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El Poblamiento Humano de América

A partir del “descubrimiento” del Nuevo Mundo por Colón en 1492, los europeos

ilustrados buscaron una explicación para el origen de sus habitantes en las fuentes históricas

por  excelencia  de  la  época:  las  Sagradas  Escrituras.  Así,  durante  unos  300  años  la

interpretación más favorecida  fue  que  los  nativos  del  Nuevo  Mundo  debían  ser

descendientes de las Diez Tribus Perdidas de Israel, aunque también se postularon ancestros

fenicios,  egipcios,  griegos,  troyanos,  romanos,  etruscos,  tártaros,  irlandeses,  galeses,

vikingos,  vascos,  portugueses  e  incluso  sobrevivientes  del  continente  perdido  de  la

Atlántida, entre otros (Meltzer 1994). Entre mediados y fines del siglo XVIII naturalistas

como el  Conde de Buffon y Blumenbach reconocieron las  similitudes  de,  y  postularon

parentescos entre, los indígenas americanos y grupos mongoloides como tártaros, chinos y

japoneses (Crawford 1998). 

Pero es con el desarrollo de los estudios científicos modernos, realizados a lo largo

de los últimos 120 años, que la cuestión del origen y antigüedad del hombre americano se

ha visto enormemente beneficiada. Sin los aportes de disciplinas como la Arqueología, la

Lingüística,  la  Antropología  Biológica,  la  Geología  y  la  Paleontología,  nuestro

conocimiento sobre la más moderna de las expansiones continentales de nuestra especie no

pasaría de ser de mera especulación.

1.1- La evidencia arqueológica 

Hasta la década iniciada en 1920, y bajo la poderosa influencia de Aleš Hrdlička, el

consenso  entre  los  arqueólogos  y  antropólogos  biólogos  era  que  América  había  sido

ocupada  tardíamente,  y  sólo  por  el  hombre  moderno,  hacia  los  5.000-6.000 años  A.P.

(Antes del Presente). En 1927, una cuidadosa excavación en la localidad de Folsom, (New

Mexico, E.U.A.) condujo al descubrimiento de 19 puntas de proyectil de indudable factura

humana, íntimamente asociadas a los restos de más de 20 individuos de Bison antiquus, una

especie extinta de bisonte. Este hallazgo otorgó a la presencia del hombre en el continente

una profundidad temporal mínima: América ya estaba poblada antes del fin de la última

glaciación, a fines del Pleistoceno superior.
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La primera sugerencia de una vía de poblamiento terrestre desde Asia a través del

actual  Estrecho  de  Bering  fue  propuesta  por  un  geólogo  canadiense  en  1933.  En  un

simposio dedicado a discutir el origen y la antigüedad del hombre en América, W. Johnston

señaló la relación entre los ciclos glaciales, la oscilación del nivel del mar y la aparición y

desaparición de un puente terrestre continuo entre Alaska y el nordeste siberiano (citado en

Dixon 1999:10).

Desde 1927, los hallazgos de grandes puntas de proyectil de edad fini-pleistocénica

se sucedieron a  lo  largo y ancho de todo el  continente,  desde Canadá hasta  Tierra  del

Fuego. Los más antiguos de estos proyectiles fueron inicialmente hallados cerca de Clovis,

otra localidad de New Mexico que, transformada en localidad-tipo, prestó su nombre para

una cultura que por mucho tiempo fue considerada la más temprana del continente.  La

interpretación de que un pueblo cuya economía se basaba en la caza de grandes mamíferos

era distinguible como el primero del continente predominó en el pensamiento arqueológico

durante gran parte del siglo XX, al menos entre los investigadores norteamericanos. Hoy

sabemos  que  todos  los  sitios  Clovis  tienen  una  antigüedad  acotada  entre  los  11.200 y

10.800 años radiocarbónicos A.P., y que existen varios sitios arqueológicos con fechados

indisputables de igual o mayor antigüedad, tanto en Norte como Sud América.

Es en el extremo sur del continente, paradójicamente, donde la evidencia acumulada

permite confirmar la presencia humana por lo menos 1.000 años antes de la aparición de la

cultura Clovis. Sitios como Monte Verde en Chile y Piedra Museo en Argentina (Miotti y

Salemme  2003),  ubicados  unos  16.000  km  al  sur  de  la  supuesta  vía  de  poblamiento

continental,  son  claros  testimonios  que  refutan  el  paradigma  de  Clovis  como  primera

cultura americana. 

Otras localidades, o componentes de localidades arqueológicas, han sido informadas

como  mucho más antiguas  pero  no  son  ampliamente  aceptadas.  Algunas  de  las  mas

conocidas son: 

-Meadowcroft  Rockshelter  (Pennsylvannia,  E.U.A.),  donde  James  Adovasio  y

colaboradores han propuesto presencia humana para los ~19.000 años A.P. (Adovasio y

col. 1998);

- varios sitios del estado de Piauí, en Brasil, donde Niede Guidon y su grupo han

postulado  fechas  de  presencia  humana  de  32.000 y  hasta  48.500 años  A.P.  (Guidon y

Delibrias 1986, Parenti y col. 1996, Watanabe y col. 2003);

- el componente 1 de Monte Verde, con fechados de 33.000 años A.P.
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Finalmente,  la  evidencia  arqueológica  también  permite  descartar  un  temprano

contacto con Oceanía, ya que la expansión del hombre moderno en el Pacífico más allá de

Melanesia comenzó hace aproximadamente unos 3.000 años. El poblamiento humano de

Polinesia, el enorme triángulo que tiene por vértices a Hawaii en el norte, Nueva Zelanda

en el sud-oeste e Isla de Pascua en el sud-este, finalizó hace apenas unos 1.200 años, con la

primera  y  definitiva  ocupación  de  las  últimas  dos  localidades  mencionadas.  Para  ese

entonces América había estado poblada en forma continua por lo menos durante los últimos

10.000 años, desde Alaska hasta la Patagonia. 

1.2- La evidencia bioantropológica

1.2.1- Antropología Dental

El uso de caracteres morfológicos de la corona y raíz dental,  de variación cuasi-

continua y polimórficos  en diferentes  poblaciones  humanas,  es  de larga  tradición  en la

Antropología Biológica (Scott y Turner II 1988). Fue el ya mencionado Hrdlička (1920)

uno de los primeros en proponer un origen asiático para los nativos americanos en base a la

morfología dental, al notar la alta incidencia de incisivos superiores en pala en muestras de

esas poblaciones, contra lo observado en europeos y africanos (Turner II 2002).

