindios es bajo, por lo
gue podriamos estar viendo desviaciones derivadas al bajo tamafio muestral.

Analisis Molecular de Varianza (AMQOVA)

Para evaluar la diferenciacidon genética que presenta la poblacién ecuatoriana se realizé el
analisis molecular de varianza. Se incluyeron también los grupos ecuatorianos disponibles en la
bibliografia. EIl mayor porcentaje de variabilidad se hallé dentro de las poblaciones (89.22%),
aunque no deja de ser significativa la variacién identificada entre las poblaciones (10.78%
P=0.000).

Distancias genéticas entre poblaciones

A partir de las frecuencias de haplotipos se calculd la matriz de distancias genéticas basada en
valores Rst para pares de poblaciones. Se incluyeron las poblaciones recogidas en la Tabla 21,
analizadas para el mismo conjunto de marcadores que las poblaciones de este estudio.

La poblacion kichwa presentd distancias significativas respecto a todas las poblaciones (P
<0.05), siendo los grupos mestizos de Ecuador (Rst= 0.044 P=0.034) y de Yucatan (Rst =0.087
P=0) los mas cercanos a ella. No se aprecia una proximidad genética con los Quechuas de
Bolivia, lingliisticamente afines.

Por su parte la poblacién mestiza no presenté distancias significativas respecto a poblaciones
americanas como Yucatan (Rst= 0.017 P=0.055), Nicaragua (Rst = 0.015 P=0.08), Bogota (Rst=
0.014 P=0.095), Santander (Rst= 0.019 P=0.05), Athasbakan (Rst = 0.017 P=0.07) y Guatemala
(Rst= 0.003 P= 0.559). Respecto al resto de poblaciones la distancia mas grande la presenté
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con la poblacién africana de Guinea (Rst = 0.273 P= 0), aunque esta resulta inferior a la que
muestran otros grupos americanos respecto a este grupo africano.

Al representar graficamente (Figura 27) las distancias genéticas basadas en Rst mediante un
MDS (stress=0.0229) se puede observar un grupo bastante homogéneo que incluye
poblaciones europeas y mestizas de Latinoamérica. En cambio, las poblaciones amerindias
muestran una menor homogeneidad y se localizan mas o menos separadas, presentando
distancias significativas entre si en la mayoria de los casos. Por lo que respecta a las
poblaciones africana y afroamericana ambas se encuentran diferenciadas del resto, al igual
que los grupos asiaticos. En lo referente a los dos grupos étnicos ecuatorianos de este estudio,
la poblacidon mestiza se sitla dentro del grupo europeo-americano, mientras que la poblacidon
kichwa presenta cierto distanciamiento del resto. Aunque puede resultar llamativa la lejania
de la poblacién kichwa respecto a los otros grupos amerindios, este distanciamiento se debe a
la presencia de individuos con haplotipos C3. La falta de estos haplotipos en las otras
poblaciones amerindias incluidas causaria esta separacién. Asi pues cuando se repitid el
analisis sin tener en cuenta estos individuos, el grupo kichwa se situé mds cercano a los otros
grupos amerindios, aunque las diferencias siguieron siendo significativas (datos no mostrados).
En relacién a las poblaciones africanas, la poblacidn mestiza presenta una menor distancia que
en el caso de la poblaciéon kichwa y otras poblaciones amerindias.

Figura 27. Representacion MDS de los valores Rst obtenidos para Y-STRs entre poblaciones ecuatorianas en
estudio (negras), americanas (rojas); europeas (azules), africanas (verdes) y asiaticas (naranjas).
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KIC
MES
WAO
AYM
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YUC
NIC
COLL
BEN
TOB
NPO
coL
BCN
AFA
SCA
EMB
BOG
SAN
GUI
KOR
MON
INU
YUP
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Tabla 49. Valores Rst (por debajo de la diagonal) y sus correspondientes valores P (por encima de la diagonal) a partir los Y-STRs.

MES WAO AYM QUE

KIC
*
0.044
0.312
0.322
0.243
0.087
0.116
0.214
0.175
0.252
0.15
0.115
0.148
0.219
0.129
0.312
0.111
0.112
0.301
0.182
0.145
0.260
0.203
0.125
0.191
0.103

0.034
*
0.164
0.233
0.156
0.017
0.015
0.081
0.034
0.176
0.037
0.031
0.052
0.185
0.042
0.17
0.014
0.019
0.273
0.17
0.145
0.117
0.081
0.017
0.069
0.003

0

0

*
0.281
0.216
0.134
0.169
0.206
0.136
0.294
0.207
0.195
0.232
0.334
0.233

0.23
0.181
0.183
0.482
0.3
0.307
0.23

0.214
0.164
0.172
0.132

0

0

0

*

0
0.208
0.291
0.262

0.17
0.157
0.338
0.309
0.349
0.419
0.356
0.131
0.295
0.308
0.559
0.373
0.481
0.191
0.165
0.271

0.19
0.233

0

0

0
0.382

*
0.158
0.228
0.179
0.117
0.106
0.276
0.253
0.285

0.38
0.29

0.079
0.234
0.249
0.495
0.313
0.408
0.153
0.129
0.215
0.124
0.173

YucC
0
0.055
0
0
0
*
0.031
0.06
0.034
0.122
0.069
0.059
0.074
0.208
0.071
0.134
0.035
0.047
0.321
0.19
0.187
0.148
0.125
0.029
0.038
0.013

NIC
0
0
0
0
0
0

*

0.068
0.089
0.209
0.01
0.002
0.011
0.157
0.009
0.219
0.001
0
0.269
0.155
0.152
0.162
0.146
0.005
0.104
0.015

COLL
0
0.001
0

0
0
0
0

*

0.105
0.147
0.103
0.087
0.109
0.25
0.115
0.19
0.079
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0.371
0.245
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0.192
0.181
0.062
0.088
0.059

BEN
0
0.009
0

0
0
0
0
0
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0.137
0.144
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0.284
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TOB
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*
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0.267
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0.209
0.11
0.159
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0
0.01
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0
0
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0
0
0
0
0
0
0
0
0

*

0.133
0.429
0.191
0.162
0.036
0.216
0.199
0.359
0.346
0.181
0.334
0.225

KIC: Kichwa; MES: Mestizo; WAO: Waorani; AYM: Aymara; QUE: Quechua; YUC: Yucatan; NIC: Nicaragua; COLL
SCA: Sta. Catarina; EMB: Embera; BOG: Bogota; SAN: Santander; GUI: Guinea; KOR: Korea; MONG: Mongolia; INU: Inupiat; YUP: Yupik; ATH: Athabaskan; MAY: Maya; GUA: Guatemala.
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3. CROMOSOMA X

Se determind el genotipo de 10 X-STRs en la totalidad de individuos kichwas (38 mujeres y 27
hombres) e individuos mestizos (14 mujeres y 28 hombres). En el caso de la poblacién waorani,
se seleccionaron 32 individuos no emparentados (15 mujeres y 17 hombres) para realizar este
estudio. Los resultados obtenidos se adjuntan en los Anexos VIII-IX.

3.1. Parametros de diversidad

Distribucion de frecuencias alélicas y diversidad génica de los marcadores analizados

El test exacto de diferenciacion ha permitido determinar la ausencia de diferencias
significativas entre la distribucién de la frecuencias alélicas de los hombres y de las mujeres de
cada poblacién (tras aplicar la correccion de Bonferroni para tests multiples, nivel de
significacién de 0.005) (Tabla 50). Consecuentemente se han podido considerar las frecuencias
alélicas de ambos sexos de forma conjunta para cada locus.

Tabla 50. Valores de P obtenidos tras la aplicacion del test exacto de diferenciacion
poblacional entre hombres y mujeres de las tres poblaciones (Valores significativos
para una P de 0.005)

DXS6789 0.44415 0.76590 0.32670
DXS6809 0.54645 0.38490 0.88230
DXS7132 0.41750 0.03235 0.63125
DXS7133 0.41290 0.31910 0.64685
DXS7423 1.00000 0.91125 0.36670
DXS8378 0.19880 0.89740 0.64365
DXS9898 0.47915 0.35210 0.36680
DXS9902 0.05885 0.10775 0.08875
GATA172D05 0.01395 0.88730 0.01290
GATA31E08 1.00000 0.95220 0.73940

En la Tabla 51 se recogen las frecuencias alélicas obtenidas en los 10 X-STRs para las tres
poblaciones.
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Tabla 51. Distribucion alélica de 10 loci X-STRs en las tres poblaciones ecuatorianas. En negrita se indica
la frecuencia del alelo mas comun en cada poblacion.
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DXS8378

Waorani Kichwa Mestiza
0.8298 0.8058 0.6964
0.0425 0.1651 0.2321
0.1277 0.0291 0.0714

Waorani Kichwa Mestiza

- - 0.0179
0.5106 0.4369 0.2857
0.2979 0.4175 0.4107

- - 0.0714
0.1915 0.1456 0.2143

Waorani Kichwa Mestiza

- - 0.0714

- - 0.0357
0.2340 0.2039 0.3571
0.3617 0.4757 0.3214
0.3830 0.3204 0.2143
0.0213 - -

Waorani Kichwa Mestiza

0.2553 0.3204 0.0714
- 0.0097 -
0.0638 0.1456 0.0714
0.4043 0.3884 0.5536
0.2766 0.1165 0.1964

- 0.0194 0.1071

Waorani Kichwa Mestiza

- 0.0194 0.1071
0.1915 0.2136 0.1964
0.0851 0.3010 0.1607
0.5957 0.2524 0.3571
0.1277 0.1165 0.1250

- 0.0194 0.0357

- 0.0680 -

= S 0.0179
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En total se hallaron 60 alelos diferentes en los 10 marcadores analizados y de 3 a 10 alelos por
sistema, siendo los marcadores DXS6809 y DXS7132 los que mostraron el mayor nimero de
alelos. Asimismo, la poblacion mestiza fue la que presentdé un mayor nimero de alelos
diferentes.

Todos los marcadores mostraron una distribucidn alélica unimodal, y en 5 de ellos se repitio la
misma moda para las tres poblaciones (DXS8378, DXS6789, DXS6809, GATA172DO05 vy
GATA31EO08). Por otro lado, se pudieron identificar un total de 17 alelos exclusivos (presentes
en una unica poblacién).

La diversidad genética calculada para los 10 marcadores en cada poblacién se recoge en la
Tabla 52. En las tres poblaciones el marcador que presentd una diversidad génica menor fue
DXS8378, obteniéndose valores de 0.2997, 0.3257 y 0.4643 en Waoranis, Kichwas y Mestizos
respectivamente. En cambio, el sistema con mayor diversidad fue distinto en cada grupo,
DXS6789 en Waoranis (0.7058), DXS6809 en Kichwas (0.8049) y DXS7132 en Mestizos (0.7838).

La diversidad media hallada en el conjunto de loci fue superior en Mestizos (0.6691) y Kichwas
(0.6113), que en Waoranis (0.5902). No obstante, estos valores de diversidad fueron inferiores
a otras poblaciones sudamericanas mestizas estudiadas para estos mismos marcadores (con
valores de diversidad > 0.72) (Gusmao et al., 2009). No obstante, se encuentran dentro del
rango observado en poblaciones amerindias como los Colla (0.6355) y Toba (0.5792) (Toscanini
et al., 2009).

Tabla 52. Diversidad genética determinada para cada locus en las 3 poblaciones. En
negrita se indica el valor de diversidad mas elevado en cada poblacion, y subrayado el
valor mas bajo.

DXS6789 0.7058 0.7183 0.6448
DXS6809 0.6799 0.8049 0.7838

DXS7132 0.5976 0.7887 0.7935
DXS7133 0.6198 0.4721 0.4805
DXS7423 0.6272 0.6197 0.7110
DXS8378 0.2997 0.3257 0.4643
DXS9898 0.6818 0.6356 0.7299
DXS9902 0.5587 0.6168 0.6649
GATA172D05 0.5356 0.5610 0.7364
GATA31E08 0.5957 0.5698 0.6818

Distribucion de los haplotipos

Todos los haplotipos de individuos varones fueron Unicos dentro de las poblaciones kichwa y
mestiza. Por lo tanto, la diversidad haplotipica para estos grupos es igual a 1. En el caso de la
poblacién waorani se hallé un haplotipo compartido entre 3 individuos. Asimismo, la
comparacién de los haplotipos entre varones de las 3 poblaciones, permitié identificar un
haplotipo compartido entre un individuo mestizo y otro kichwa.
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3.2. Equilibrio de Hardy- Weinberg

Se calcularon las posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en las

muestras femeninas (Tabla 53).

Tabla 53. Valores P para HWE en las muestras femeninas de las tres poblaciones. En

negrita se indican valores P inferiores a 0.05 pero superiores a 0.005.

0.0197+0.0002
0.8663+0.0003
0.2342+0.0004
0.2353+0.0004
0.1670+0.0004
0.1458+0.0003
0.7724+0.0004
0.0567+0.0002
0.3353+0.0005
| GATA31€08 |

GATA31E08

0.6010+0.0005

0.7942+0.0005
0.0347+0.0002
0.4141+0.0005
1.0000+0.0000
1.0000+0.0000
0.2190+0.0004
0.2347+0.0004
0.7395+0.0004
0.9635+0.0002
0.2137+0.0003

0.7261+0.0004
0.9769+0.0002
0.4881+0.0005
0.1440+0.0003
0.1263+0.0003
1.0000+0.0000
0.6482+0.0005
0.6470+0.0004
0.8011+,0004

0.5864+0.0005

En ninguno de los loci se obtuvieron desviaciones significativas (P <0.05), excepto en los

marcadores DXS6789 (P =0.019

~

de la poblacién waorani, y DXS6809 (P= 0.0347) de la

poblacién kichwa. No obstante, después de aplicar la correccion de Bonferroni para pruebas
multiples (P<0.005), estos valores no resultaron estadisticamente significativos.

3.3. Analisis de desequilibrio de ligamiento

Se ha calculado el desequilibrio de ligamiento entre cada par de loci en las muestras de
varones estudiados. Los resultados para las tres poblaciones se recogen en la siguiente tabla:

Tabla 54. Valores de P de desequilibrio de ligamiento entre pares de loci. En negrita se indican los

valores significativos para una p de 0.0011 (45 comparaciones por poblacion).