Hanihara (1968) propuso la existencia de un “complejo dental  mongoloide”,  una

combinación de caracteres que por presentarse en muy alta o muy baja frecuencia permitía

distinguir las poblaciones de origen mongoloide de las restantes. Turner II profundizó el

trabajo de Hanihara al distinguir dos patrones morfológicos al interior de las poblaciones

mongoloides.  Llamó sundadonte al  patrón hallado en el  sudeste asiático,  y sinodonte al

presente en el nordeste asiático y en todos los nativos americanos. Fue también este autor el

primero en postular la hipótesis de tres migraciones que habrían dado origen, por separado,

a las poblaciones peri-árticas, a los Na-dené del noroeste norteamericano, y a los Indios del

resto del continente, basándose en la existencia de tres sub-patrones dentales temporal y

espacialmente estables en América (Turner II 1984). 

1.2.2- Estudios osteológicos

Numerosos  estudios  basados  en  el  análisis  de  rasgos  craneales  métricos  y  no-

métricos han demostrado la esperable afinidad asiático-americana al comparar muestras de

poblaciones relativamente modernas (por ejemplo Howells 1989, Ishida 1993). 
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Pero  el  estudio  de  varios  de  los  restos  humanos  más  antiguos  disponibles  en

América  ha  llevado  a  algunos  autores  a  postular  la  existencia  de  una  discontinuidad

biológica entre aquellos y las poblaciones presentes en el continente a partir del Holoceno

medio (para una revisión reciente  véase Steele  y Powell  2002). Steele y Powell  (1992)

describieron  una  muestra  de  “Paleoindios”  norteamericanos  craneofacialmente

más parecidos  a  europeos  y  asiáticos  sud-orientales  que  a  poblaciones  nor-asiáticas  o

americanas  modernas.  Estudios  similares  en  individuos  sudamericanos  del  Pleistoceno

final-Holoceno  temprano  permitieron  a  Neves,  Pucciarelli  y  colaboradores  descubrir

mayores afinidades morfológicas de estos restos con otros de origen australiano y africano,

y postular que el poblamiento inicial del continente habría sido realizado por una población

de  morfología  craneal  generalizada  en  la  que  aun  no  se  evidenciaban  los  rasgos

mongoloides  (Neves y Pucciarelli 1989, 1991; Neves y col. 1999; Powell y Neves 1999;

Powell y col. 1999).

1.3- Aportes de la Lingüística Histórica

“We may say, quite literally and safely, that in the state of California alone there are greater and more

numerous linguistic extremes than can be illustrated in all the length and breadth of Europe.”

Sapir y Swadesh 1946 (citado en Campbell 1998)

Tan  temprano  como  en  1786,  Thomas  Jefferson  reflexionó  sobre  el  parecido

existente entre los nativos americanos y los habitantes del este asiático, opinando que estos

probablemente derivaran de aquellos. Esta aseveración se basó en la sola evidencia de la

existencia de una mayor diversidad de lenguas “radicalmente diferentes” (sic) en América

que en Asia (carta  a  Ezra Stiles,  1786,  citado en Campbell  1998:92).  El  conocimiento

lingüístico  ha  avanzado  mucho  desde  los  tiempos  de  Jefferson,  y  en  la  actualidad  se

reconoce  la  existencia  de  unas  1.200  lenguas  en  América.  Sin  embargo,  es  escaso  el

acuerdo entre los especialistas acerca de las relaciones genéticas discernibles entre ellas, sus

vínculos putativos con lenguas del Viejo Mundo, y la antigüedad de su presencia en el

continente.

La lingüística histórica intenta develar el origen y evolución de las lenguas. El fin

último de esta  disciplina es reconstruir  grupos naturales  de lenguas,  grupos que reúnan

lenguas que se parecen entre sí por descender de un ancestro común. El gran problema que

enfrenta la  disciplina,  al  igual  que ocurre en las  Ciencias  Naturales,  es  distinguir  entre
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similitud homóloga (aquella derivada de la existencia de un ancestro común) de la similitud

que puede derivar de mecanismos que generan ruido evolutivo, como los préstamos entre

lenguas distintas, el origen onomatopéyico de algunos vocablos, el azar, etc.  

Para el caso americano dos posiciones enfrentadas dominan el campo. La mayoría

de  los  especialistas  acuerda  en  reconocer  la  existencia  de  unos  150  stocks o  clados

reconstruíbles de la mayor categoría (ver Nichols 1997 y trabajos allí citados), y sostienen

que  es  imposible  establecer  relaciones  genéticas  superiores  para  la  mayoría  de  ellos.

Aproximadamente la mitad de estos clados están formados por una sola lengua, para las que

no se pueden establecer relaciones genéticas conclusivas (Kaufmann y Golla 2000). Joseph

Greenberg y Merrit Ruhlen, por el contrario, defienden que la evidencia disponible permite

reunir  todas  las  lenguas  habladas  en  el  continente  en  tres  grandes  grupos  genéticos

(Greenberg y col. 1986, Ruhlen 1991, Greenberg y Ruhlen 1992):

a)  la  familia  Eskimo-Aleutiana,  con  unas  10  lenguas  restringidas  a  las  Islas

Aleutianas y Commander, el extremo nordeste de Siberia, y las costas periárticas desde el

sudoeste de Alaska hasta Groenlandia, pasando por Canadá;

b) la familia Na-Dené, formada por la reunión de 3 lenguas independientes (Haida,

Tlingit y Eyak) y las 30 de la familia Athabaska. Las tres primeras se hablan o hablaron en

las costas sudeste de Alaska y oeste de Canadá, mientras que la familia Athapaska tiene una

distribución disyunta, cubriendo en forma continua el interior de Alaska y el centro-oeste

de Canadá, y reapareciendo como los aislados geográficos Navajo y Apache en el sudoeste

de E.U.A., y otras en las regiones costeras del norte de California y Oregon;

c)  la  familia  Amerindia,  reunión  de  todas  las  demás  lenguas  habladas  en  el

continente,  desde el norte de Canadá hasta Tierra del Fuego.

Las familias Eskimo-Aleutiana y Na-dené han sido ampliamente aceptadas como

grupos naturales desde la propuesta inicial de Sapir en las primeras décadas del siglo XX,

pero es en la existencia de una única familia Amerindia donde Greenberg recibe numerosos

cuestionamientos de sus colegas. Quizá por su mayor simplicidad, es ésta la clasificación

que más frecuentemente se ha usado en estudios de Antropología Molecular (por ejemplo

Torroni y col. 1993, Cavalli-Sforza y col. 1994).

Las explicaciones acerca del origen de la enorme diversidad lingüística americana

también han sido dispares. La distribución de los aproximadamente 250 stocks reconocidos

en todo el mundo es muy irregular, ya que amplias regiones como el continente africano o

Eurasia  boreal  (Eurasia  sin  el  sur  y  sudeste  asiático)  albergan  14  y  15  stocks,
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respectivamente,  mientras que en América,  el  último de los continentes  en ser poblado,

habría  unos  150  (Nichols  1990).  Mientras  que  Greenberg  y  col.  (1986)  proponen  tres

migraciones relativamente recientes (en los últimos 12.000 años) que originaron cada una

de sus familias,  Nichols (1990) postula que la enorme variedad acumulada en el  grupo

Amerindio  sensu  Greenberg sería consecuencia  de múltiples  migraciones  de lenguas  ya

diferenciadas, y con una antigüedad de hasta 35.000 años en el continente. Sin discutir la

pertinencia  de  la  división  tripartita  de  Greenberg,  Nettle  (1999)  utiliza  la  misma

información que Nichols (1990) para reconciliar la diversidad presente en América con una

muy reciente colonización.

1.4- Contribuciones de la Antropología Molecular 

El  empleo  de marcadores  moleculares  para  estudiar  el  origen  y evolución de la

diversidad biológica de nuestra especie distingue a la Antropología Molecular como una

sub-disciplina dentro de la Antropología Biológica. Se entiende por marcador molecular a

toda molécula, o fracción de molécula, que es polimórfica dentro de una población, especie,

o taxón de  categoría  superior.  En Genética  de Poblaciones  se  acepta  que un marcador

molecular  es  polimórfico  cuando  presenta  al  menos  dos  formas  distinguibles,  llamadas

alelos, y cuando el menos común de ellos tiene una frecuencia igual o mayor al 1 % en una

población dada. Alelos con frecuencias menores son llamados “familiares” o “privados”. 

De los Grupos Sanguíneos al Genoma Humano

En el  desarrollo  histórico  de  la  disciplina  podemos  reconocer  cuatro  etapas,  no

necesariamente  cronológicas,  distinguibles  en parte  por  el  tipo  de moléculas  analizadas

pero especialmente por las técnicas de detección empleadas.

En  la  más  temprana  las  técnicas  fueron  inmunológicas,  basadas  en  la  reacción

antígeno–anticuerpo, y las moléculas puestas en evidencia fueron proteínas, glicoproteínas,

o grupos carbohidratos asociados a glicoproteínas o glicolípidos, de circulación libre en la

sangre o bien asociadas a membrana en distintos tipos celulares. Los sistemas polimórficos

descubiertos  y analizados mediante  estas técnicas  son los grupos sanguíneos (como los

sistemas AB0 y RH), las inmunoglobulinas (como los sistemas GM y KM), y el sistema de

antígenos leucocitarios. 

La segunda etapa se definió a partir del desarrollo de la electroforesis, una técnica

que permite la separación de moléculas por su migración diferencial en un campo eléctrico.
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Su aplicación permitió descubrir que la anemia falciforme se debía a la presencia de la

hemoglobina S, una variedad alélica de la normal (Pauling y col. 1949), y pronto su uso se

extendió  al  estudio  de  otras  proteínas  presentes  ya  en  el  citoplasma  de  algunos  tipos

celulares (como las enzimas eritrocitarias), ya en el plasma sanguíneo (como la albúmina). 

Las  siguientes  dos  etapas  son  subsidiarias  tanto  del  descubrimiento  de  que  los

ácidos  nucleicos  son  el  material  hereditario  universal  (Avery  y  col.  1944)  cuanto  del

conocimiento  de  la  organización  molecular  del  ADN (Watson  y  Crick  1953).  Aunque

ambos hallazgos se hicieron al promediar el siglo XX, no fue sino hasta los 1970s que

comenzó la tercera etapa, cuando la variabilidad poblacional de secuencias nucleotídicas

pudo ser puesta en evidencia gracias a una técnica conocida por el acrónimo  RFLP (del

inglés  Restriction  Fragments  Length  Polymorphism).  El  análisis  de  los  PLFRs

(Polimorfismos de  Longitud de  Fragmentos  de  Restricción)  se basa en la digestión del

ADN  mediante  las  llamadas  endonucleasas  de  restricción,  y  en  la  resolución  de  los

fragmentos resultantes según su tamaño mediante electroforesis. Estas enzimas de origen

bacteriano  son  capaces  de  cortar  una  doble  hélice  de  ADN  dentro  o  cerca  de  una

determinada  secuencia  de  4-8  pares  de  bases.  La  presencia  o  ausencia  de  sitios  de

reconocimiento para una enzima en cierto locus determina el tamaño de los fragmentos en

que resultará digerido el ADN.

La última de las etapas representa un salto cualitativo y cuantitativo respecto de la

anterior, consecuencia del desarrollo de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR por

su acrónimo en inglés) a partir de 1986. Este método permite la síntesis in vitro de millones

de copias de una secuencia específica de ADN (Mullis y col. 1986), que puede luego ser

analizada mediante electroforesis, digestión enzimática, secuenciación, etc. La RCP facilitó

la  obtención  de  secuencias  polimórficas  de  ADN  a  partir  de  cualquier  tipo  de  tejido

obtenido en poblaciones contemporáneas, y abrió el camino de la comparación diacrónica

de información molecular de alta calidad, al permitir la replicación de material genético

preservado en restos arqueológicos y paleontológicos. Baste a modo de ejemplo citar que

disponemos al momento de secuencias mitocondriales de cuatro individuos atribuibles a

Homo  sapiens  neanderthalensis  (Krings  y  col.  2000).  Finalmente,  la  RCP y  otros

desarrollos  en  Biología  Molecular  y  análisis  de  datos  a  gran  escala  permitieron  la

secuenciación  completa  de  numerosos  genomas  procariotas  y  eucariotas,  incluyendo  el

humano (Lander y col. 2001). 
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Marcadores moleculares “clásicos”

Se denominan marcadores “clásicos” o bioquímicos a todos aquellos que se detectan

como fenotipos, por oposición a los marcadores basados en polimorfismos de ADN.  Los

primeros estudios de polimorfismos “clásicos” se iniciaron en 1901, cuando el inmunólogo

austriaco  Karl  Landsteiner  publicó el  descubrimiento  del  sistema de grupos sanguíneos

AB0, proveyendo la primera evidencia de la existencia de variabilidad molecular al interior

de  una  especie  (Landsteiner,  1901).  Aunque  en  aquel  tiempo  se  creía  que  esas

especificidades  detectadas inmunológicamente podían ser consecuencia de la historia de

enfermedades previas del portador, en 1910 von Dungern y Hirschfeld demostraron que las

variantes  observadas  se  heredaban  en  forma  mendeliana  (Owen  2000).  El  nacimiento

formal de lo que podríamos llamar Genética Molecular de Poblaciones aconteció en 1919,

cuando Hirschfeld y Hirschfeld describieron la variación hallada en las frecuencias para los

alelos A y B del sistema AB0 entre las diferentes nacionalidades que combatieron en la

Primera Guerra Mundial.  