Par de STRs

DXS6789-DXS6809
DXS6789-DXS7132

DXS6809-DXS7132
DXS6789-DXS7133
DXS6809-DXS7133
DXS7132-DXS7133
DXS6789-DXS7423
DXS6809-DXS7423
DXS7132-DXS7423
DXS7133-DXS7423

DXS8378
DXS6809-DXS8378
DXS7132-DXS8378
DXS7133-DXS8378
DXS7423-DXS8378

o
x
wn
(<))
N
00
©

0.0000+0.0000
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0.4470+0.0046

| Waorani | Kichwa | _ Mestiza |
0.0028+0.0005 0.0035+0.0004 0.4854+0.0047
0.1628+0.0026 0.0596+0.0019 0.6857+0.0033
0.0092+0.0009 0.1910+0.0027 0.1363+0.0017
0.1136+0.0041 0.4070+0.0037 0.1778+0.0028
0.0010+0.0003 0.7600+0.0037 0.8859+0.0028
0.0392+0.0018 1.0000+0.0000 0.5223+0.0037
0.6256+0.0045 0.4610+0.0056 0.9422+0.0021
0.1543+0.0029 0.1340+0.0027 0.6679+0.0041
0.5460+0.0042 0.6850+0.004 0.7640+0.0023
0.3684+0.0048 0.7820+0.0032 0.2999+0.0033
1.0000+0.0000 0.3900+0.0040 0.6988+0.0030
0.8302+0.0029 0.1230+0.0021 0.2029+0.0034
1.0000+0.0000 0.1360+0.0021 0.8621+0.0026
0.1697+0.0036 0.3270+0.0028 0.6557+0.0042

0.1252+0.0030
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0.0098+0.0009  0.1560+0.0038  0.2709:0.0048
0.0218£0.0014  0.6210£0.0030 0.2424£0.0025
0.469610.0052  0.4330:0.0064  0.9314+0.0019
0.0147:0.0010  0.5550+0.0043  0.1008+0.0028
1.0000£0.0000  0.8230:0.0039  0.6232+0.0061
1.0000£0.0000  0.8440£0.0045  0.0864£0.0026
1.0000£0.0000  0.3330:0.0041  0.0157+0.0010
0.8269+0.0035  0.0294:0.0015  0.6183£0.0036
0.7865:0.0029  0.0203:0.0010  0.0745:0.0018
0.4415$0.0045  0.4650+0.0058  0.1785:0.0032
0.3340£0.0042  0.609:0.0044 0.4688£0.0040
0.2892:0.0043  0.5290:0.004  0.6666+0.0030
0.367130.0048  1.000:0.0000  0.6527+0.0042
0.2850£0.0044 0.9840£0.0001  0.2777£0.0025
0.818410.0034  0.8750£0.0021  0.4333£0.0025
1.0000£0.0000  0.2090£0.0022  0.2743#0.0028
0.3024:0.0041  0.4300£0.0048  0.1900£0.0034
0.2939:0.0058  0.0732:0.0022  0.3689:0.0027
1.0000£0.0000  0.2450£0.00353  0.5759+0.0039
0.1505:0.0029  0.4240£0.0040  0.2438£0.0028
0.8685:0.0029  0.5450£0.0059  0.1091£0.0018
0.1614+0.0033  0.9630:0.0017  0.0394+0.0014
0.1381#0.0033  0.9530£0.0011  0.0121£0.0008
0.3168+0.0033  0.8690+0.0015  0.0586+0.0013
0.0285:0.0014  1.0000:0.0000  0.0869+0.0029
0.0176:0.0013 0.2420£0.0033  0.8377£0.0039
0.1812£#0.0035  0.525:0.0061 0.7191%0.0036
0.4118+0.0036  0.743:0.0035  0.0989:0.0020
0.7380£0.0041  0.0496£0.0025  0.0707£0.0018
0.2688+0.0048  0.0422$0.0013  0.3508+0.0035

En la mayoria de pares de loci analizados se obtuvieron valores de P superiores a 0.05, que
indican la independencia entre estos marcadores. No obstante, se hallaron algunas parejas con
valores P inferiores a 0.05, incluso en determinados casos con valores P por debajo del umbral
tras el ajuste de Bonferroni para comparaciones multiples (P de 0.0011, 45 comparaciones por
poblacién), tal y como se detalla a continuacion.

En la poblacién waorani, 8 de los 45 pares de loci mostraron valores significativos (P< 0.05)
pero no por debajo del umbral fijado tras la correccion de Bonferroni: DXS6789-DXS6809
(P=0.0028), DXS6809-DXS7132 (P=0.0092), DXS7132-DX7133 (P=0.0392), DXS6789-DXS9898
(P=0.0098), DXS6809-DXS9898 (P=0.0218), DXS7133-DXS9898 (P=0.0147), DXS7133-
GATA31EO8 (P=0.0285) y DXS7423-GATA31E08 (P=0.0176). Tan solo las parejas DXS6809-
DXS7132 (P=0.0010) y DXS7423-DXS8378 (P=0) mostraron valores significativos de asociacion
tras la correccién.

En el caso de los individuos kichwa, se observan cinco pares de loci con valores significativos
para P <0.05, DXS6789-DXS6809 (P=0.0035), DXS6809-DXS9902 (P=0.0294), DXS57132-DXS9902
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(P=0.0203), DXS9902-GATA31E08 (P=0.0496) y GATA172D05-GATA31E08 (P=0.0422). No
obstante ninguno de ellos presenta un valor inferior a P<0.0011.

En la poblacién mestiza estudiada Unicamente las parejas DXS6789-DXS9902 (P=0.0157),
DXS6789-GATA31E08 (P=0.0394) y DXS6809-GATA31E08 (P=0.0121) han presentado valores de
P <0.05, pero aun estan lejos del valor de 0.0011 para resultar significativo.

3.4. Parametros de eficiencia forense

Se ha evaluado la eficiencia forense de los 10 X-STRs estudiados mediante el calculo de los
parametros de Poder de Discriminacion en hombres (PD,,) y en mujeres (PDy), y la Probabilidad
de Exclusion de la Paternidad “a priori” para trios de padre-madre-hija (MECT) y para duos sin
presencia de la madre (MECD).

Poder de Discriminacién

Los valores de poder de discriminacion obtenidos en las tres poblaciones fueron los siguientes:

Tabla 55. Poder de discriminacion (PD) de los 10 X-STRs en mujeres y hombres de las tres poblaciones
ecuatorianas. Se indican los valores mas altos (en negrita) y los mas bajos (subrayados) para cada poblacién

PODER DE DISCRIMINACION EN PODER DE DISCRIMINACION EN
MUJERES HOMBRES

m Waorani Kichwa Mestiza Waorani Kichwa Mestiza
0.8456 0.8672 0.8266 0.6908 0.7113 0.6333
0.8273 0.9333 0.9132 0.6655 0.7971 0.7698
0.7830 0.9187 0.9214 0.5849 0.7810 0.7793
0.7769 0.6239 0.6583 0.6067 0.4675 0.4719
0.7790 0.7687 0.8553 0.6139 0.6136 0.6983
0.4756 0.5045 0.6463 0.2933 0.3226 0.4560
0.8202 0.7889 0.8687 0.6673 0.6295 0.7168
0.7117 0.7674 0.8162 0.5469 0.6108 0.6534
0.7372 0.7362 0.8777 0.5242 0.5556 0.7232
0.7544 0.7793 0.8550 0.5831 0.5642 0.6696
0.9999995  0.99999991  0.999999991 0.99986216  0.99995006  0.99998551

El Poder de Discriminacién para todos los microsatélites del cromosoma X fue mayor en
mujeres que en los hombres.

En la poblacién waorani los marcadores con menor y mayor poder de discriminacién, tanto
para hombres como para mujeres, fueron respectivamente DXS8378 y DXS6789. El poder de
discriminacién combinado fue de 0.9999995 para mujeres y 0.9998 para hombres.

En el caso del grupo poblacional kichwa, los sistemas DXS8378 y DXS6809 resultaron ser
respectivamente los marcadores con menor y mayor poder discriminativo para ambos sexos.
En este caso los valores de poder de discriminacion combinado fueron 0.99999991 para
mujeres y 0.99995 para hombres.
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Finalmente, en la poblacién mestiza los sistemas con menor y mayor discriminacion fueron
respectivamente DXS8378 y DXS7132, tanto para hombres como para mujeres. Se calculd un
poder de discriminacidon combinado de 0.999999991 para mujeres y 0.99998 para hombres.

Probabilidad de Exclusién de la Paternidad “a priori”

A continuacion se recogen los resultados obtenidos del calculo de la Probabilidad de exclusién
de la paternidad “a priori” en casos de trio (PE.i,) y duos (PEg..).

Tabla 56. Valores obtenidos para la Probabilidad de exclusién de la paternidad a priori en trios y duos.

Locus Waorani Kichwa Mestiza Waorani Kichwa Mestiza
DXS6789 0.6320 0.6618 0.5944 0.4858 0.5187 0.4457
DXS6809 0.6046 0.7715 0.7360 0.4578 0.6470 0.6036
DXS7132 0.5402 0.7476 0.7494 0.3909 0.6171 0.6192
DXS7133 0.5383 0.3749 0.4090 0.3901 0.2463 0.2723
DXS7423 0.5420 0.5316 0.6446 0.3943 0.3865 0.4995
DXS8378 0.2684 0.2860 0.3982 0.1602 0.1729 0.2626
DXS9902 0.4639 0.5297 0.5897 0.3234 0.3845 0.4424
DXS9898 0.5982 0.5557 0.6657 0.4509 0.4080 0.5227

GATA172D05 0.4878 0.4893 0.6775 0.3405 0.3462 0.5363
GATA31E08 0.5113 0.5335 0.6338 0.3652 0.3841 0.4872

-l
m

. 0.999442 0.999797 0.999945 0.991804 0.996348 0.999728
combinado

En todos los casos el valor de probabilidad de exclusidn en priori fue superior en los casos de
parentesco de trios (padre, madre e hija) que en dulos (padre e hija).

En las tres poblaciones estudiadas, el locus DSX8378 fue el que presentd menor probabilidad
de exclusion, tanto en trios como en casos donde la madre estd ausente. En cuanto a los
marcadores que ofrecieron mayor probabilidad de exclusidon entre los estudiados destacan
DXS6789, DXS6809 y DXS7132 en la poblacién waorani, kichwa y mestiza, respectivamente,
tanto en trios como en duos.

El valor de PE combinado obtenido con el analisis del decaplex en la poblacién waorani fue de
0.99944 en el caso de trios padre-madre-hija, mientras que este valor decrecié a 0.991804 en
casos donde la madre estd ausente. Por su parte, en las poblaciones kichwa y mestiza se
obtuvieron respectivamente valores de 0.99979 y 0.99995 para casos de trios y de 0.99635 y
0.99973 en duos.
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3.5. Comparacion interpoblacional

Comparacion entre poblaciones ecuatorianas

Se realizé la comparacidn de las tres poblaciones ecuatorianas, tanto entre loci individuales
(mediante el test exacto de diferenciacion y andlisis de distancias genéticas basadas en Fst),
como entre el conjunto de marcadores (mediante AMOVA vy andlisis de distancias genéticas
basadas en Fst).

Los resultados obtenidos para los loci individuales con el test exacto de diferenciacion
poblacional y los valores Fst con su P asociada se muestran en la Tabla 57.

Tabla 57. Comparaciones pareadas para cada locus entre las poblaciones
ecuatorianas. Distancias genéticas pareadas Fst (12 linea) y su correspondiente
valor p (22linea), y valores P del test exacto de diferenciacion poblacional (32
linea). *Valores significativos P 0.005

0.0105 0.0343 0.0609
DXS6789 0.1609 0.0431 0.0015*
0.1455 0.0081 0.0001*
0.0440 -0.0045 0.0118
DXS6809 0.0040* 0.5105 0.0999
0.0000* 0.407 0.04435
0.0921 0.0331 0.0139
DXS7132 0.0000* 0.0337 0.0832
0.0034* 0.0309 0.0181
0.2079 0.2219 -0.0034
DXS7133 0.0000* 0.0000* 0.4638
0.0000* 0.0000* 0.2077
0.0021 0.0309 0.0114
DXS7423 0.3268 0.0665 0.1536
0.3528 0.0484 0.0185
0.0237 0.0578 0.0105
DXS8378 0.0957 0.0314 0.1875
0.0100 0.013 0.216
-0.0007 0.0592 0.0139
DXS9902 0.3980 0.0160 0.1392
0.4185 0.0307 0.0685
-0.0014 0.0169 0.0336
DXS9898 0.3976 0.1351 0.0287
0.3031 0.0516 0.0017*
0.0473 0.1017 0.0397
GATA172D05 0.0154 0.0004* 0.0186
0.0004* 0.0005* 0.0027*
0.0725 0.0165 0.0354
GATA31E08 0.001* 0.1291 0.0119
0.0000* 0.0216 0.0001*
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Los resultados obtenidos mostraron una contribucidn heterogénea de los marcadores a la
diferenciacidon genética poblacional. En este sentido, 6 de los 10 loci analizados presentaron
diferencias significativas con ambos métodos: DXS6789, DXS6809, DXS7132, DXS7133,
GATA17D05 y GATA31E08 (P <0.005). El resto de marcadores no mostraron diferenciacion
entre poblaciones.

Cuando se consideraron el conjunto de marcadores, se hallaron distancias genéticas pareadas
significativas (P <0.005) entre los tres grupos étnicos ecuatorianos (Tabla 58). El valor global Fst
calculado por AMOVA para las tres poblaciones juntas corroboré la diferenciacién existente
dentro de la poblacidn ecuatoriana (Fst =0.04077, P=0).

Comparacién con otras poblaciones

Se amplid el andlisis de distancias basadas en Fst incluyendo otras 18 poblaciones de América,
Europa y Africa, analizadas con el mismo set de marcadores. Los resultados se adjuntan en la
Tabla 58.

Como se ha comentado anteriormente, las tres poblaciones ecuatorianas mostraron distancias
basadas en Fst significativas entre si, pero también con el resto de grupos poblacionales
estudiados. Las distancias mas bajas para los grupos ecuatorianos se obtuvieron al comparar
estos grupos entre si. Asi la poblacidn waorani mostré los valores Fst mas pequefios, aunque
significativos, respecto a la poblacion kichwa (Fst=0.0522 P=0) y mestiza (Fst=0.0561 P=0).
Entre la poblacién kichwa y la mestiza los valores fueron incluso menores (Fst=0.0241
P=0.0003).

En relacidn al resto de poblaciones incluidas en el analisis, pudo verse que las poblaciones de
la Peninsula Ibérica mostraban distancias bajas (y no significativas en algunos casos) entre si y
respecto a algunas poblaciones americanas. En cambio la poblacién africana de Uganda
mostré diferencias significativas con todos los grupos poblacionales, aunque presenté las
menores distancias respecto a las poblaciones brasilefias afrodescendientes. Por su parte, los
grupos amerindios Colla y Toba también mostraron distancias significativas respecto al resto
de poblaciones, en algunos casos (y en especial la poblacién Toba) con valores Fst mas grandes
que los presentados por los grupos ecuatorianos.

Respecto a estos grupos, la poblacidon waorani fue el grupo ecuatoriano que mostrdé el mayor
distanciamiento genético en el mayor parte de los casos. En cambio la poblacién mestiza fue la
que presentd distancias menores, tanto respecto a las poblaciones americanas como a las
europeas. También en el caso de la poblacidn africana incluida, los Mestizos mostraron estar
genéticamente mas cercanos que los otros dos grupos ecuatorianos, aunque a una distancia
significativa y superior a la descrita para otros grupos americanos. Estos resultados son
consistentes con el hecho de que esta poblacion presenta una composicién genética con cierta
contribucion europea, amerindia y también africana. De todas las poblaciones incluidas en el
estudio, tanto los Kichwa (Fst=0.0503) como los Mestizos (Fst=0.0186) mostraron los valores
Fst mds pequefios respecto a la poblacidon colombiana de Antioquia, aunque en ambos casos
las diferencias fueron significativas (P= 0). En el caso de los Waorani, el menor valor Fst
respecto a un grupo no ecuatoriano lo presentd en relaciéon a Costa Rica (Fst=0.084 P=0).
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Tabla 58. Distancias genéticas basadas en Fst (por debajo de la diagonal), y sus correspondientes valores de significacion p (por encima de la diagonal) entre poblaciones ecuatorianas y
otras poblaciones.