Sucesivas investigaciones a lo largo del siglo XX, promovidas por la importancia

médica de los grupos sanguíneos, llevaron al descubrimiento de nuevos sistemas, como el

MNS en 1927, el RH en 1940 y el Diego en 1954, entre otros (Cruse y Lewis 2001). En la

actualidad se reconocen unos 25 sistemas de grupos sanguíneos, entre los cuales el sistema

MNS está determinado por tres genes, el RH por dos y la mayoría de los demás por un

único gen (Daniels 2001).

De especial  interés  para  el  estudio  de  los  nativos  americanos  resultó  el  sistema

Diego.  En  1954,  Levine  y  colaboradores  describieron,  en  una  pareja  venezolana,  la

presencia  de  un  sistema  antígeno-anticuerpo  causante  de  la  enfermedad  hemolítica  del

recién nacido, distinto de los sistemas AB0 y RH. Como el antígeno presente en el suero de

la  señora  aglutinó  los  hematíes  de  su  marido  pero  no  los  de  unos  200  individuos

“caucasoides”  norteamericanos,  los  investigadores  concluyeron  que  el  factor  sanguíneo

debía ser un polimorfismo de baja incidencia, privado de la familia (Levine y col. 1954).

Correspondió a Layrisse y Arends demostrar que ese antígeno tenía una amplia distribución

poblacional en la población mestiza e indígena venezolana (Layrisse y Arends 1956). El

antígeno  fue  llamado  Diego  (Di*A),  en  homenaje  al  segundo  hijo  de  aquella  familia

venezolana en que se descubriera, fallecido como consecuencia de eritroblastocis fetal. Este

fue el primer grupo sanguíneo en mostrar la existencia de alelos con distribución étnica

restringida, ya que DI*A sólo está presente en poblaciones mongoloides del Nuevo y Viejo

Mundo (para una exhaustiva revisión reciente ver Layrisse y Wilbert 1999).
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Marcadores “clásicos” en América

A la fecha se han publicado numerosos estudios utilizando marcadores clásicos en

poblaciones  americanas.  Salzano  y  Callegari-Jacques  (1988),  en  una  revisión  para

poblaciones sudamericanas, compilaron información sobre 72 sistemas genéticos presentes

en 259 trabajos publicados hasta 1983. El más antiguo trabajo conocido por estos autores es

aquel en que Salvador Mazza informa los grupos sanguíneos presentes en indígenas del

noroeste argentino (Mazza y Francke 1927). Revisiones similares para América del Norte

pueden encontrase en Szathmary (1984, 1993). 

El examen de marcadores clásicos ha revelado la existencia de una jerarquía en la

distribución de alelos. Existen alelos privados de una tribu o grupo de etnias relacionadas o

vecinas, como el alelo TF*D-GUA de la transferrina y el ACP*GUA de la fosfatasa ácida

1, dos de varias formas restringidas a poblaciones de lengua chibcha de Centro América

(Thompson  y  Neel  1996).  Algunos  sistemas  genéticos  muestran  alelos  de  amplia

distribución dentro de un subcontinente, como las formas Al*Naskapi y Al*Mexico de la

albúmina en Norte América (Smith y col. 2000), mientras que otros tienen una distribución

pan-americana,  como el  alelo  TF*C4 de  la  transferrina  (Kamboh  y Ferrell  1987).  Hay

marcadores compartidos por poblaciones mongoloides del Viejo y Nuevo Mundo, como el

ya mencionado DI*A, y otros que permiten inferir introgresión reciente de origen europeo o

africano  en  las  poblaciones  nativas,  como  Hb*S  para  hemoglobina  y  RH*cDe para  el

sistema RH.

El más extensivo y reciente de los análisis de marcadores clásicos es el realizado por

Cavalli-Sforza y col. (1994), quienes analizaron 49 marcadores en poblaciones de todo el

mundo. En el apartado dedicado a nativos americanos utilizaron la información disponible

para 124 poblaciones del continente, reunidas en 23 grupos en base a criterios lingüísticos.

El análisis de distancia genética entre poblaciones confirmó el acuerdo entre lingüística,

caracteres  dentales  y  genéticos  propuesta  en  la  división  tripartita  de  Greenberg  y  col.

(1986). Otra conclusión relevante de este estudio fue el reconocimiento de la deriva génica

al azar como uno de los mecanismos evolutivos más importantes que habrían afectado la

diferenciación genética de los nativos americanos. En efecto, en ningún otro continente se

observan  tan  drásticas  variaciones  de  frecuencias  alélicas  entre  poblaciones  como  en

América.
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Marcadores de ADN

Los  notables  desarrollos  de  la  Biología  Molecular  en  los  últimos  15  años  han

redundado  en  un  mejor  conocimiento  de  la  organización  de  los  genomas  eucariotas,

consecuencia  del  cual  disponemos  en  la  actualidad  de  muchas  clases  distintas  de

marcadores polimórficos de ADN. Entre los más utilizados se destacan:

a) las mutaciones de punto en regiones codificantes o no codificantes del genoma,

conocidas como SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphisms);

b)  las  inserciones  o  deleciones  de  cierta  cantidad  de  pares  de  bases,  también

llamadas indels;

c)  las  secuencias  repetidas  en  tándem,  en  las  que un monómero  se presenta  un

número variable de veces. Conocidos como  VNTRs en la literatura (del inglés  Variable

Number  of  Tandem  Repeats),  se  los  distingue  usualmente  como  microsatélites  y

minisatélites,  según  el  tamaño  del  repetido  oscile  entre  1-6  o  15-100  pares  de  bases,

respectivamente;

d)  los elementos  transponibles,  secuencias  de tamaño variable  que se replican  e

intercalan al azar en el genoma.

Todos los tipos de marcadores mencionados arriba han sido utilizados en estudios

de poblaciones humanas, y aplicados a diferentes regiones o locus de interés. Pero hay dos

fracciones del genoma humano que han recibido especial atención, por la alta calidad de la

información  que  pueden  otorgar:  el  ADN  mitocondrial  y  la  región  Y-específica  de

cromosoma Y. Ambas son regiones de ligamiento completo, que se transmiten en bloque de

una generación a la siguiente. En ausencia de recombinación, las mutaciones se acumulan

en forma secuencial  y de esta forma el estudio apropiado de estas regiones particulares

tiene el potencial de revelar la información históricamente acumulada en la secuencia. Al

tener  un  número  efectivo  menor  que  las  secuencias  y  marcadores  ubicados  en  los

autosomas y el cromosma X, son más sensibles a cambios producidos por deriva al azar, y

por lo tanto buenas herramientas para distinguir poblaciones estrechamente emparentadas.