WAO  KIC MES NPO GAL SAO CAN CPO MGS ERI MIS RNE CRI ANT RIO PAR COR BSA UGA coL TOB
WAO * 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
KIC  0.0522 * 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
MES 0.0561 0.0241 * 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0001 0.0000 0.003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
NPO 0.1098 0.0968 0.0530 * 0.1182 0.0001 0.0000 0.5752 0.0000 0.0115 0.0000 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
GAL 0.1008 0.0886 0.0446 0.0008 * 0.0000 0.0168 0.2273 0.00020 0.0288 0.0003 0.0068 0.0000 0.0041 0.0000 0.0597 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
SAO 0.0957 0.0806 0.0425 0.0034 0.0044 * 0.0000 0.0101 0.4122 0.0064 0.0003 0.0132 0.0000 0.0071 0.00010 0.0004 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
CAN 0.1192 0.1002 0.0485 0.0049 0.0027 0.0087 * 0.0021 0.0000 0.0238 0.0005 0.0003 0.0000 0.0005 0.0000 0.0024 0.00010 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
CPO 0.1084 0.0946 0.0497 -0.0002 0.0006 0.0024 0.0036 * 0.0001 0.0228 0.0000 0.001 0.0000 0.0006 0.0000 0.0212 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
MGS 0.0885 0.0711 0.0344 0.0048 0.0041 0.0001 0.0095 0.0038 * 0.0228 0.0003 0.0891 0.0000 0.0473 0.0000 0.0217 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
ERI  0.1304 0.1056 0.0519 0.0088 0.0076 0.0099 0.0080 0.0081 0.0075 * 0.0009 0.2806 0.0096 0.0083 0.00010 0.0850 0.1819 0.0784 0.00010 0.0000 0.0000
MIS 0.0895 0.0748 0.0290 0.0145 0.0122 0.0104 0.0118 0.0135 0.0100 0.0196 * 0.0083 0.0004 0.0471 0.0000 0.0221 0.0059 0.0233 0.0000 0.0000 0.0000
RNE 0.0854 0.0585 0.0233 0.0111 0.0074 0.0056 0.0127 0.0095 0.0030 0.0025 0.0110 * 0.1039 0.2656 0.0000 0.0452 0.5600 0.1101 0.0000 0.0000 0.0000
CRI  0.0840 0.0592 0.0256 0.0131 0.0089 0.0127 0.0139 0.0118 0.0065 0.0095 0.0098 0.0026 * 0.0781 0.0000 0.0000 0.0011 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
ANT 0.0902 0.0503 0.0186 0.0142 0.0098 0.0081 0.0150 0.0122 0.0050 0.0165 0.0081 0.0024 0.0039 * 0.0000 0.0387 0.1361 0.1286 0.0000 0.0000 0.0000
RIO  0.0962 0.0975 0.0610 0.0109 0.0140 0.0061 0.0201 0.0133 0.0091 0.0181 0.0179 0.0171 0.0230 0.0271 * 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
PAR 0.0972 0.0753 0.0359 0.0036 0.0015 0.0036 0.0039 0.0020 0.0019 0.0048 0.0054 0.0041 0.0056 0.0055 0.0136 * 0.0082 0.0007 0.0000 0.0000 0.0000
COR 0.0962 0.0690 0.0294 0.0093 0.0059 0.0083 0.0062 0.0081 0.0068 0.0031 0.0083 -0.0006 0.0035 0.0033 0.0213 0.0031 * 0.0280 0.0000 0.0000 0.0000
BSA 0.0897 0.0694 0.0268 0.0075 0.0041 0.0065 0.0064 0.0061 0.0044 0.0048 0.0049 0.0026 0.0051 0.0029 0.0194 0.0028 0.0019 * 0.0000 0.0000 0.0000
UGA 0.1485 0.1531 0.1158 0.0397 0.0473 0.0297 0.0569 0.0442 0.0376 0.0568 0.0537 0.0584 0.0633 0.0618 0.0250 0.0471 0.0622 0.0591 * 0.0000 0.0000
COL 0.1597 0.1299 0.0996 0.0721 0.0642 0.0695 0.0701 0.0705 0.0648 0.0906 0.0728 0.0715 0.0590 0.0624 0.0822 0.0600 0.0628 0.0616 0.1142 * 0.0066

TOB 0.1814 0.1254 0.1037 0.1032 0.0993 0.0962 0.0968 0.1034 0.0923 0.1138 0.1037 0.0957 0.0850 0.0853 0.1153 0.0980 0.0850 0.0795 0.1649 0.0590 *

WAO: Waorani (Ecuador); KIC: Kichwa (Ecuador); MES: Mestizo (Ecuador); NPO: Norte de Portugal; GAL: Galicia (Espafia); SAO: Sao Paulo (Brasil); CAN: Cantabria (Espafia); CPO: Centro
Portugal; MGS: Mato Grosso do Sul (Brasil); ERI: Entre Rios (Argentina); MIS: Misiones (Argentina); RNE: Rio Negro (Argentina); CRI: Costa Rica; ANT: Antioquia (Colombia); RIO: Rio de Janeiro
(Brasil); PAR: Parana (Brasil); COR: Cordoba (Argentina); BSA: Buenos Aires (Argentina); UGA: Uganda; COL: Colla (Argentina); TOB: Toba (Argentina).



Resultados

Estos resultados se visualizan graficamente en el arbol Neighbor Joining (Figura 28). En él, se
identifica un grupo formado por las muestras europeas, que se encuentra cercano a la mayor
parte de las muestras americanas. Los grupos amerindios, Colla y Toba, muestran cierto
alejamiento respecto al resto de grupos, como también sucede con las poblaciones
afrodescendientes de Brasil, pero que en este caso se ubican mds o menos cercanas a la
poblacién africana de Uganda. Por lo que respecta a los grupos ecuatorianos, se muestran
diferenciadas respecto al resto de poblaciones, siendo la poblacion mestiza la mas cercana a
éstas, tal y como previamente se ha comentado.

Figura 28. Arbol Neighbor-Joining representando las distancias basadas en Fst entre las poblaciones objeto de
estudio y las recopiladas de la bibliografia.
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DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos se va a proceder a su discusidon, en funcidn del sistema
genético estudiado, desde los puntos de vista antropoldgico y médico-legal.

1. ADN MITOCONDRIAL
1.1. Parametros de diversidad

Se ha valorado la variabilidad del acervo genético mitocondrial de las tres poblaciones
ecuatorianas a través de diferentes indices de diversidad genética. Esto ha permitido observar
diferencias importantes entre los grupos estudiados que se pueden correlacionar con los
distintos eventos histdrico-demograficos ocurridos en estas poblaciones.

De los tres grupos ecuatorianos estudiados, la poblacién waorani, caracterizada por la
presencia de dos Unicos haplotipos mitocondriales, ha mostrado los valores mds bajos de
diversidad nucleotidica y de secuencias para HVSI-HVSII (r,= 0.0061 + 0.0035 y H =0.1754 +
0.0841). En el caso de la otra poblacién amerindia, la Kichwa, ha presentado valores de
diversidad mas elevados (m,=0.0139 + 0.0072 y H=0.7909 + 0.0389), aunque siguen siendo
inferiores a los estimados para la poblacidon mestiza (rm,=0.0177 + 0.0091 y H=0.9733 + 0.0144).
Este gradiente de variabilidad también se ha visto reflejado en el nimero promedio de
diferencias entre pares de nucleétidos. Asi mientras la poblacién waorani ha presentado una
media de 3.86, la kichwa y la mestiza han mostrado valores de 8.61y 11.22 respectivamente.

La mayor diversidad observada en la poblacion mestiza ecuatoriana respecto a las dos
poblaciones amerindias es un patron que generalmente parece repetirse a lo largo del
continente americano (tal y como se recoge en la Tabla 37). En el contexto americano, segun el
analisis independiente de HVSI, los Waorani constituyen el grupo poblacional con la diversidad
de secuencias mas baja descrita hasta ahora (0.1754 + 0.0841). Se trata de un valor muy por
debajo de la diversidad media hallada a lo largo del continente sudamericano (0.9812 +
0.0016), solo parecido a la diversidad descrita para los Achés de Paraguay (0.2038 + 0.0639)
(Schmitt et al., 2004). También en cuanto a diversidad nucleotidica (0.035+0.0025) y nimero
de diferencias pareadas (1.23) los Waorani, junto con los Achés de Paraguay (0.0032 + 0.0024 y
1.08), vuelven a presentar los valores mas bajos del continente americano. Por otra parte, la
poblacién kichwa presenta valores de diversidad para HVSI (r,=0.0142 + 0.0078 y H=0.7832
+0.0372) dentro del rango observado para otras poblaciones amerindias. No obstante, dichos
valores son inferiores a los descritos para otros grupos amerindios ecuatorianos como los
Cayapa (m,=0.0191 + 0.0103 y H=0.9072 + 0.031), Secoya- Siona (m,= 0.015 = 0.0088 y
H=0.8182 + 0.0703) y Cofan (m,=0.0172 + 0.012 y H=0.8333 + 0.2224) (Tamm et al., 2007). En lo
referente a la poblacidon mestiza, ésta muestra una variabilidad para HVSI (r,=0.0216 + 0.0115
y H=0.9686 + 0.0144) concorde a la descrita para otras poblaciones mestizas del continente, y
constituye el grupo de Ecuador con mayor variabilidad.

Para valorar las diferencias entre los grupos étnicos en cuanto a la variabilidad genética
observada, hay que tener en cuenta las caracteristicas particulares de cada uno de ellos. Asi, la
baja variabilidad descrita en la poblacion waorani probablemente refleja el impacto que el
prolongado aislamiento, elevada endogamia y escaso mestizaje, puede haber tenido en el
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acervo genético de este grupo. Estos factores, junto con procesos de deriva genética,
probablemente intensificados por el pequeiio tamano poblacional del grupo, parecen haber
disminuido drasticamente el nimero de haplotipos presentes en la poblacidn. En cambio, el
otro grupo amerindio en estudio, los Kichwa, ha mantenido un acervo moderadamente
diverso, seguramente consecuencia de un mayor flujo génico con otros grupos indigenas,
mayor tamafio poblacional y menor protagonismo de la deriva genética. Por otro lado, la
mayor variabilidad observada en los linajes mitocondriales de la poblacién mestiza estd en
concordancia con la historia de este grupo en el que han confluido individuos de todo el pais, y
gue por lo tanto, ha recibido aportes genéticos de diversos origenes y etnias, incrementando
asi su diversidad genética.

1.2. Potencial del analisis del D-loop completo

Una de las principales limitaciones del ADNmt es su bajo poder de discriminacién cuando se
compara con la elevada discriminacion obtenida a través de marcadores autosémicos. Es por
ello que en los ultimos afios se ha puesto especial interés en el uso de SNPs localizados en la
zona codificante del ADNmt (van Oven et al., 2007) y/o en el estudio de toda la regién control
(o D-loop), con la finalidad de incrementar la capacidad discriminativa del analisis (Parson et
al., 2004).

En este sentido, el estudio de la region control completa del ADNmt permitiria en principio
identificar un mayor ndmero de haplotipos diferentes dentro de una poblacién, ya que
aumenta el nimero potencial de mutaciones que pueden ser detectadas. Varios estudios han
demostrado que mediante el analisis adicional de la regidn HVSIII o del D-loop completo (Bini
et al., 2003; Mabuchi et al., 2007), se pueden discriminar algunos haplotipos que por el estudio
Unicamente de HVSI-HVSII son idénticos. Adicionalmente el estudio de todo el D-loop aporta
informacidon para la interpretacidon filogenética de las secuencias, lo que permite una
clasificacion mas precisa en haplogrupos. Por otro lado, se reduce el riesgo de contaminacion
al trabajar con una Unica reaccidn inicial de PCR y secuenciar con primers internos.

Por todas estas razones, en este trabajo se decidié analizar la region control completa de las
poblaciones kichwa y mestiza, siguiendo las recomendaciones mas recientes respecto a los
estudios poblacionales mediante ADNmt (Carracedo et al., 2010). En el caso de la poblacidon
waorani, el analisis se basd en las regiones HVSI y Il por haberse realizado en un periodo
anterior a la publicacion de estas recomendaciones. Aunque dificilmente el andlisis de todo el
D-loop completo habria aumentado el nimero de haplotipos observados, tal y como ha
sucedido en los andlisis de otras poblaciones aisladas (Cardoso et al., 2010), donde el estudio
de la region control completa no aportd una mayor discriminacion.

En el caso de las dos poblaciones ecuatorianas en las que se analizé todo el D-loop, tan solo en
la poblacién kichwa se ha visto un incremento del poder de discriminacion. Asi, mediante el
analisis de la regidn control completa se ha obtenido un nimero total de haplotipos distintos
(n=13) ligeramente superior al obtenido mediante HVSI-HVSII (n=12). En el caso de la
poblacién mestiza no se observé dicho incremento (n=30).
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No obstante, se debe tener en cuenta que en este estudio se ha considerado la regién HVSII
desde la posicidn 64. Si se hubiera considerado dicha region a partir de la posicién 73 (Parson
et al., 2004), en ambas poblaciones se habrian diferenciado mas haplotipos con el D-loop
completo que con HVSI-HVSII (Kichwa: 13 vs 11; Mestiza: 30 vs 29), pues la regiéon 64-72
contiene mutaciones que aportan una mayor discriminacion.

1.3. Determinacion de haplogrupos

La mayoria de las poblaciones nativas americanas presentan cuatro haplogrupos fundadores,
inicialmente nombrados A, B, C y D (Torroni et al., 1993a) y posteriormente caracterizados
como A2, B2, C1y D1; y cinco linajes menores, C4C, D2a, D3, D4h3 y X2a (Tamm et al., 2007).
No obstante, también es comun observar linajes de origen europeo o africano entre los
individuos americanos fruto de procesos de mestizaje.

En el caso de las tres poblaciones ecuatorianas estudiadas se han observado exclusivamente
linajes de origen nativo americano. El grupo waorani resultd ser un caso especialmente
interesante, ya que en él sélo se encontraron dos haplogrupos distintos (A2: 90.625%y D1 en el
9.375%), sugiriendo un importante efecto fundador. En cambio, tanto en la poblacién kichwa
como en la mestiza estdn representados los cuatro linajes mitocondriales americanos
principales, pero con una frecuencia distinta. En Kichwas se hallan principalmente los
haplogrupos A2 (49.23%) y D1 (40%), mientras que C1 (7.69%) y B4* (3.08%) se presentan en
bajas frecuencias. En cambio en Mestizos A2 (33.3%) y B4* (33.3%) son los haplogrupos
mayoritarios, seguidos por D1 (21.43%) y C1 (9.52%). En este ultimo grupo también se ha
detectado la presencia del linaje menor D4h3a en un 2.38% de los individuos.

Es interesante analizar la ausencia de haplogrupos mitocondriales de origen europeo y
africano en los distintos grupos étnicos ecuatorianos estudiados. En la poblacidon waorani, esta
ausencia se correlaciona con el largo aislamiento geografico y cultural de este grupo, que
habria dificultado la entrada de aporte genético foraneo. En el caso de la poblacién kichwa
también es congruente que no se vean reflejadas posibles contribuciones de linajes europeos
o africanos, ya que a pesar de que en este grupo si que se han dado relaciones interétnicas,
éstas se han producido basicamente con individuos de otros grupos indigenas. En el caso de la
poblacién mestiza, la presencia Unicamente de linajes amerindios resulta muy interesante,
pues debido a la naturaleza mestiza de esta poblacién seria légico esperar la presencia de
linajes maternos caucdsicos o africanos derivados de la colonizacién europea del continente
americano y la subsecuente llegada de esclavos. No obstante, tal y como se ha descrito en
otros grupos mestizos, la contribucién europea se evidencia principalmente en el cromosoma
Y, y en menor grado en el ADN mitocondrial, debido al patrén de asimetria sexual que
caracterizé el mestizaje durante el periodo colonial, tal y como se comentara posteriormente
con mas detalle.

A pesar de los resultados obtenidos, no puede excluirse completamente la presencia de linajes
de origen no amerindio a lo largo de la historia de estos grupos, ya que estos linajes podrian
haber desaparecido debido al efecto de la deriva genética, o bien puede que sus portadoras no
hubieran tenido descendientes o sencillamente que no hayan sido muestreadas. En todo caso,
sigue siendo evidente el elevado componente amerindio en el acervo genético femenino de
estas poblaciones ecuatorianas.

119



Discusion

1.4. Origen de los linajes maternos

Los tres grupos ecuatorianos estudiados presentan haplotipos comunes. Se ha podido
identificar el haplotipo mayoritario HVSI de los Waorani en un individuo mestizo y en varios
individuos kichwa. Cuando el analisis se amplid al haplotipo HVSI-HVSII tan solo el individuo
mestizo mostrd plena coincidencia, pues los Kichwa carecian de la mutacién 64T (y un caso
también la mutacién 189G) presente en el haplotipo waorani. El otro haplotipo hallado entre
los Waorani no mostrd ninguna coincidencia. Asi, los resultados parecen indicar que estos
haplotipos son especificos de la poblacién waorani, y que seguramente estas coincidencias
totales o parciales se deben a que estos individuos son descendientes waorani por parte
materna, aunque ellos se identificaran como pertenecientes a otros grupos étnicos. Por otro
lado, se identificaron un mayor nimero de coincidencias entre individuos kichwas y mestizos
(HVSI: 6, HVSI-II: 4, D-loop: 4), tal y como es esperable por la convivencia de estos dos grupos y
consecuente flujo génico.

Con el propdsito de realizar una aproximacion acerca del origen geografico de los linajes
mitocondriales de los tres grupos ecuatorianos, se han comparado estos haplotipos con los
recopilados de 42 poblaciones del continente americano (usando Unicamente HVSI). Tanto la
poblacién kichwa como la mestiza presentaron varios haplotipos en comun con otros grupos
americanos. En el caso de los Kichwas, estos compartieron un total de 4 haplotipos con otros
grupos: dos resultaron ser especificos de Sudamérica y uno de Mesoamérica. El mayor nimero
de haplotipos en comun (2) se dio con poblaciones cercanas geograficamente (Colombia, Peru
y Panama). Por otro lado, los mestizos presentaron 11 haplotipos en comun con otros grupos,
de los cuales 4 fueron especificos de poblaciones sudamericanas y 2 de mesoamericanas. En lo
referente a poblaciones concretas, compartid un total de 7 haplotipos distintos con la
poblacién colombiana.

Estos resultados resaltan la mayor proximidad de la poblacidon ecuatoriana con grupos del
norte de Sudamérica y Mesoamérica, mas que con el cono sur del continente sudamericano.
Esto estd de acuerdo con las corrientes que apuntan que la regién ecuatoriana podria haber
constituido un punto de convergencia cultural entre pueblos de Mesoamérica y Sudamérica.
En el caso de la poblacién waorani este analisis no ha aportado nuevos datos que ayuden a
esclarecer el origen de este grupo amerindio, ya que no se ha hallado ninguna otra poblacion
no ecuatoriana con sus haplotipos.
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1.5. Analisis interpoblacional

Los tests de diferenciacién poblacional indican la existencia de heterogeneidad genética en
cuanto a linajes maternos entre los grupos ecuatorianos estudiados. También en los analisis de
AMOVA se aprecia que, aunque la mayor parte de la variabilidad se encuentra entre los
individuos de cada poblaciéon (75.8%), existe un porcentaje significativo que se debe a
variabilidad interpoblacional (24.2%) (a la que contribuye fuertemente la inclusion de la
poblacién waorani al analisis). Esta observacién concuerda con el hecho de que la mayoria de
la variacién genética total entre humanos es interindividual (80-90%), y tan solo el 10-20% de
ésta se debe a diferencias entre poblaciones (Shriver et al., 1997).

La comparacion de estas poblaciones con otros grupos de América, mediante la determinacion
de distancias basadas en Fst, ha mostrado diferencias significativas en todas las comparaciones
realizadas con la poblacion waorani, con valores Fst por encima de 0.34. Este grupo se
diferencia claramente del resto, ocupando una posicién marginal en la representacién MDS.
Por otro lado, la poblacién kichwa también ha mostrado diferencias significativas con todos los
grupos estudiados, pero con distancias mas cortas a las observadas para los Waorani. Resulta
interesante destacar el distanciamiento que ha mostrado con grupos lingliisticamente afines,
como los Quechuas de Peru (Sandoval et al 2009) y Bolivia (Gaya-Vidal et al., 2010), con los
gue comparte un bajo numero de haplotipos. Aunque esto podria ser resultado del papel que
la deriva genética puede haber jugado en la composicién del acervo genético de las
poblaciones amerindias (influyendo mas que el flujo génico entre ellas), mas bien parece
indicar que la expansion Quechua fue mas cultural que genética en este grupo estudiado. En el
caso de la poblacidn mestiza se ha determinado la ausencia de diferenciacidn genética con
algunas poblaciones americanas como los Quechua de Peru (Sandoval et al 2009), Salta de
Argentina (Tamm et al., 2007) y Otomi de México (Sandoval et al., 2009). No obstante, estos
resultados no fueron respaldados por el test exacto de diferenciacion poblacional, que mostré
diferenciacidn para dichas comparaciones.
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2. CROMOSOMAY
2.1. Parametros de diversidad y de interés forense

La determinacion de los haplotipos 17 Y-STRs en las poblaciones kichwa y mestiza ha permitido
el estudio de la diversidad genética y de pardmetros de interés forense del cromosoma Y, asi
como comparar los resultados con los descritos para los individuos waoranis en Geppert et al
(2011).

La poblacion mestiza ha presentado una variabilidad genética, en términos de diversidad
haplotipica (0.9947) y nimero de diferencias entre pares de haplotipos (11.68), superior a los
Kichwa (0.9516 y 9.23 respectivamente). Esta mayor diversidad era de esperar debido al origen
mas heterogéneo de los linajes masculinos presentes en la poblacién mestiza.

La variabilidad observada para ambas poblaciones se enmarca dentro del rango descrito para
otras poblaciones mestizas y amerindias del continente americano. Pero en ambos casos estos
valores son bastante superiores a la diversidad observada en la poblacién waorani (Geppert et
al., 2011), que presenta los valores mas bajos observados (0.7077 y 7.14) en las poblaciones
recopiladas.

Por otro lado, el poder de discriminacién y la consecuente eficacia del sistema genético para el
ambito forense también fueron superiores en la poblacion mestiza (0.9286) respecto a la
kichwa (0.6296). Ademds, se ha puesto de relevancia la importancia de usar un elevado
nimero de Y-STRs con la finalidad de aumentar la discriminacion del analisis. Asi en la
poblacién kichwa se ha visto que, a medida que se incrementa el nimero de marcadores Y-
STRs incluidos en el analisis (haplotipo minimo de 9 Y-STRs vs haplotipo de 17 Y-STRs), la
diversidad haplotipica también aumenta. En cambio, en la poblacidn mestiza no se han
observado diferencias, al presentar una diversidad con el haplotipo minimo ya de por si muy
alta.

2.2. Determinacion de haplogrupos

La determinacion de haplogrupos ha permitido asignar un origen geografico a los distintos
linajes presentes en las poblaciones actuales.

En la poblacion amerindia kichwa, el haplogrupo mayoritario fue Q1a3*(62.96%) y mas
concretamente su sublinaje Qla3a*, presente en el 51.85% de los individuos. Este sublinaje,
especifico del continente americano, constituye el haplogrupo mas abundante entre los
nativos americanos (Bisso-Machado et al., 2011; Lell et al., 2002).

También se ha identificado el haplogrupo C3* en 10 individuos kichwas (37.04%), excluyendo
su pertenencia a los subhaplogrupos de C3 descritos (C3a, C3b, C3c, C3d, C3e o C3f). Si
descartamos migraciones recientes que hayan traido este linaje, este hallazgo resulta muy
interesante. Hasta ahora, basicamente se habia hallado la presencia de un linaje derivado de
C3, C3b, en poblaciones del Norte de América (Hammer et al., 2006; Zegura et al., 2004). En
vista de la hipdtesis del poblamiento de América del Sur por la migracién desde Asia a través
de América del Norte, seria de esperar hallar en el sur del continente el mismo linaje C3 o en
todo caso derivados de los identificados en el norte. No obstante, entre los individuos kichwas
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estudiados se ha hallado la presencia del linaje C3*(M217), mas antiguo que C3b. Dicho linaje
tan solo ha sido descrito en otros individuos sudamericanos, mas concretamente en otros 4
ecuatorianos (Geppert et al., 2011) y 2 wayuus de Colombia (Zegura et al., 2004). Estos
hallazgos abren la puerta a posibles especulaciones sobre nuevos modelos de poblamiento.
Aunque una explicacién mas simple de la identificacion de C3* Unicamente en determinadas
poblaciones sudamericanas, seria que este linaje, poco frecuente, hubiese disminuido en
frecuencia hasta perderse en la mayoria de poblaciones, por lo que su muestreo resultaria
dificil. Asimismo es posible que el linaje C3* detectado en estos individuos forme parte de una
rama de C3 no identificada hasta ahora (Zhong et al., 2011), tal y como ha sido propuesto para
otras poblaciones (asidticas) en las que también se han encontrado linajes de C3 no
pertenecientes a los subgrupos hasta ahora descritos (Malyarchuk et al., 2010). Por lo tanto, es
conveniente realizar estudios filogenéticos mds extensos y detallados del haplogrupo C3.

Consecuentemente, todos los individuos kichwas aqui analizados pertenecerian a haplogrupos
fundadores de las poblaciones nativas americanas. Aunque en un estudio previo se estimo la
presencia de un 10% de haplotipos de origen putativo europeo en la poblacidon kichwa
(estimacion a partir de 12 Y-STRs) (Gonzalez-Andrade et al., 2009), en ambos casos es
indudable la escasa influencia europea y africana en esta poblacion amerindia.

Por el contrario, en la poblacién mestiza si que se ha determinado una importante
contribucion de linajes europeos a su acervo genético, a través de la presencia principalmente
del haplogrupo R1b. Este linaje hallado en el 25% de los mestizos, es el haplogrupo mas
abundante entre los habitantes de Europa Occidental, presentdndose en una elevada
frecuencia en la Peninsula Ibérica (~40-60%) (Adams et al., 2008).

En la muestra también se han identificado los linajes J2a (7.14%) y J2b (3.57%). Estos
haplogrupos, de origen mesopotamico, se hallan en poblaciones del este de Europa (Caucaso)
y de la costa del Mediterraneo (centro y sur de ltalia y Grecia; y costa Oriental de Espafia,
<15%) (Lépez Parra, 2008). Otro haplogrupo hallado entre los individuos mestizos es el G
(3.57%). Este linaje se halla principalmente en Europa oriental, aunque también se presenta en
menores porcentajes en paises mediterrdneos, como Espafia (8-10%) (Flores et al., 2004). Por
otro lado, se han encontrado dos sublinajes del haplogrupo africano E, E1lbla (3.57%) y E1blb1l
(7.14%). Mientras el primero es caracteristico de poblaciones africanas subsaharianas, el
segundo se habria expandido alrededor del Mediterrdaneo, desde el noreste africano u Oriente
Medio.

La presencia de estos linajes eurasiaticos y africanos en la poblacidn mestiza seria el resultado
de la introduccion de linajes paternos a raiz de la conquista espafola, por parte de los
europeos colonizadores y de los esclavos africanos. Asimismo, el elevado porcentaje de linajes
paternos europeos en la poblacién mestiza, junto con los resultados descritos para los linajes
mitocondriales (de origen amerindio), esta reflejando la asimetria sexual que se produjo
durante el periodo colonial, con un predominio de enlaces entre mujeres amerindias y varones
europeos. Este patrén asimétrico también ha sido descrito para otras poblaciones mestizas del
continente americano (Bolnick et al., 2006; Nuiez et al., 2010).
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En este sentido, también es importante sefalar que entre los mestizos también se han hallado
linajes del cromosoma Y de origen amerindio, el haplogrupo Qla3* (Q-M346) y su sublinaje
Qla3a*(Q-M3), en un porcentaje elevado de la poblacion mestiza (35.71%). Por lo tanto, en
estos individuos (que también presentan linajes mitocondriales amerindios) no se ve reflejado
el aporte europeo que se presupone a los individuos de este grupo étnico.

En definitiva, a través del estudio del cromosoma Y se ha podido observar la gran
heterogeneidad existente en este grupo étnico, con un 50% de linajes de origen europeo,
39.29% de amerindios y 10.71% de africanos. Estos valores varian con los reportados para el
mismo grupo étnico por Gonzalez-Andrade et al. (2007) (70% europeo, 28% amerindio y 2%
africano), aunque estos fueron calculados con la prediccién de haplogrupos a partir de Y-STRs.
No obstante, en ambos estudios se observa una composicién trihibrida de los linajes del
cromosoma Y, con una mayor predominancia del componente euroasiatico, seguido por el
nativo americano y africano.

En la valoracién de estos resultados debe tenerse siempre en consideracion la posibilidad de
gue migraciones mas recientes hayan contribuido también a la actual composicion genética de
los grupos estudiados.

La busqueda de los haplotipos (minimos) en la base de datos YHRD corrobora los resultados
anteriormente descritos. En el caso de los Kichwa se ha hallado coincidencias entre dos
haplotipos minimos y otras poblaciones mestizas americanas. Pero el resultado mas llamativo
ha sido la coincidencia de un haplotipo minimo kichwa (Hg C3*) con poblaciones eurasiaticas.
No obstante esto puede tener su explicacidn en el origen y consecuentes migraciones de este
haplogrupo. Se cree que el linaje C3 (M217) se origind en el sureste o centro de Asia,
dispersandose posteriormente hacia el norte asiatico y hacia América. La presencia de este
haplogrupo en el este y centro europeo puede deberse a antiguas expansiones que desde
territorio asiatico pudieron haber llevado el marcador M217 a Europa (probablemente durante
las conquistas mongdlicas de Gengis Kan y sus descendientes entre los s. XII-XIll) (ISOGG).

Por otro lado, en el caso de la poblacién mestiza se ha hallado el mayor nimero de
coincidencias con poblaciones caucasicas, seguida de las mestizas, africanas y nativas
americanas, en este orden. EI menor numero de coincidencias con poblaciones nativas
americanas puede deberse a la menor representacion de estos grupos en la base de datos en
cuestion.