Cada  uno  de  estos  sistemas  muestra  un  patrón  de  herencia  sexo-específico,  ya  que  el

ADNmt es transmitido por las mujeres mientras que sólo los varones heredan la región Y-

específica de sus progenitores masculinos.

Otras  características  distinguen  al  ADNmt:  posee  una  mayor  tasa  mutacional

relativa  que  secuencias  comparables  del  genoma  nuclear  y,  por  estar  presente  en  gran
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número de copias por célula,  suele  ser el  único material  genético recuperable en restos

arqueológicos.

Finalmente,  la  existencia  de  una  marcada  estructura  geográfica  para  los  linajes

mitocondriales  y  del  cromosoma Y en  las  diferentes  poblaciones  continentales  permite

cuantificar el grado, origen étnico/geográfico y sesgo por sexo en casos de introgresión o

hibridación de poblaciones.
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Historia Natural del ADN mitocondrial

2.1- Introducción 

Las  mitocondrias  son  organoides  de  localización  citoplasmática  presentes  en  la

mayoría de las células eucariotas, cuya principal función consiste en generar energía bajo la

forma de ATP mediante la fosforilación oxidativa. 

Las  primeras  referencias  acerca  de  estructuras  intracelulares  que  probablemente

representaran mitocondrias datan de observaciones citológicas realizadas a mediados del

siglo XIX (Ernster y Schatz 1981). Correspondió a Altmann (1890) desarrollar una técnica

de tinción más o menos específica para estos corpúsculos, basada en el empleo de fucsina

ácida,  así como determinar su presencia universal en diferentes tipos celulares.  Propuso

llamarlos “bioblastos”, y sugirió que eran formas elementales de vida que existían en todos

los tipos celulares  y que,  como las bacterias a las que se parecían,  eran probablemente

capaces de tener vida independiente. 

Benda, en 1897, acuñó el nombre por el cual las mitocondrias son conocidas en la

actualidad.  Compuesto  a  partir  de  los  términos  griegos  mitos  (filamento)  y  chondros

(gránulo), el término hace referencia al aspecto ya de gránulos, ya de filamentos, con que

estas estructuras eran percibidas al microscopio óptico en diferentes preparados celulares.

Michaelis (1900) demostró que las mitocondrias se teñían selectivamente in vivo con el

colorante  verde  Jano  B,  indicador  de  óxido-reducción,  mientras  que  Kingsbury  (1912)

sugirió que en ellas se producían las reacciones de oxidación. La asociación específica de la

actividad respiratoria con las mitocondrias correspondió a Hogeboom y colaboradores, en

1948,  quienes  demostraron  la  coexistencia  de  actividad  succinato-oxidasa,  citocromo-

oxidasa  y  partículas  filiformes  que  se  teñían  con  verde  Jano  B  en  una  fracción  de

homogenato celular. 

En  1949,  Kennedy  y  Lehninger  demostraron  que  la  fracción  mitocondrial  del

homogenato  de  hígado  de  rata  era  la  única  en  la  que  se  producía  la  oxidación  de  los

metabolitos  del  ciclo  del  ácido  cítrico,  la  oxidación  de  los  ácidos  grasos,  y  la  síntesis

simultánea  de  ATP  a  partir  de  ADP  y  fosfato  inorgánico.  Utilizando  microscopía

electrónica, Palade (1952) fue el primero en describir la organización ultraestructural de

estas organelas.
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2.2- Biogénesis mitocondrial

Ya  en  1914,  Lewis  y  Lewis  observaron  que  las  mitocondrias  cambian

frecuentemente  de  aspecto,  que  las  formas  filamentosas  podían  fragmentarse  en  otras

granulares,  y que estas podían fundirse entre  sí  revirtiendo el  fenómeno anterior.  Estas

observaciones  fueron  ampliamente  confirmadas,  e  incluso  filmadas,  a  partir  de  la

introducción del microscopio de contraste de fases, en 1934. Frédéric (1958) fotografió a

intervalos  un ciclo  celular  completo  utilizando un microscopio  de contraste  de fases,  y

observó que el número de mitocondrias aumentaba por alargamiento y fragmentación de

organelas preexistentes. 

Aunque durante mucho tiempo se creyó que las mitocondrias podían generarse de

novo a partir de otras estructuras celulares, el descubrimiento de que en ellas se sintetizan

diversos  componentes  estructurales  tales  como  proteínas,  ácidos  grasos  y  fosfolípidos

(Roodyn y col. 1962, Kroon 1963), y los experimentos que demostraron la incorporación de

precursores marcados radiactivamente y su distribución homogénea en las organelas tras

varios ciclos  de reproducción celular  (Luck 1963) avalaron la  interpretación de que las

mitocondrias crecen por adición de material para luego dividirse y segregar entre las células

hijas.

2.3- Origen endosimbiótico de las mitocondrias

“For those who have sought homologies in the localization of respiratory enzimes in bacterial cells and
in cells of higher organisms, the most appropriate choice of a structure homologous with the

mitochondrion is the entire bacterial cell...”
Marr (1960)

“It can be said that the statement ‘what is good for E. coli is good for an elephant’ should rather read ‘...is good
for an elephant´s mitochondria.”

Nass y col. (1965)

Como ya citáramos anteriormente, las afinidades bacterianas en forma y tamaño al

nivel de resolución del microscopio óptico de las mitocondrias fueron notadas por Altmann

a fines del siglo XIX. Fueron Portier (1918, citado en Nass y col. 1965) y  Wallin (1922,

1923, 1927, citado en Nass y col. 1965, y en Margulis 1970) los primeros en proponer que

las mitocondrias derivarían de bacterias que habrían establecido una relación simbionte con

otras células. Este último autor basó su propuesta en observaciones microscópicas y en la

similitud de las afinidades tintóreas de los organoides y las bacterias, y sostuvo que fue
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capaz de aislar y hacer crecer mitocondrias en condiciones de laboratorio, hecho que fue

luego refutado y que llevó su obra al descrédito (Margulis 1971). 