2.3. Andlisis interpoblacional

Para determinar la estructura genética de la poblacion ecuatoriana, se han comparado los dos
grupos étnicos objeto de este estudio con otros grupos de Ecuador previamente estudiados.
Mediante el test exacto de diferenciacion y el analisis AMOVA se observa la existencia de
diferenciacidon genética dentro de la poblacidon ecuatoriana. Por lo tanto estamos delante de
una poblacion heterogénea en cuanto al cromosoma Y, tal y como se ha podido observar
también para el ADNmt.
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Por otro lado, se ha querido estudiar las dos poblaciones ecuatorianas en un contexto mas
global, para ello se realizé el analisis de las distancias genéticas a partir de Rst, entre dichos
grupos y otras poblaciones de América, Europa y Africa, y posteriormente se representd
mediante un MDS.

Desde una perspectiva general, este analisis ha permitido identificar varios grupos claramente
diferenciados. Se observa un grupo homogéneo formado por series europeas vy
latinoamericanas que presentan distancias muy bajas entre si, tal y como era de esperar
debido a la importante presencia de linajes europeos en estas poblaciones americanas.
También se han distinguido claramente las poblaciones africanas, asi como las asidticas. En
cambio, las poblaciones nativas americanas han mostrado una mayor heterogeneidad sin
llegar a formar claramente un cldster compacto. Esta heterogeneidad se corresponde a la
importante diferenciacidon genética existente entre estas poblaciones (Salzano, 2002), en la
que la deriva genética tuvo posiblemente un papel destacado.

Centrdndonos en los dos grupos étnicos ecuatorianos objeto de este estudio, observamos el
distinto comportamiento de estas poblaciones. En lo referente a la poblacidn kichwa, resultan
significativas las diferencias halladas entre este grupo amerindio y otros grupos nativos
americanos. Tampoco se ha observado una mayor cercania genética con el grupo
linglisticamente afin de los Quechuas de Bolivia (Gaya-Vidal et al., 2011). La poblacién mas
cercana ha resultado ser la poblacidn mestiza de Ecuador, cuya proximidad geografica facilité
un posible flujo génico entre ambas poblaciones, ya que a pesar de no haber encontrado
haplotipos en comun, si se han observado algunos haplotipos separados por pocos pasos
mutacionales, tal y como puede observarse en el network (Figura 26).

Por otro lado, la poblacidn mestiza de Ecuador se ha situado en el grupo formado por las series
europeas y americanas mestizas. Respecto a las poblaciones europeas ha mostrado distancias
genéticas bajas, por la presencia de un importante componente europeo en esta poblacion, tal
y como se ha visto al analizar los haplogrupos. No obstante, los valores Rst mas bajos, y en
algunos casos no significativos, se han obtenido respecto a otras poblaciones mestizas, como
Bogotd (Diaz Sarmiento, 2010), Yucatan (Rangel-Villalobos et al., 2009) o Guatemala (Martinez-
Gonzélez et al., 2011). Esta proximidad genética entre la poblacion mestiza de Ecuador y otros
grupos mestizos americanos es coherente si se considera que estas poblaciones han vivido
sucesos histérico-demograficos parecidos a raiz de la llegada de los colonos espafioles, que se
veran reflejados en sus acervos genéticos. En relacion a las poblaciones africanas incluidas, la
poblacién mestiza muestra valores que aunque son relativamente elevados, resultan mas
bajos que para otras poblaciones americanas, incluida la Kichwa. Esto se debe a la presencia de
linajes paternos de origen africano en esta poblacion mestiza.
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3. CROMOSOMA X
3.1. Parametros de diversidad

Se ha determinado la variabilidad genética de los tres grupos ecuatorianos a partir del andlisis
de 10 STRs del cromosoma X.

El locus con mayor diversidad genética ha variado en funcién del grupo ecuatoriano estudiado:
DXS6789 en Waoranis, DXS6809 en Kichwas y DXS7132 en Mestizos. En cambio, el locus
DXS8378 ha mostrado la menor variabilidad en las tres poblaciones.

De los tres grupos ecuatorianos, la poblacién mestiza fue la que presentd la diversidad
genética mas alta para el conjunto de marcadores (0.669), por delante de la kichwa (0.611) y
waorani (0.590). En lo referente a la diversidad haplotipica en varones kichwas y mestizos fue
igual a 1 (no se hallaron haplotipos compartidos), mientras que en los individuos waoranis se
hallé un haplotipo compartido por varios varones.

Estas diferencias en cuanto a la diversidad observada entre los tres grupos ecuatorianos para
el cromosoma X, concuerda con lo anteriormente descrito para los otros marcadores
genéticos.

No obstante los valores de diversidad genética obtenidos en estas poblaciones son inferiores a
los descritos para otras poblaciones sudamericanas (mestizas) con el mismo decaplex (Gusmao
et al., 2009), aunque similares en su variabilidad a la observada en otros grupos amerindios
(Toscanini et al., 2009).

3.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

La ley Hardy-Weinberg establece que en una poblacién grande, bajo apareamiento aleatorio,
sin procesos de seleccidon, mutacidn o migracion, las frecuencias alélicas y genotipicas
permanecen constantes generacién tras generacién. Para comprobar el equilibrio Hardy
Weinberg (HWE) dentro de una poblacién se comparan los datos observados y esperados para
dicha muestra. Si la proporcion de genotipos para un locus no estd en HWE podria deberse a
un efecto de la seleccidn en la poblacidén o bien a la existencia de alelos nulos. Este no parece
ser el caso en las tres poblaciones ecuatorianas analizadas ya que no se han hallado evidencias
de una desviacion del HWE tras la aplicacién de la correccién de Bonferroni para tests
multiples.

3.3. Ligamiento entre los loci del cromosoma X estudiados

El estudio de marcadores situados en el mismo cromosoma requiere conocer el posible
ligamiento entre estos loci. Para ello se determina el desequilibrio de ligamiento (LD) que
permite medir la asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas loci.

En este trabajo se han analizado 10 microsatélites del cromosoma X que se encuentran a
distancias superiores a 5 Mb, con excepciéon de DXS6809 y DXS6789, por lo que en principio se
trata de loci independientes. No obstante varios estudios realizados con estos marcadores han
reportado algunos casos de asociacion de alelos, en especial entre la pareja DXS6809-DXS6789
(separados por 0.5Mb) (Pereira et al., 2007; Szibor et al., 2005).
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Pero es importante tener en cuenta que el LD no depende Unicamente de la distancia entre los
loci, sino que también puede estar influido por procesos demograficos que dan lugar a deriva
genética, efectos fundadores, mezclas poblacionales recientes o estratificacién poblacional, tal
y como se ha descrito en Leite et al. (2009) y Martins et al. (2010b). En dichos estudios han
constatado fenédmenos de LD entre marcadores distantes, inclusive entre loci situados a 142
Mb (DXS9895 y DXS7423), en determinadas poblaciones del continente americano.

En este estudio se han obtenido resultados variables en cuanto a la posible presencia de LD.
Asi, en la poblacién waorani se han hallado evidencias de desequilibrio de ligamiento entre los
pares de loci DXS6809-DXS7133 y DXS7423-DXS8378. Los loci de la primera pareja estdn
separados por mds de 14 Mb, mientras que los de la segunda distan mas de 100Mb. La elevada
distancia entre ellos asi como la falta de ligamiento entre otros loci intermedios, podria sefialar
como posibles causantes del LD observado a procesos demograficos (subestructura
poblacional, endogamia, cuellos de botella, etc.) o bien a efectos de muestreo (Gomes et al.,
2007b). En cambio, en las poblaciones kichwa y mestiza no se han hallado evidencias de
ligamiento entre los loci analizados (por debajo del umbral de P 0.011).

Los patrones LD observados en estas poblaciones estan en concordancia con lo reportado en
otros estudios, en los que también se aprecia un mayor LD en grupos amerindios aislados en
comparacién a poblaciones americanas mestizas (Amorim et al., 2009; Leite et al., 2009).

Desde un punto de vista forense, es importante tener en cuenta que cuando los marcadores
son independientes se podrd estimar la frecuencia del haplotipo identificado a partir del
producto de las frecuencias alélicas, pero en casos en los que se halla cierto ligamiento entre
ellos se debera trabajar con los haplotipos. Es por ello que es importante la realizacion de
analisis de segregacidén para comprobar si realmente hay ligamiento entre los loci del decaplex,
tal y como ha propuesto el GHEP-ISFG (GHEP-ISFG, 2010).

3.4. Parametros de eficiencia forense

Para poder determinar si los marcadores analizados son ampliamente informativos y utiles en
la practica forense, se analizd su poder de discriminacién y probabilidad de exclusion a priori.

En concordancia con sus elevados valores de variabilidad genética comentados anteriormente,
los loci DXS6789, DXS6809 y DXS7132 son los que presentan mayor poder de discriminacion
(en hombres y mujeres) y también mayor probabilidad de exclusién (tanto para trios como
para duos) en las poblaciones waorani, kichwa y mestiza, respectivamente. Por otro lado, el
locus con menor poder de discriminacién y menor probabilidad de exclusién ha sido el
DXS8378 en las tres poblaciones analizadas.

En los tres grupos, el poder de discriminacion logrado a partir de los 10 marcadores alcanzé
valores elevados tanto en mujeres y en hombres, en especial en las poblaciones mestiza y
kichwa.

127



Discusion

3.5. Analisis interpoblacional

La comparacion entre las 3 poblaciones ecuatorianas ha evidenciado la existencia de
diferenciacién del cromosoma X entre estos grupos, ratificando los resultados obtenidos para
los otros marcadores genéticos estudiados. En esta diferenciaciéon intergrupal, los procesos de
deriva genética han jugado probablemente un papel clave, especialmente en los grupos
amerindios pequenos, dando lugar a la reduccién de variabilidad dentro de cada grupo y al
aumento de la diferenciacion entre ellos.

Es interesante destacar que los X-STRs estudiados contribuyen de forma heterogénea a dicha
diferenciacién, con algunos marcadores mostrando una elevada diferenciacién entre estas
poblaciones (por ejemplo DXS7133), mientras que otros no muestran diferencias significativas
(por ejemplo DXS7423), tras la correccidon de Bonferroni.

Adicionalmente, se ha realizado la comparacién de las poblaciones ecuatorianas con otras
poblaciones del continente americano, asi como de Europa y Africa, para poder situarlas en un
contexto genético, geografico e histérico mds amplio. Hubiera sido de gran interés incluir en
dichas comparaciones poblaciones del continente asiatico, en particular del centro y extremo
noroccidental de este continente, ya que el sustrato genético de las poblaciones nativas
americanas tendria su origen en Asia (Karafet et al 1999, Bonatto et a/ 1997). Sin embargo, la
ausencia de datos de las distribuciones de frecuencias en las poblaciones asiaticas, no ha
permitido su estudio conjunto con las poblaciones americanas, europeas y africanas.

En la matriz de distancias basadas en Fst y en su representacion en el arbol Neighbor Joining se
observa que la mayoria de poblaciones del continente americano se sitlan genéticamente
cercanas a las poblaciones europeas, y en algunos casos a la poblacién africana incluida,
reflejando el importante componente europeo (y/o africano) que poseen. En lo referente a las
poblaciones ecuatorianas, se pone en evidencia la existencia de una separacién entre estos
grupos y el resto de poblaciones. De los tres grupos ecuatorianos estudiados, la poblacién
mestiza es la que se sitia mds préoxima al grupo europeo-latinoamericano, en especial a la
poblacion colombiana de Antioquia (Gusmao et al., 2009). Esta mayor proximidad del grupo
mestizo es acorde al aporte genético de origen europeo que posee (evidenciado en el
cromosoma Y). No obstante, esta contribucidn no llega a ser tan importante como en el resto
de poblaciones americanas incluidas. En el caso de los Waoranis y los Kichwas, el
distanciamiento se hace aln mas evidente, debido al alto componente genético amerindio que
presentan, sin practicamente aporte europeo o africano, tal y como se ha observado en el
estudio del ADNmt y cromosoma Y.

A la hora de valorar estos datos se debe tener en cuenta que sélo se han podido incluir, por
falta de estudios con estos marcadores genéticos, dos poblaciones con elevado componente
amerindio (Colla y Toba) (Toscanini et al., 2009). Esto puede haber contribuido en parte al
distanciamiento observado entre los grupos ecuatorianos y el resto de grupos del continente
americano, aunque también se debe tener en cuenta que las poblaciones amerindias suelen
caracterizarse por una importante diferenciacién genética respecto a otros grupos. Por otro
lado, también debe considerarse la aportacidn genética de origen africano existente en
determinadas poblaciones americanas, que puede llegar a ser muy importante, tal y como
ocurre en el caso de Rio de Janeiro. Esto contrasta con la baja o nula aportacion africana en las
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comunidades ecuatorianas estudiadas, lo que también podria haber contribuido a este
distanciamiento. En este sentido, seria interesante estudiar grupos afroecuatorianos para
poder observar su disposicién respecto a los grupos africanos y ecuatorianos aqui estudiados.

4. Consideraciones finales

Los resultados obtenidos para los diversos marcadores estudiados muestran la existencia de
una importante heterogeneidad genética entre los grupos étnicos de Ecuador. Este nivel de
estratificacion dentro de la poblacién ecuatoriana pone de manifiesto la necesidad de actuar
con gran exigencia a la hora de realizar los calculos estadisticos sobre los que se basa la
identificacion individual en medicina forense. El uso de bases de datos que no reflejen la
variabilidad real de la poblacién puede llevar a errores de elevada transcendencia judicial y
social. Es por ello que siempre que sea posible se deberdn emplear bases de datos locales que
recojan lo mas fielmente posible la heterogeneidad genética de las poblaciones y de sus
grupos étnicos.

No obstante, también es necesario tener en cuenta que, como se ha podido ver, no siempre la
ancestralidad basada en la autodefinicion de la etnicidad concuerda con la ancestralidad
genética. Asi, individuos que se han autodefinido como mestizos han presentado linajes del
cromosoma Y y mitocondriales de origen amerindio, cuando seria esperable una contribucion
genética europea. Esto puede tener importantes repercusiones a la hora de generar bases de
datos, pues se incluiran dentro de un mismo grupo, individuos con origen étnico distinto. Por
lo tanto, es necesario proceder con cautela a la hora de usar criterios étnicos en las
investigaciones policiales, pues pueden llevar a conclusiones erréneas.

En definitiva, es necesario recordar que a pesar de la aparente homogeneidad que pueden
presentar las poblaciones latinoamericanas desde una perspectiva cultural, linglistica,
toponimica o incluso fenotipica, a nivel genético puede existir una gran diversidad que debe
tenerse en cuenta para la practica forense.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

El estudio de los marcadores genéticos incluidos en este trabajo ha demostrado una
elevada heterogeneidad genética dentro de la poblacién ecuatoriana. Las diferencias
en el acervo genético de los tres grupos étnicos estudiados pueden correlacionarse
con los diferentes sucesos histdricos y demograficos acontecidos en estas poblaciones.

La poblacion waorani se ha caracterizado por su baja diversidad genética,
consecuencia de una historia marcada por un prolongado aislamiento geografico y
cultural, elevada endogamia y escaso mestizaje con otros grupos. Estos factores, junto
con procesos de deriva genética intensificados probablemente por el pequefio tamafio
poblacional del grupo, disminuyeron drasticamente la variabilidad en el acervo
genético de esta poblacién.

El grupo amerindio kichwa presenta una posicidn intermedia de diversidad entre los
grupos ecuatorianos estudiados, y se halla acorde con los valores observados en otras
poblaciones amerindias del continente americano. La presencia de individuos de
distinto origen dentro de este grupo favorecié su variabilidad genética.

La poblacidn mestiza es la poblacién mas diversa y heterogénea de las estudiadas. Su
amplio acervo genético es el reflejo de la compleja historia de este grupo, que se iniciod
araiz de la llegada de los europeos al continente americano.

El estudio del ADNmt ha evidenciado el origen nativo americano de la totalidad de
linajes maternos identificados en los tres grupos ecuatorianos. Por lo tanto, en el
ADNmt no se ve reflejada contribucién alguna de origen caucasico o africano.

La falta de coincidencias entre los linajes mitocondriales observados en los Waorani
con otros grupos americanos no ecuatorianos, sugiere la especificidad de estos
haplotipos propios de la poblacidn waorani. En cambio, los grupos kichwa y mestizo
han mostrado una similitud genética con grupos americanos del norte de Sudaméricay
Mesoamérica.

Mediante el estudio de marcadores del cromosoma Y se ha confirmado la naturaleza
trihibrida de los mestizos, que muestran un 50% de linajes de origen europeo, 39%
nativo americano y 11% africano. En cambio, los grupos amerindios waorani y kichwa
Unicamente han presentado linajes paternos de origen amerindio, evidenciando la
escasa influencia genética dejada por grupos no indigenas en estas poblaciones.

La presencia de linajes maternos exclusivamente amerindios, asi como el importante
porcentaje de linajes paternos de origen europeo en la poblacidn mestiza, refleja el
asimétrico patrén de apareamiento entre hombres europeos y mujeres indigenas que
se dio en esta poblacién durante el periodo colonial.
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9) Los marcadores del cromosoma X han mostrado una clara diferenciacion entre los
grupos ecuatorianos y el resto de poblaciones americanas incluidas, siendo el grupo
ecuatoriano mestizo el que ha mostrado mayor proximidad genética al resto de
poblaciones.

10) Los parametros de interés forense determinados han demostrado una elevada eficacia
de los sistemas genéticos en las poblaciones mestizas y kichwa, siendo mas limitados
en el caso de la poblacion waorani.

11) Dada la fuerte subestructuracion existente en la poblacion ecuatoriana no es
recomendable usar una Unica base de datos genéticos con fines forenses, sino que es
necesario crear bases de datos locales que recojan la gran diversidad genética
existente entre grupos poblacionales y étnicos, para poder realizar la correcta
valoracion estadistica en estudios forenses y de parentesco.
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CONCLUSIONS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

The study of the genetic markers included in this work has evidenced a high genetic
heterogeneity within the Ecuadorian population. The differences detected in the
genetic pool of the three ethnic groups studied can be correlated to the different
historical and demographic events occurred in these populations.

The Waorani population is characterized by low levels of genetic diversity,
consequence of a history that was marked by a prolonged geographic and cultural
isolation, high endogamy and low admixture with other ethnic groups. These factors
together with genetic drift episodes, reinforced by a low effective population, would
have drastically reduced the genetic diversity of this population.

The Kichwa population shows intermediate genetic diversity compared to the other
studied Ecuadorian groups, with values concordant with other Amerindian
populations. The confluence of people of different origins in this group would have
favored its gene pool diversity.

The Mestizo population is the most diverse and heterogeneous Ecuadorian group
studied. Its rich genetic pool reflects the complex history of this group, which started
with the European arrival to the American continent.

All the mitochondrial lineages identified in the Ecuadorian groups are of Native
American origin. Subsequently, no specific European or African contribution was
detected in the maternal gene pool.

The lack of coincidences of mtDNA lineages with non- Ecuadorian groups suggests the
existence of “Waorani-specific” lineages. On the other hand, Kichwa and Mestizo
groups have showed genetic similarity with northern South American and
Mesoamerican populations.

Y chromosome study reveals the trihybrid nature of the Mestizo group, with variable
proportion of Eurasian (50%), Native American (39%) and African (11%) lineages.
Contrarily, the Waorani and Kichwa Amerindian groups have exclusively presented
Native American Y chromosome lineages.

The determination of Native American maternal lineages and a high proportion of
European paternal lineages in the Mestizo population evidenced the asymmetric
pattern of mating that occurred during the colonial period, involving mostly immigrant
men and local native women.

Results based on X-STRs show an important differentiation among the Ecuadorian

groups and the other American population included in the analysis. The Mestizo
population resulted to be the closest Ecuadorian group to the rest of populations.
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10) The calculated forensic parameters point out the high efficiency of the studied genetic
systems in Mestizo and Kichwa populations, although they are more limited in the
Waorani group.

11) Because of the intense population substructure in Ecuador, it is not advisable to use a
single genetic database for forensic purposes. In actual fact, it is necessary to create
local databases that collect the genetic diversity existing among populations and/or
ethnic groups, in order to do the statistical evaluation of the evidence in paternity
testing and forensic casework.
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VII. ANEXOS






ANEXO I. Haplotipos HVSI-HVSII de 32 individuos waoranis.

BAO6 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BAO7 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BAO9 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA16 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA23 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA26 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA29 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA30 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA42 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA43 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
BA54 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TOO02 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO33 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO39 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO40 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO42 | D1 | 16172C 16223T 16325C 16362C 67T 105d 106d 107d 108d 109d 110d 150T 263G 315.1C

TO43 | D1 | 16172C 16223T 16325C 16362C 67T 105d 106d 107d 108d 109d 110d 150T 263G 315.1C

TO45 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO56 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO57 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO58 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO61 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO67 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO68 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO71 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO75 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO81 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO88 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO89 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO91 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO95 | A2 | 16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A 16362C | 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C
TO99 | D1 | 16172C 16223T 16325C 16362C 67T 105d 106d 107d 108d 109d 110d 150T 263G 315.1C
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ANEXO Il. Haplotipos de la regién control completa de 65 individuos kichwas.

ID  |Hap |16024-16519 1-437 438-576
EcO1 |D1f |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
73G 195C 210G 249d 263G 290d 291d 309.1C 489C 493G
Ec02 |Clb | 16086C 16189C 16223T 16298C 16325C 163277 | 1721 -~ eyad Soad
ccos | g | 16051G 16093C 162237 16298C 16325C 16327T |\ ® o oo 489C 523d
16519C 524d
Ecl0 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 16519C | 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
Ecl2 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
te1s |ap | 161117 162237 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 207A 235G 263G 309.1C 309.2C 5734 5944
16362C 315.1C
Ecl4 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec18 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec24 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec25 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec26 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
EC29 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 16519C | 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
Ec30 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec32 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec33 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec34 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
fess | ap | 161117 162237 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 308.1C 5734 5244
16362C 315.1C
16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C
Ec36 1A% 1 16362c 309.2C 315.1C 523d 524d
te37 |ap | 161117 162237 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C 5734 5944
16362C 315.1C
cess | ap | 161117 162237 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 308.1C 5734 5244
16362C 315.1C
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 16293G
B0 |A2 |1 0a0ac 10319A 1o3oc 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G 315.1C | 523d 524d
EcAl |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
16086C 161117 16213A 16223T 16290T 16293G
Ecd3 | A2 | o il e 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G 315.1C | 523d 524d
Ec4d |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec45 |A2p | 16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec46 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
EcA9 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec50 |A2p | 16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec55 |C1 |16172C 16223T 16298C 16325C 16327T ;ig fg4c 249d 263G 290d 291d 309.1C 309.2C 489C
Ec60 | D1f |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec66 | D1f |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec67 |A2p | 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec72 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C
Ec77 1A% 1 16362C 309.2C 315.1C 523d 524d
16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C
E 2 23d 52
78 |A2 1 e36ac 309.2C 315.1C 523d 524d
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ANEXO Il. Continuacion.

Ec79 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16519C 73G 263G 315.1C 489C
Ec80 |DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec85 | B4b* | 16183C 16189C 16217C 16221A 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 499A 574G
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 16293G
Ec86 (A2 | o0, leaioA 1e36ac 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G 315.1C | 523d 524d
Ec87 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 16519C | 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C315.1C | 523d 524d
Ec88 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec89 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec90 |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec9l |A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 16293G
EcO2 |A2 | 020r 1ea10A 1636aC 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G 315.1C | 523d 524d
16111T 16223T 16290T 16293G 16304C 16319A | 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G 309.1C
P 142 |1e362c 309.2C 315.1C >23d 5244
Ec101 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec102 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec103 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 16293G
ECL05 (A2 | 0o ealon 163620 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G 315.1C | 523d 524d
Ec106 | A2p | 16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec108 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec109 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ecl12 | A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec113 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ecl14 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec116 | DIf |16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec117 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec119 | A2p |16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 16362C | 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C | 523d 524d
Ec100 | B4b* | 16051G 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C ggij 523d
Ec121 | DIf | 16142T 162237 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
Ec122 | DIf | 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 16519C | 73G 263G 315.1C 489C
TO93 |C1 | 16172C 16223T 16298C 16325C 16327T ;ig 1284C 24902636 290d 291d 309.1C 309.2C 489C
8A17 | c1g | 16051G 16093C 16223T 16298C 16325C 16327T | o /o oo oo oon ono one o 489C 523d
16519C 524d
BAs1 a2 | 10086CTOTLIT 162134 16223T 162907162936 | 736 146¢ 153G 195C 207A 2106 2356 2636 315.1C | 523d 524d

16304C 16319A 16362C
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ANEXO lll. Haplotipos de la regién control completa de 42 individuos mestizos.

ID Hap 16024-16519 1-437 438-576
16092C 16182C 16183C 16189C 16217C
*
EcO3 |B4b 16241G 16519C 73G 152C 263G 315.1C 499A
16142T 16207G 16223T 16325C 16362C 489C 513A
EcO6 | D1if 16519C 73G 207A 239C 263G 309.1C 315.1C 524.1C 524.2A
161117 16213A 16223T 16290T 16319A
Ec07 | A2 16356C 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
EcO8 |B4b* |16183C16189C 16217C 16266T 16519C 73G 103A 263G 309.1C 315.1C 318C 499A
£c09 | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 315.1C 489C
16519C
161117 16223T 16290T 16293G 16304C 64T 73G 146C 153G 189G 207A 235G 263G
Ecl> | A2 16319A 16362C 309.1C 309.2C 315.1C 523d 524d
16124C 16182C 16183C 16189C 16217C
*
Ecl6 |B4b 16247G 16266T 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 499A
Ec17 | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 309.1C 315.1C 489C
16519C
64T 73G 146C 153G 183G 215G 235G 263G
Ecl9 |A2p 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 309.1C 315.1C 523d 524d
161117 16213A 16223T 16290T 16319A
Ec20 | A2 16356C 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C
Ec21 |A2p 16362C 315.1C 523d 524d
Ec22 |B2h 16183C 16189C 16217C 16468C 16519C 72C73G 263G 309.1C 315.1C 499A
161117 16129A 16213A 16223T 16290T
Ec23 | A2 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
Ec42 | D4h3a 12;22; 162416 16249C 16301T 16342¢ 73G 152C 263G 297G 309.1C 315.1C 489C
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G
Ec53 | A2 16293G 16304C 16319A 16362C 315.1C 523d 524d
489C 493G
Ec54 |Clb 16209C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249d 263G 290d 291d 309.1C 315.1C 523d 5244
Ec56 |B4b* |16183C 16189C 16217C 16266T 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 319C 499A
16142T 16207G 16223T 16325C 16362C 489C 513A
Ec57 | D1if 16519C 73G 207A 239C 263G 309.1C 315.1C 524.1C 524.2A
Ec58 |B4b* |16183C 16189C 16217C 16519C 73G 125C127C 263G 315.1C 499A
16092C 16223T 16274A 16298C 16320T 489C 493G
Ec59 |Cilb 16325C 16327T 16519C 73G 150T 249d 263G 290d 291d 309.1C 315.1C 523d 524d
Ec6l |B4b* |16182C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 207A 263G 309.1C 309.2C 315,1C 499A
Ec64 | B4b* 12;?21 16182€ 16183C 16189C 16217C 73G 199C 263G 309.1C 315.1C 499A
Ec65 | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 315.1C 489C
16519C
16223T 16274A 16298C 16325C 16327T 489C 493G
Ec68 |Clb 16519C 73G 150T 249d 263G 290d 291d 309.1C 315.1C 523d 5244
489C 493G
Ec69 |Clb 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249d 263G 290d 291d 309.1C 315.1C 523d 524d
£c70 | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 315.1C 489C
16519C
16111T 16223T 16290T 16319A 16352C 64T 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C
Ec73 | A2p 16362C 315.1C 523d 524d
16111T 16182C 16183C 16189C 16223T
Ec74 | A2 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
Ec75 |B4b* |16183C16189C 16217C 16437C 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 499A
Ec81 |B4b* |16183C16189C 16217C 16221A 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 499A 574G




ANEXO lll. Continuacion.