Desde la versión inicial de Schimper y Meyer (1883) respecto de los cloroplastos, y

las de Portier (1918) y Wallis (1922, 1923, 1927) aplicadas a las mitocondrias, numerosos

autores han postulado la hipótesis de la simbiosis intracelular hereditaria como mecanismo

principal por el cual se habrían originado diferentes organoides a partir de formas de vida

libre (v.g. Lederberg 1952, Ris y Plaut 1962, citados en Margulis, 1970). Correspondió a

Lynn  Margulis-Sagan  (Sagan  1967,  Margulis  1970)  proponer  una  versión  moderna  y

unificada de estas ideas, conocida como Teoría Endosimbionte del Origen de las Células

Eucariotas,  según  la  cual  mitocondrias,  corpúsculos  basales  y  plástidos  derivarían  de

diferentes  ancestros  procariotas  que  habrían  establecido  relaciones  de  endosimbiosis

hereditaria con una célula huésped.  

Un  origen  eubacteriano  para  las  mitocondrias  es  respaldado  ampliamente  por

diversos hallazgos, tales como el pequeño tamaño de los ARNs ribosomales, la sensibilidad

de la síntesis proteica mitocondrial a ciertos antibióticos como cloranfenicol, eritromicina o

tetraciclina,  y  el  uso  de  formil-metionina  como  aminoácido  inicial  en  la  traducción.

Recientes  análisis  de  secuencias  de  ADN  bacteriano  y  ADN  mitocondrial  (para  una

revisión ver Gray 1999) han reforzado la hipótesis de un origen monofilético y eubacteriano

del  genoma  mitocondrial.  Entre  los  diferentes  taxa  estudiados,  los  miembros  de  la

subdivisión rickettsial de las -Proteobacteria (a la que pertenecen parásitos intracelulares

obligados como Rickettsia y Anaplasma) están considerados como las formas eubacterianas

conocidas más afines a las mitocondrias (Lang y col. 1999).

2.4- El ADN mitocondrial

Junto con los cloroplastos, las mitocondrias son las únicas organelas portadoras de

material genético: mientras que la mayor parte del ADN presente en las células eucariotas

se halla confinado en el núcleo, cada una de estas organelas posee un genoma funcional y

estructuralmente distinto del presente en el núcleo celular.

Aunque en 1957 Chevremont  y col.  demostraron que en  ciertas  condiciones  las

mitocondrias de células en cultivo daban positivo para la reacción de Feulgen, que tiñe al

ADN, hasta 1963 prevaleció la idea de que este ácido nucleico sólo poseía localización

nuclear. Si bien varios análisis bioquímicos indicaban que las fracciones mitocondriales de

homogenatos  celulares  eran portadoras  de hasta  el  12% del  ADN total  presente en las
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células  (Hogeboom y col.  1955, Martin  y Morton 1956),  esta cantidad fue interpretada

como  una  contaminación  con  ADN  nuclear  hasta  que  Nass  y  Nass  (1963),  utilizando

microscopía  electrónica  y  técnicas  citoquímicas,  observaron  la  presencia  de  filamentos

sensibles a la ADNasa pero no a la ARNasa ni a la pepsina en el interior de mitocondrias de

células de embrión de pollo, filamentos que fueron interpretados como moléculas de ADN.

Una confirmación independiente de estas observaciones corrió por cuenta de Luck y Reich

(1964), quienes aislaron ADN mitocondrial de Neurospora utilizando técnicas bioquímicas,

y  por  Schatz  y  col.  (1964),  quienes  aislaron  y  cuantificaron  el  ADN  extraído  de

mitocondrias de levaduras. La ocurrencia universal de ADN mitocondrial fue observada por

Nass y col. (1965) en raíz de cebolla, protistas, y en 17 especies animales pertenecientes a

siete phyla. 

El  ADNmt cumple  un papel  fundamental  en  todas  las  células  eucariotas  que lo

poseen, codificando un número limitado de ARNs y proteínas esenciales para la formación

de  una  mitocondria  funcional.  La  mayoría  de  estas  proteínas  son  componentes  de  los

complejos  enzimáticos  de la  cadena de transporte  de electrones  (complejos  I-IV) y del

complejo  V,  la  sintetasa  de  ATP.  Parte  de  la  maquinaria  molecular  necesaria  para  la

traducción  de  los  ARN  mensajeros  mitocondriales  también  son  especificados  por  el

ADNmt: dos, o menos frecuentemente tres, ARN ribosomales (ARNr); y un complemento

parcial o total de ARNs de transferencia (ARNt). En plantas y protistas, pero no así en

animales ni en la mayoría de los hongos, algunas de las proteínas que forman los ribosomas

mitocondriales también son codificados por el ADNmt. 

En su larga historia de simbiosis, las mitocondrias han transferido la mayor parte de

sus genes al núcleo, conservando en su genoma una fracción muy pequeña del total de la

información genética necesaria para un correcto funcionamiento del organoide. El análisis

de los diferentes genomas mitocondriales secuenciados en forma completa indica que existe

una  enorme  variabilidad  de  tamaños,  organización  y  contenido  génico.  El  genoma

mitocondrial  de  Plasmodium  falciparum,  el  más  pequeño  de  los  conocidos,  tiene  una

longitud de 6.000 pares de bases y codifica sólo tres proteínas y dos ARNr (Feagin 1994).

El mayor de los ADNmt secuenciados es el de una planta,  Arabidopsis thaliana, con un

tamaño de 367 kb (kilobases) y un contenido génico que especifica 32 proteínas (Unseld y

col. 1997). 

Un notable  ejemplo  de  la  reducción  en  contenido  génico  del  ADNmt  se  puede

obtener  fácilmente  al  comparar  los  genomas  mitocondriales  con  los  genomas  de  los

procariotas filogenéticamente relacionados. Así, aunque el genoma de la  -proteobacteria
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Rickettsia prowazekii es apenas tres veces más grande que el de A. thaliana (Andersson y

col. 1998), su contenido génico es 26 veces mayor. Por otra parte, el genoma mitocondrial

más rico en genes conocido hasta el momento, el del flagelado Reclinomonas americana,

con 97 genes,  es así  y todo casi  un orden de magnitud  menor  que el  de la  eubacteria

Rickettsia prowazekii (Lang y col. 1997). Esta comparación adquiere una dimensión mayor

cuando se tiene en cuenta que el de este taxón, con 834 genes codificantes para proteínas,

es ya un genoma muy reducido, probable consecuencia de su estilo de vida parasítico.