16142T 16207G 16223T 16325C 16362C

489C 513A

Ec82 |Dif 16519C 73G 207A 239C 263G 309.1C 315.1C 524.1C 524.2A

Ec83 |B4b* |16183C 16189C 16217C 16221A 16519C 73G 263G 309.1C 315.1C 499A 574G

£93 | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 315.1C 489C
16519C

£coa | D1f 16142T 16223T 16325C 16362C 16456A 73G 263G 315.1C 489C
16519C

Ec95 |B4b* |16183C16189C 16217C 16241G 16519C 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 499A
16111T 16184T 16213A 16223T 16284G

Ec97 | A2 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C 523d 524d
16051G 16183C 16189C 16217C 16360T 499A 523d

*

Ec98 |B4b 16519C 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 524d

16051G 16183C 16189C 16217C 16360T 499A 523d
*

Ec99 |B4db 16519C 73G 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 5244
16086C 16111T 16213A 16223T 16290T 73G 146C 153G 195C 207A 210G 235G 263G

Eclod4 | A2 16293G 16304C 16319A 16362C 315.1C 523d 524d

Ec107 | A2 12;;;2 16134T 16223T 16290T 16315A 64T 73G 143A 146C 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d
16092C 16111T 16223T 16290T 16319A

Ec115 | A2 122222 6 6223T 16250T 16319 64T 73G 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d

Ec118 | A2 161117 16223T 16292T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523d 524d

16519C
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ANEXO IV. Haplotipos 17 Y-STRS de 27 individuos kichwas.

o | DYS| DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | GATA

19 | 3891 | 3891 | 390 | 391 | 392 | 393 | 385 | 438 | 439 | 437 | 448 | 456 | 458 | 635 | H4
Ec02 | 13 | 13 31 | 24 | 10 | 13 | 14 | 1616 | 8 12 | 14 | 20 | 15 | 17 | 23 | 12
Ec04 | 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1224 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec24 | 13 | 13 30 | 25 | 10 | 13 | 13 | 1517 | 11 | 14 | 14 | 19 | 16 | 18 | 23 | 12
Ec25 | 13 | 13 30 | 26 | 10 | 14 | 14 | 1516 | 11 | 12 | 14 | 19 | 16 | 15 | 22 | 12
Ec26 | 13 | 13 30 | 25 | 10 | 13 | 13 | 1517 | 11 | 14 | 14 | 19 | 16 | 18 | 23 | 12
Ec29 | 13 | 13 30 | 23| 10 | 14 | 12 | 1517 | 11 | 13 | 13 | 21 | 15 | 17 | 22 | 11
Ec30 | 13 | 13 30 | 26 | 10 | 14 | 14 | 1516 | 11 | 12 | 14 | 19 | 16 | 15 | 22 | 12
Ec32 | 13 | 13 30 | 25 | 10 | 13 | 13 | 1517 | 11 | 14 | 14 | 19 | 16 | 18 | 23 | 12
Ec4l | 16 | 13 30 | 24 | 10 | 11 | 13 | 12,14 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Eca4 | 13 | 13 29 | 23 | 11 | 14 | 13 | 1414 | 11 | 12 | 14 | 20 | 16 | 15 | 22 | 12
Ec50 | 13 | 13 31 | 22 | 11 | 14 | 13 | 1417 | 11 | 12 | 14 | 19 | 15 | 17 | 22 | 12
Ec60 | 16 | 13 30 | 24 | 10 | 11 | 13 | 1214 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec66 | 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1224 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec67 | 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1214 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec80 | 14 | 13 28 | 24 | 11 | 14 | 13 | 1517 | 11 | 13 | 14 | 20 | 15 | 17 | 22 | 11
Ec85 | 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1224 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 18 | 22 | 11
Ec87 | 13 | 14 | 32 | 24 | 11 | 14 | 13 | 1218 | 11 | 13 | 14 | 20 | 16 | 16 | 22 | 11
Ec88 | 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1224 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec103| 13 | 13 31 | 24 | 10 | 14 | 13 | 1318 | 10 | 13 | 14 | 20 | 16 | 17 | 22 | 10
Ecl05| 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1214 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 18 | 22 | 11
Ecl06| 16 | 13 30 | 24 | 9 11 | 13 | 1214 | 10 | 12 | 14 | 21 | 15 | 19 | 22 | 11
Ec112| 14 | 13 28 | 24 | 11 | 14 | 13 | 1517 | 11 | 13 | 14 | 20 | 15 | 17 | 22 | 11
Ec114| 13 | 13 30 | 23 | 10 | 14 | 12 | 1518 | 11 | 13 | 13 | 21 | 15 | 17 | 22 | 11
Ec116| 16 | 14 | 31 | 24 | 10 | 11 | 13 | 1323 | 10 | 13 | 14 | 20 | 15 | 20 | 21 | 11
Ec119| 13 | 14 | 30 | 24 | 11 | 16 | 13 | 11,18 | 11 | 12 | 14 | 20 | 17 | 16 | 22 | 11
Ec121| 14 | 13 28 | 24 | 11 | 14 | 13 | 1417 | 11 | 13 | 14 | 20 | 15 | 18 | 22 | 11
Ec122| 13 | 12 30 | 25 | 10 | 14 | 13 | 1318 | 11 | 12 | 14 | 20 | 15 | 15 | 22 | 11
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ANEXO V. Haplotipos 17 Y-STRS de 28 individuos mestizos.

DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | DYS | GATA
19 | 3891 | 38911 | 390 | 391 | 392 | 393 | 385 | 438 | 439 | 437 | 448 | 456 | 458 | 635 | H4

Ec03 15 12 29 21 10 11 15 | 13,15 | 10 13 16 23 15 16 | 21 11

Ec07 14 13 29 23 10 11 12 | 14,16 9 12 15 22 15 16 | 21 12

Ecl6 13 13 31 23 10 14 13 | 16,16 | 11 12 14 19 16 15 23 11

Ec17 15 13 30 22 10 13 13 | 11,14 | 12 12 16 19 15 17 | 23 12

Ec19 14 14 30 23 10 14 12 | 16,19 | 10 12 16 19 15 18 | 23 10

Ec21 14 13 29 23 10 11 12 | 14,16 9 12 15 22 15 16 | 21 12

Ec22 13 14 31 24 11 14 13 | 13,15 | 11 11 14 | 20 15 19 | 23 11

Ec23 13 14 30 23 9 11 13 | 13,15 | 10 10 14 | 20 16 17 | 21 12

Ec42 12 13 32 23 10 14 13 | 16,17 | 11 13 13 20 16 18 | 22 12

Ec56 14 14 30 24 11 13 13 | 11,14 | 12 11 14 18 16 19 | 24 11

Ec57 13 13 30 25 11 14 13 | 14,19 | 11 11 14 | 20 15 16 | 22 11

Ec58 14 13 29 24 10 13 13 | 11,16 | 12 11 15 19 15 18 | 25 13

Ec59 16 13 31 21 10 11 15 | 17,17 | 11 12 14 | 21 16 15 22 11

Ec61 14 13 29 23 10 13 13 | 12,14 | 12 11 15 19 17 17 | 23 12

Ec64 13 13 30 24 10 14 13 | 13,22 | 12 13 14 | 21 15 16 | 22 12

Ec65 13 13 31 24 10 14 14 | 16,16 8 12 14 | 20 15 17 | 23 12

Ec68 14 13 29 26 11 14 13 | 11,12 | 12 12 15 19 15 17 | 23 12

Ec69 13 13 29 22 10 15 13 | 14,17 | 11 12 14 19 15 16 | 22 10

Ec70 13 13 30 24 9 11 14 | 17,17 | 10 13 14 | 20 17 17 | 23 12

Ec73 15 13 29 24 10 14 13 | 14,15 9 11 14 19 15 17 | 21 12

Ec82 15 13 29 24 11 13 14 | 11,11 | 12 13 15 19 15 18 | 23 12

Ec94 13 13 30 24 11 14 13 | 13,18 | 10 13 14 | 20 16 17 | 22 10

Ec95 14 13 31 25 10 14 13 | 15,17 | 11 12 14 19 16 16 | 22 12

Ec97 15 12 28 24 10 11 12 | 17,18 9 12 14 18 14 18 | 21 9

Ec98 13 14 30 25 10 13 14 | 14,17 | 11 13 15 19 16 17 | 22 11

Ec104 | 13 13 30 25 11 14 13 | 14,19 | 11 11 14 | 20 15 16 | 22 11

Ec107 | 14 12 28 24 11 13 13 | 11,14 | 12 11 15 19 16 17 | 23 12

Ec115 | 14 13 29 23 10 14 12 | 16,17 | 10 12 16 20 13 16 | 21 10
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ANEXO VI. Haplotipos de Y-SNPs de los individuos kichwas (K) y mestizos (M) pertenecientes al haplogrupo Q.

D BT CcT DE D E C FT KT | PQR Q Qla3 | Qla3a | Qla3al | Qla3a2 | Qla3a3 | Qla3a3 R FINAL HG
M42 | M168 | M145 | M174 | P170 | RPS4Y;;, | M213 | MO | M45 | M242 | M346 | M3 M19 M194 | M199 P292 | M207

K| Ec02 | + + - - - - + + | o+ + + - - - - - - | M346| Qla3*
K| Ec25 | + + - - - - + + | o+ + + - - - - - - | M346| Qla3*
K| Ec30 | + + - - - - + + + + + - - - - - - M346 | Qla3*
K| Ec24 | + + - - - - + + | o+ + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K | Ec26 + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K| Ec29 | + + - - - - + + | + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K | Ec32 + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K| Ec44 | + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K| Ec50 | + + - - - - + + | + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K | Ec80 + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K| Ec87 | + + - - - - + + | + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K | Ec103| + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K |Ecl12| + + - - - - + + | + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K |Ecl14| + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K |Ec119| + + - - - - + + + + -1 + - - - - - M3 | Qla3a*
K|Ec121| + + - - - - + + | o+ + + + - - - - - M3 | Qla3a*
K |Ec122| + + - - - - + + + + -1 + - - - - - M3 | Qla3a*
M| Ecl6 | + + - - - - + + + + + - - - - - - M346 | Qla3*
M| Ec65 | + + - - - - + + + + + - - - - - - | M346 | Qla3*
M| Ec98 | + + - - - - + + + + + - - - - - - | M346 | Qla3*
M| Ec69 + + - - - - + + + + - - - - - - - M242 Q

M| Ec22 | + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
M| Ec57 | + + - - - - + + | 4+ + + + - - - - - M3 | Qla3a*
M| Ec64 | + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
M| Ec94 | + + - - - - + + | + + + + - - - - - M3 | Qla3a*




ANEXO VI. Continuacion

o | BT | CT DE D E C FT_ | KT|PQR| Q |Qla3|Qla3a|Qla3al|Qla3a2|Qla3a3 |Qla3a3| R |\ | ¢
M42 | M168 | M145 | M174 | P170 | RPS4Y,;; | M213 | M9 | M45 | M242 | M346 | M3 M19 | M194 | M199 | P292 |M207
M | Ec95 + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
M | Ec104 | + + - - - - + + + + + + - - - - - M3 | Qla3a*
M| Ec42 | + + - - - - + + + + -1 + - - - - - M3 |Qla3a*
Haplotipos de Y-SNPs de los individuos kichwas (K) pertenecientes al haplogrupo C.
BT | CT DE D E C C3 |[C3a|C3b|C3c|C3c| C3d | C3e |C3f| FT | KT|PQR| Q |Qla3a| R |gnaLlHG
ID | M42 | M168 | M145 | M174 | P170 | RPS4Y;y; | M217 | M93 | P39 | M48 | M86 | M407 | P53.1 | P62 | M213 | M9 | M45 | M242| M3 | M207
K| EcO4 | + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec4l | + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec60 | + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec66 | + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec67 | + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec85 + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K| Ec88 + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K|Ec105| + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K|Ecl06| + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
K|Eclle| + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - M217 | C3*
Haplotipos de Y-SNPs de los individuos mestizos (M) pertenecientes al haplogrupo E.
o | BT | CT DE D E | Ela |E1lbl|Elbla|Elblbl| E2 C FT | KT |PQR| Q |Qla3a| R | | .o
M42 | M168 | M145 | M174 | P170 |[M33 | P2 | M2 | M35 |M75 | RPS4Y;y; | M213 | M9 | M45 | M242 | M3 | M207
M| Ec23 | + + + - + - + - + - - - - - - - - M35 | Elblbl
M| Ec70 | + + + - + - + - + - - - - - - - - M35 | Elblbl
M| Ec59 | + + + - + - + + - - - - - - - - - M2 | Elbla




ANEXO VI. Continuacion

Haplotipos de Y-SNPs de los individuos mestizos (M) pertenecientes al haplogrupo R o KT.

D BT CT DE D E C FT KT N Nlc 0] PQR Q Qla3a R Rlala| Ri1b FINAL HG
M42 | M168 | M145 | M174 | P170 | RPS4Y;,, | M213 | M9 | M231 | TAT | M175 | M45 | M242 | M3 | M207 | M198 | M343
M| Ecl7 + + - - - - + + - - - + - - + - + M343 R1B
M | Ec56 + + - - - - + + - - - + - - + - + M343 R1B
M| Ec58 + + - - - - + + - - - + - - + - + M343 R1B
M| Ec6l + + - - - - + + - - - + - - + - + M343 R1B
M | Ec68 + + - - - - + + - - - + - - + - + mM343 R1B
M | Ec82 + + - - - - + + - - - + - - + - + mM343 R1B
M | Ec107 | + + - - - - + + - - - + - - + - + mM343 R1B
M| Ec19 | + + - - - - + |+ - - - - - - - - - M9 | KT (x PQR, N,0)
M| Ec73 | + + - - - - + |+ - - . . - - - - - M9 | KT (x PQR, N,0)
M| Ec115| + + - - - - + |+ - - - - - - - - - M9 | KT (x PQR, N,0)
Haplotipos de Y-SNPs de los individuos mestizos (M) pertenecientes al haplogrupo G o J.
D BT CcT DE D E C FT G J J1 J2 J2a J12b KT | PQR Q Qla3a R | FINAL | HG
M42 | M168 | M145 | M174 | P170 | RPS4Y;,, | M213 | M201 | P209 | M267 | M172 | M410 | M102 | M9 | M45 | M242 M3 | M207 | M170
M | Ec03 + + - - - - + + - -1 -1 -1 -1 - - - - - - M201| G
M| EcO7 | + + - - - - + - + - + + - - - - - - - | MA410 | j245
M|Ec97 | + + - - - - + - + - + + - - - - - - - | MA410 | j24
M | Ec21 + + - -1 - - + - + - + - + - - -1 - - - M102 | J2b




ANEXO VII. Perfiles 10 X-STRs obtenidos en 32 individuos waoranis.

DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS GATA | GATA

ID 6789 | 6809 | 7132 | 7133 | 7423 | 8378 | 9898 | 9902 |172D05 | 31E08
BAO6 (162133 |35|15|15(10|11|14|14|10|10|14 (14|11 11| 6 |11 |12|12
BA23|(16|21|33|35|14|15(10|11|14|14|10|10|14 (14|11 11| 6 |11 |12|12
BA26 (16|21|33(35|14|14(10|11|14|14|10|10|12|14|11|11| 6 |11 |12 |12
BA29(20|20|32|35|13|15(10|11|14|15|10|10|13|14|12|13 (10|11 |11 12
BA54 (16|21|33|35|15|15(10|11|14|14|10|10|14 (14|11 11|11 |11 |1212
TO02(19|21|33(33|15|16(10|10|15(17(10|10|13|14|12|12|11|11|11|12
TO33(20({20(33(33|15|16|10|10|14|15(10|10|12|13|11|11|11 |11 |11|12
TO40(16|21|35(35|13|15|( 9 |10|15(15(12|12|13|14|12|12|11|11|11|12
TO42 (16|16 (35(35|15|15(9 | 9 |14|15|10|12|13|13|12|12|11|11|12|13
TO57(16|20(32(35|13|15(9 |9 |17(17|10|10|13|13|11|13 (11|11 |11|13
TO58 (20(20(32(33|15|16|10|10|15(17(11|12|14|15|12|12|11|11|11|12
TO61(19|19(33(33|15|16| 9 |10|14|17(10|11|13|13|12|13(10|11|11|13
TO68 20(21(33(34|15|16|10|10|15(15(10|10|12|14|11|12| 6 |11 |12|13
TO91(16|20(32(33|15|15| 9 |10|14|14|10|12|13|14|11|12|10|12|11|12
TO99(20(20(33(33|15|15(10|10|14|{14|10|10|14 (14|11 |11 (11|11 |11|12
BAO7 |21 | x |35 x |13 | x |11| x [14| x |10| x 12| x |11| x |12 | x [12] x
BAO9 |20 | x 32| x |15 x | 9 | x |15 x |10| x {13 | x |11| x |10 | x [12] x
BA16 |21 | x |35 x |13 | x |11| x [14| x |10| x 12| x |11| x |12 | x [12] x
BA30 |21 | x |35 x |14 | x |11| x [14| x |10| x (12| x |11| x |11 | x [12] x
BA42 |21 | x |35 x |13 | x |11| x [14| x |10| x 12| x |11| x |12 | x [12] x
BA43 |21 | x [33| x |15 x |10| x [17| x |10| x [14| x |11| x | 6 | x [11] x
TO39|16| x (33| x (15| x |10| x (14| x |10| x |14 | x [12| x |12 | x |12 x
TO43 |20 | x 32| x (15| x |11 | x (15| x |10| x |12 | x [12| x |11 | x |13 | x
TO45|16| x 33| x (15| x |10| x (15| x |10| x |14 | x [11| x |12 | x |13 | x
TO56 20| x (34| x (16| x |10| x (14| x |10 x |13 | x {11| x |11 | x |11 | x
TO67 20| x (32| x (15| x |11 | x (15| x |10 x |13 | x [11| x |12 | x |12 X
TO71|20| x 32| x (13| x| 9 | x (17| x |10 x |13 | x [13| x |11 | x |11| x
TO75|20| x [33| x (15| x |10| x (14| x |10 x |13 | x [11| x |11 | x |11| x
TO81|21| x 35| x (13| x |11 | x (15| x |10| x |12 | x [12| x |11 | x |12 x
TO88 20| x (34| x [15| x |10| x (17| x |10 x |12 | x {11| x |11 | x |13 | x
TO89 20| x 33| x (15| x |10| x (17| x |12 x |12 | x [12| x |11 | x |11| x
TO95|16| x (33| x (13| x| 9 | x (14| x |10 x |13 | x [11| x |11 | x |12 x
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ANEXO VIII. Perfiles 10 X-STRs obtenidos en 65 individuos kichwas.
D DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS GATA | GATA
6789 | 6809 7132 7133 | 7423 | 8378 | 9898 | 9902 |172D05 | 31E08
EcO1 |16|21(36(37|13| 16 | 9 |10|14|15|10|11|12|13|12|13|10| 11|12 |12
Ec10 |20|21(31|34|15| 16 |9 |11|14|15(10|11|13|14|11|13|10| 11|12 |12
Ec12 |16|21(33|33|14| 14 | 9|9 |15|15(10|10|13|14|11|12| 8 |11|10|11
Ec13 |19|21(32(33|14| 14 | 9 |10|14|14|{10|10|13|13|11|13|11|12|12|13
Ec14 |19|20(32(33|14| 14 | 9|9 |15|17|10|11|12|12|11|12|10|11|10|11
Ec18 |16|16(31(38|12| 17 | 9|9 |14|15|10|12|13|13 (1111|1011 |12 |12
Ec33 |20|20(31|34|13| 14 | 9 |10|14|14|10|10|12|14|11|12|11|11| 9 |12
Ec34 |20|20(33|35|13| 14 | 9 |10|15|15(10|10|13|13(11|12|11|11|10|12
Ec35 |16|20(31|34|14| 15 | 9 |10|14|14|10|10|12|13|12|12|10| 11|12 |12
Ec36 |16|19(34|35|13| 15 | 9|9 |14|15(10|10|13|13|11|12|10| 11|12 |12
Ec37 |16|16(34(34|14| 14 | 9| 9 |15|15(10|10|13|13(12|12|10| 11|12 |12
Ec38 |16|16(34(37|13| 13 |9 |9 |14|15|10|11|12|12|11|11|11|11|12|12
Ec40 |19|20(31|32|15| 15 | 9|9 |14|15(10|10|13|14|11|12|11|11|12|13
Ec43 |18 |20(34|35|13|16.3| 9 |10|15|17(10|11|12|13|11|12|11|11|12|12
Ec45 |16|16(33|37|16| 17 | 9|9 |14|15(10|10|13|14|11|11|11|11|12|12
Ec46 |16|20(32(33|14| 17 | 9|9 |14|14|10|10|12|14|11|11|10| 11|12 |12
Ec49 |20|20(33|35|13| 14 | 9 |10|15|15(10|10|13|13|11|12|11|11|10|12
Ec55 |16|20(33|33|15| 16 | 9 |10|14|17|10|10|13|14|12|12|10| 10|12 |13
Ec72 |20|21(33|34|15|183| 9 |10|14|17(10|11|14|14|11|12| 9 |11| 9 |12
Ec77 |16|22(34|35|13| 15 | 9|9 |14|15(10|11|12|12|11|12| 8 |11|12|12
Ec78 |16|21(36(37|13| 14 |9 |9 |14|15|10|11|12|14|11|12|10| 11|12 |12
Ec79 |16|20(34|36|14|16.3| 9 |10|15|17(10|11|12|14|11|11| 8 |10| 9 |12
Ec86 |16|20(33|34|16| 17 [10|10|14|15(10|11|13|14|13|13|10| 12|12 |13
Ec89 |19|20(31|34|15| 15 | 9|9 |14|15|/10|10|14|14|11|11|11|11|10|12
Ec90 |19|19(33|33|15| 16 | 9|9 |15|17(10|10|13|14 (1112|1211 |11|12|12
Ec91 |16|19(33|34|15| 15 | 9 |10|15|15(10|10|13|14|12|12|10| 11|10 |12
Ec92 |16|20(32(33|15| 17 | 9|9 |14|14|10|10|13|14|11|12|11|11|12|12
Ec96 |20|21(33|35|14| 15 | 9 |10|14|17|10|10|14|14|11|12|10|11| 9 |12
Ec100(20|20|32|33(13| 14 |9 |9 |14|17|10|10|12 (12|12 12|11 |12 |11|12
Ec101|16|16|31|34 (14| 14 | 9 |10|17|17|10|10|13 (13|11 11|10 |11 |12|12
Ec102 (16|16 |31|34 (14| 14 | 9 |10|15|17|10|10|13|13|11|11|10 |11 |12|12
Ec108 {21|22|33|35(14| 15 |10|10|14|14|10|11|12(14|12|13|10|11| 9 |12
Ec109(19|21|31|33 (14| 16 | 9 |10|14|15|10|10(12|14|11|13|11|11| 9 |10
Ec113|(20(21|32|33(14| 15 |10|10(15|15|10|10(12|14|11|13| 6 10| 9 |14
Ec117(20|20|32|35(13| 13 |9 | 9 |14|15|10|10|12(13|12|13| 6 |11 |12|13
BA17 |16 (20({34|35|14| 16 | 9 |10|14|14(11|12|13|14(11|12|10|11|10|12
BA51 |16(19(31|33|15| 17 | 9|9 |14|15/10|10|13|14(11|12|11|11| 9 |10
TO93 |20|20(33|33|15| 16 | 9 |10|14|17(10(10|13|14|12|12|10| 10|12 |13
EcO2 (20| x |33| x |13 | x 9| x |17 x |11 x |13 | x |12 x | 9 | x |11 x
EcO4 (16| x |37| x |15 x 9| x |14 | x [11| x |13 | x |12 x |11 | x | 9 | x
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ANEXO VIII. Continuacién.
D DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS GATA | GATA
6789 | 6809 | 7132 | 7133 | 7423 | 8378 | 9898 | 9902 |172DO05 | 31E08
Ec24 (20| x |33| x |13 | x [10|x |14 | x |11| x |14| x {13 | x |11 | x |12 x
Ec25 [16| x |38 x [12| x | 9 [x[15| x |12| x [13]| x |11| x |10 | x [12] x
Ec26 (20| x |32| x |15 x [10|x |15 x |10| x |14 | x (12| x |11 | x |12 x
Ec29 (20| x |34| x |16 x | 9 |x|14| x |10| x |14 | x {11| x |11 | x |12 x
Ec30 |16 x |33 | x [17| x | 9 [x |14 | x |10| x [13]| x |12 | x |11 | x [12] x
Ec32 (21| x |33| x |14 | x [10|x |14 | x |10| x |14 | x {11 | x |11 | x |12 x
Ec4l [20| x |33 | x [13| x |10 |x |15 x |10| x [13| x |13 | x |11 | x | 9 | x
Ec44 (19| x |35 x |13 | x | 9 |x|15| x |10| x |13 | x {13 x |11 | x | 9 | x
Ec50 [20| x |32 x [14| x | 9 [x[15| x |10| x |12 x |11| x |10 | x [10]| x
Ec60 [20| x |35] x [13| x | 9 [x[15| x |10| x [13]| x |12 | x |11 | x [12] x
Ec66 (19| x |31| x |13 | x | 9 |x|14| x |10| x |13 | x {11| x |11 | x |13 | x
Ec67 (19| x |31| x |15 x | 9 |x|15| x |10| x |14 | x (11| x |11 | x |10 x
Ec80 (20| x |35| x |13 | x [10|x |15 x |10| x |13 | x {13| x |11 | x |10| x
Ec85 (20| x |33| x |16 x [10|x |14 | x |10| x |14 | x {13 | x |12 | x |13 | x
Ec87 (20| x |33| x |13 | x (11 |x |14 | x |11| x |13 | x [11| x |10 | x |12 | x
Ec88 (20| x |33| x |14 | x | 9 |x|15| x |10| x |13 | x {13| x |10| x |10 x
Ecl03 |16 | x (34| x |14| x | 9 [x|14| x [10| x |13 | x |11 | x [11| x |12]| x
Ec105|19| x 35| x |15| x |10|x|17| x [10| x |14| x |12 | x [10| x |12]| x
Ecl06|20| x (33| x |13 | x |10|x|15| x [10| x |12| x |12 | x [11| x |12]| x
Ec112 |19 | x 31| x |15| x | 9 [x|15| x [10| x |14| x |11 | x [11| x |12]| x
Ecl14|21| x |33 x |15| x |10 |x|15| x (11| x |13| x |12 | x [10| x |12]| x
Ecll6|16| x [34| x |14| x |10|x|14| x [10| x |13| x |11 | x [10| x |10]| x
Ec119|16| x |37 x |16| x | 9 [x|14| x [10| x |13| x |11 | x [11| x |12]| x
Ec121|20| x 33| x |15| x | 9 [x|14| x [10| x |13| x |12| x [10| x |12]| x
Ec122 |16 | x |34 | x |14| x |10|x|17| x [10| x |13| x |11 | x [10| x |12]| x

173




ANEXO IX. Perfiles 10 X-STRs obtenidos en 42 individuos mestizos.

D DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS GATA | GATA
6789 6809 7132 7133 | 7423 | 8378 9898 | 9902 |172DO05 | 31E08

ECO6 |20| 20 |32(35| 13 | 15 (9|9 |16|16|10|211|12|14|12|13| 8 |10 |12|14
ECO8 |20 22 |30(31| 13 | 15 | 9 |10|14(15|10|11(8.3|12|12|13| 8 |11 11|12
ECO9 |19 20 |33(35| 13 | 14 |10|10|14(14|10|10(13|13|12(13|10|11|12]|13
EC118 (20| 20 |32(32| 13 | 15 | 9| 9 |15(15|10|11|11|12|12|12| 8 |10 12|13
EC15 20| 20 |33(33| 15 | 15 |10|10|15(15|10|12|13|14|11|12|11|11|11]|12
EC20 |16 20 |33(35| 15 | 15 (9| 9 |15(16|10|11(8.3|12|12|12| 8 |11 11|14
EC53 |22 22 |32(33| 14 | 15 | 9|9 |14(14|10|10|12|13|12|13|10|11|9 |11
EC54 |20| 22 |33(36| 14 (1639 | 9 |15(17|11|11({13|13|10(11| 6 |11 |14 |14
EC74 |20 21 |31(35| 13 | 13 | 9| 9 |15(17|10|10|11|13|11|12| 6 |11 |12]|12
EC75 |20 21 |32(35| 13 |163|9 | 9 |13(15|11|12|12|14|11|12|11|11|13]|15
EC81 |21 21 |31(33| 12 | 14 | 9| 9 |14|14|10|10(8.3|13|12|12|11|11|12]|12
EC83 |20 21 |33(34| 12 | 12 | 9|11|14(15|10|11|13|13|12|12| 8 |11|12]|13
EC93 |20| 20 |35(35| 15 | 16 | 9 |10|14(15|10|10| 14 |14|11|12|10|11|12]|12
EC99 |20 21 |34(35| 14 | 14 | 9 |11|17(17|10|10|12|12|11|13| 9 |10| 9 |12
ECO3 (19| x [33| x| 13 X 9| x |17 x (10| x |13 | x |13 | x | 6 | x [12] x
ECO7 20| x |[31| x | 15 X 9| x |15 x (10| x |14 | x |12 x 10| x | 9 | x
EC16 (20| x [35| x| 13 X 9| x |14 x (10| x |14 | x |11 | x |10 | x [12] x
EC17 20| x |[34| x | 16 x |10 x {15 x |10 x |14 | x [12| x |11 | x |12 x
EC19 (19| x |[33| x| 12 x |10 x {15 x |10 x |13 | x [11| x |10 | x |13 | x
EC21 (20| x |[35| x| 13 X 9| x |16 x (10| x |12 | x |13 | x | 8 | x [12] x
EC22 (20| x [33| x | 14 X 9| x |15 x (10| x |13 | x |11 | x |10 | x [13] x
EC23 (22| x [28| x| 15 X 9| x |14 x (11| x |12 | x |12| x | 6 | x [11] x
EC42 (20| x [35| x| 16 X 9| x |17 x (10| x |14 | x |11 | x |10 | x [12] x
EC56 (20| x [33| x| 12 X 9| x |14 x (10| x |12 | x |11 | x | 8 | x [13] x
EC57 (16| x [33| x| 13 x |10 x [15] x |12 x |13 | x [11| x |10 | x |12 | x
EC58 (21| x [32| x| 16 X 9| x |15 x (10| x |12 | x |12| x | 6 | x [12] x
EC59 (20| x [34| x| 16 X 9| x |17 | x (11| x |13 | x |12 | x |11 | x [12] x
EC61 (20| x |[34| x | 16 X 9| x |17 x (10| x |13 | x |12 x | 6 | x [12] x
EC64 (16| x [32| x| 15 X 9| x |17 x (10| x |13 | x |11 | x |11 | x [12] x
Ec65 16| x |32 x | 15 X 9| x |15 x (10| x |12 | x |13 | x |10 | x [13]| x
EC68 (22| x [33| x| 15 x |10 x (15 x |10 x |12 | x [12| x |10| x |11 | x
EC69 (20| x [33| x| 15 X 9| x |14 | x (12| x |13 | x |11 | x |11 | x [13]| x
EC70 (21| x [35| x |173| x |11 x |15| x (10| x |12 | x |14 | x | 6 | x [11] x
EC73 (20| x |[33| x| 15 X 9| x |14 x (10| x |12 | x |11 | x |10 | x [12] x
EC82 (21| x |[33| x| 12 x [10| x |15| x [10| x |14 | x |13 | x 10| x [14| x
EC94 (20| x |[35| x| 16 x |10 x (15 x |10 x |14 | x [11| x |11 | x |12 | x
ECO5 |20 x |34 x| 14 x |10 x (14| x |11 | x |12 | x [11| x |11 | x |12 x
EC97 20| x |32 x| 15 X 9| x |15 x (10| x |12 | x |12 | x |11 | x [12] x
EC98 (21| x [35| x| 14 X 9| x |17 x (10| x |12 | x |13 | x | 9 | x [12] x
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ANEXO IX. Continuacion

DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS DXS GATA | GATA
6789 6809 7132 7133 | 7423 | 8378 | 9898 | 9902 |172DO05 | 31E08
EC104 |19| x |35| x| 15 10| x |17 x |10 x [14 | x [12| x |10 | x |12]| x
EC107 |21 | x |33| x| 15 11| x (14| x |11 x [83| x [13| x |12 | x |14]| x
EC115|{20| x |33| x | 15 9 | x (17| x |11 | x |12 | x [12| x |10| x |13 x
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