2.5- El ADN mitocondrial animal

A septiembre  del  2004,  unas  492 secuencias  mitocondriales  completas  han sido

publicadas  para  diversas  especies  de  metazoos  (Boore  1999  y  referencias  allí  citadas;

Organelle  Genome  Resources1,  National  Center  for  Biological  Information).  Una

comparación  de  estas  secuencias  ha  puesto  en  evidencia  un  claro  patrón  de

conservadurismo estructural: por un lado, con un tamaño que oscila generalmente entre 15

a 20 kb, el de los animales es un genoma mitocondrial relativamente pequeño. Por otra

parte, y con pocas excepciones, es portador de los mismos 37 genes: 13 codificantes para

proteínas, dos para ARNs ribosomales y 22 para ARNs de transferencia (Boore 1999). 

Otros  rasgos estructurales  también  se  hallan  notablemente  conservados:  salvo  la

notable peculiaridad de varios Cnidarios (Cubozoa, Scyphozoa e Hydrozoa) y un crustáceo

que poseen moléculas lineales (Bridge y col. 1992, Raimond y col. 1999), en los demás

taxa analizados el  ADNmt se presenta como una doble cadena cerrada sobre sí misma.

Asimismo, es frecuente la existencia de una única región no codificante de gran tamaño en

la  que,  al  menos  para  algunos  taxones,  se  ubican  las  secuencias  responsables  de  la

replicación y transcripción (Shadel y Clayton 1997). 

2.6- El ADN mitocondrial humano

2.6.1- Estructura

El humano fue el  primero de los genomas mitocondriales en ser secuenciado en

forma  completa  (Anderson  y  col.  1981).  Esta  primer  secuencia  humana  completa  es

conocida como la Secuencia de Referencia de Cambridge (SRC) y fue la utilizada como

referencia hasta 1999, cuando fue reemplazada por una versión corregida obtenida a partir

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ORGANELLES/mztax_short.html
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de la muestra de ADN original (Andrews y col. 1999). Con un tamaño de 16569 pares de

bases, la estructura y contenido génico del ADNmt humano son similares a los de otros

genomas mamalianos (Figura 1). 

 Dado que existe una distribución diferencial  de guanina y citosina entre ambas

cadenas,  una  de ellas  es  más  pesada que  la  otra,  y  esta  característica  es  utilizada  para

diferenciarlas. La cadena liviana, rica en residuos citidina, actúa como templado para un

polipéptido  (ND6:  subunidad  6  de  la  NADH  deshidrogenasa)  y  ocho  ARNs  de

transferencia,  mientras  que la  cadena  pesada  codifica  los  restantes  doce  polipéptidos  y

catorce ARNt, así como también los ARN ribosomales pequeño (12S) y grande (16S). 

La secuencia del ADNmt muestra una notable economía de organización: los genes

no están interrumpidos por intrones, algunas de las secuencias codificantes de polipéptidos

superponen sus marcos de lectura (Anderson y col. 1981) y, en muchos casos, parte de los

codones  de  terminación  no  están  presentes  en  el  ADNmt,  siendo  generados  post-

transcripcionalmente por poli-adenilación de los ARN mensajeros (Ojala y col. 1981). 

2.6.2- Regiones no codificantes del ADNmt

Con la excepción de la  secuencia correspondiente al  origen de replicación de la

cadena liviana, y de las regiones Control y V, casi no existen posiciones no codificantes: la

mayoría  de  los  genes  están  yuxtapuestos  o  separados  por  una  o  unas  pocas  bases  no

codificantes (ver Fig. 2 en Anderson y col. 1981). El origen de replicación de la cadena

liviana es una secuencia de 31 pares de bases ubicada dentro de un grupo de cinco ARNts,

entre las posiciones 5730 y 5760 según la secuencia Cambridge (Figura 1; Anderson y col.

1981). La Región V, flanqueada por los genes codificantes para la citocromo-oxidasa II y el

ARNtLis,  se  extiende  entre  las  posiciones  8270  y  8294.  Se  caracteriza  por  poseer  una

secuencia básica de 9 pares de bases (5’-CCCCCTCTA-3’) que puede presentarse como

copia única o bien repetida en tándem dos a cuatro veces. La Región V con dos repetidos

tiene  una  longitud  de  25  pares  de  bases,  y  es  considerada  la  ancestral  por  ser  la  más

frecuente en diferentes poblaciones humanas y la única hallada en primates antropomorfos. 

La Región Control

Con una extensión de 1122 pares de bases, la Región Control es la única porción no

codificante de gran tamaño (Figura 1).  Flanqueada por los ARNtFen y ARNtPro, en  ella  se 
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Figura  1.  Mapa esquemático  del  ADN mitocondrial  humano.  Se  muestra  la  localización  y
tamaño relativo aproximado de los genes y de la Región Control. En blanco se indican los genes
codificantes para proteínas y en celeste o azul se muestran los ARNr. Los ARNt se denotan por su
aminoácido cognato como barras grises o negras, de tamaño relativo exagerado para facilitar su
visualización.  Los  ocho  ARNt  codificados  por  la  cadena  liviana  se  muestran  al  interior  del
mapa.Las flechas acodadas indican los origenes de replicación de las cadenas pesada (OH) y liviana
(OL), así como los promoteres de transcripción de cada cadena (PH, PL).

concentra la mayoría de las secuencias reguladoras: el origen de replicación de la cadena

pesada  (Anderson  y  col.  1981),  los  orígenes  y  promotores  de  transcripción  de  ambas

cadenas (Cantatore y Attardi 1980), dos sitios de unión para factores de transcripción, tres

bloques de secuencias conservadas (BSC) asociados con el inicio de la replicación, y las

secuencias  asociadas  (SAT)  al  fin  de  síntesis  del  asa-D  o  asa  de  Desplazamiento

(Displacement-loop o D-loop en la literatura anglosajona). 

La  Región Control  es,  en  los  Metazoa,  la  porción  del  ADNmt  más  variable  en

secuencia y longitud, contrastando en ese sentido con el conservadurismo que se observa en
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el resto de la molécula. Comparaciones intra- e inter-específicas han permitido establecer la

existencia de tres segmentos estructurales-funcionales:  un Dominio Central,  muy estable

filogenéticamente,  y  las  porciones  flanqueantes,  más  variables:  el  Dominio  5’  o  BSC

(Bloque de Secuencias Conservadas) y el Dominio 3’ o SAT (Secuencias Asociadas a la

Terminación) (Walberg y Clayton 1981, Saccone y col. 1991, Sbisá y col. 1997). 

Aunque en la literatura es muy frecuente el uso indistinto de Región Control y Asa-

D como  sinónimos,  lo  cierto  es  que  ésta  última  se  halla  contenida  dentro  de  aquella,

ocupando  60% de su extensión. Dado que el sistema de numeración de la secuencia de

referencia comienza arbitrariamente en medio de la Región Control, ésta se extiende en

forma continua entre las posiciones 16024-16569 y 1-576. El asa-D es una región de triple

cadena generada por la síntesis de un fragmento de la cadena pesada, el ADN 7S, que se

aparea con la secuencia complementaria de la cadena liviana. En los seres humanos se han

descripto cuatro especies  de ADN 7S, con longitudes  variables  entre  571 y 656 pb. El

extremo  3’  se  extiende  entre  las  posiciones  16104-16106,  mientras  que  los  diferentes

extremos 5’ se distribuyen entre las posiciones 108 y 191 (Walberg y Clayton 1981).

En  1983,  Greenberg  y  col.  analizaron  la  distribución  de  polimorfismos  en  un

fragmento de  900 pb de la Región Control. Utilizando 7 secuencias humanas obtenidas

entre las posiciones 16129 y 459, notaron que la tasa de sustitución era significativamente

heterogénea en la región analizada, con una concentración de sitios variables en las dos

regiones distales. En 1989, Vigilant  y colaboradores informaron que un estudio preliminar

de secuencias completas de la Región Control en 21 muestras humanas les había permitido

mapear la distribución de los sitios polimórficos: en dos fragmentos de aproximadamente

400  pb  se  concentraban  el  92%  de  las  posiciones  variables.  Estos  fragmentos  fueron

llamados Regiones Hipervariables I y II (RHV-I y RHV-II), y en virtud de su alta tasa

mutacional relativa han sido intensamente utilizados en estudios evolutivos y forenses. Los

límites para estas regiones no están establecidos rígidamente, por lo que las definiciones

varían según los autores: usualmente, la RHV-I es informada entre las posiciones 16024 y

16365 mientras que la RHV-II lo es entre 73 y 340. Las RHV-I y II están contenidas

dentro de los Dominios 5’ y 3’ de la Región Control descriptos antes en esta sección. Una

tercera región hipervariable ha sido propuesta entre las posiciones 438 y 574 (Lutz y col.

1997).
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2.6.3- Heredabilidad

La  transmisión  uniparental  materna  de  los  genomas  citoplasmáticos  ha  sido

universalmente observada en los animales y las plantas (Birky 1995). Ya en 1965, Szollosi

observó  que  las  mitocondrias  del  espermatozoide  de  la  rata  permanecían  asociadas  al

flagelo y que no se distribuían equitativamente entre las blastómeras, desintegrándose en el

estadio  de  8  células.  Basándose  en  sus  experimentos,  el  autor  concluyó  que  las

mitocondrias maternas serían las únicas en persistir en la progenie. 

Varios  estudios  realizados  en  la  década  de  los  1970s,  utilizando  marcadores

moleculares,  documentaron  que  el  ADNmt  era  efectivamente  transmitido  en  forma

uniparental en los animales superiores (Dawid y Blackler 1972, Hutchinson y col. 1974,

Hayashi y col. 1978). Correspondió a Wallace y sus colaboradores (Giles y col. 1980, Case

y Wallace 1981) demostrar la herencia estrictamente materna en humanos. 

El dogma de una herencia exclusivamente materna del ADNmt se derrumbó con la

publicación de ejemplos de transmisión biparental, como los de Drosophila (Kondo y col.

1992)  y  Mytilus (Hoeh  y  col.  1991).  Por  otra  parte,  el  empleo  de  cruzamientos

interespecíficos permitió demostrar la introgresión de ADNmt paterno en dípteros (Kondo

y col. 1990) y roedores (Gyllensten y col. 1991).

Algunos  autores  han  interpretado  la  herencia  uniparental  materna  como

consecuencia  de  la  exclusión  de  la  pieza  media  del  espermatozoide,  portadora  de  las

mitocondrias, al momento de la fecundación. Sin embrago, está ampliamente demostrado

que en la mayoría de los mamíferos el espermatozoide penetra completo en el citoplasma

ovular, donde flagelo y pieza media son aún distinguibles tras varios ciclos de división

celular (para una revisión ver Ankel-Simons y Cummins 1996). De hecho, la detección bajo

microscopio del flagelo en el citoplasma ovular es utilizado empíricamente como evidencia

de  fertilización.  Otros  autores  han postulado un “efecto  dilución”,  en el  que  las  50-75

mitocondrias  del  espermatozoide,  portadoras  de  una  sola  molécula  de  ADN  cada  una

(Hecht y col. 1984), representan un aporte muy modesto comparado con el del citoplasma

ovular, en el que existirían, por citar algunos ejemplos, entre 138.000 (en humanos, Chen y

col. 1995) y 260.000 (en bovinos, Michaels y col. 1982) mitocondrias y copias de ADNmt. 

En 1995, Kaneda y col. describieron la rápida y selectiva eliminación del ADNmt

paterno en cruzamientos intraespecíficos de Mus musculus portadores de diferentes linajes

mitocondriales, en contraste con la persistencia del ADNmt paterno en tejidos de embriones

y neonatos provenientes de cruzamientos interespecíficos M. musculus x M. spretus. Estos

autores postularon que la transmisión materna del ADNmt se debe a la degradación activa
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de las mitocondrias paternas mediante algún mecanismo residente en el citoplasma ovular,

mecanismo  que  tendría  una  elevada  especificidad  de  reconocimiento,  ya  que  sólo  se

activaría  ante  la presencia de mitocondrias  paternas  conespecíficas.  El  mecanismo cuya

existencia infirieron Kaneda y col. ha sido descripto (Sutovsky y col. 1999, Sutovsky y col.

2000)  y  consiste  en  la  marcación  de  alguno  de  los  componentes  proteicos  de  las

mitocondrias espermatozoicas con ubiquitina, y su posterior destrucción por la maquinaria

proteosómica-lisosomal del ovocito. Las ubiquitinas son integrantes de la vía proteolítica

citosólica, siendo responsables de unirse covalentemente a otras proteínas para señalizar su

destrucción (Alberts y col. 1994). 

2.6.4- Número de mitocondrias y copias de ADNmt por célula

Los primeros estudios que intentaron cuantificar la cantidad de ADNmt presente en

células  indicaron  la  presencia  del  equivalente  a  2-10  moléculas  por  mitocondria,

dependiendo el tipo celular y la especie analizada (para dos revisiones tempranas ver Nass

y col. 1965, Borst  y Kroon 1969).  

En un elegante trabajo, Robin y Wong (1988) analizaron el número de moléculas de

ADNmt y de  mitocondrias  presentes  en cinco líneas  celulares  de mamífero.  Utilizando

células de rata, ratón, conejo y seres humanos, concluyeron que el número de moléculas de

ADNmt por mitocondria  permanece  constante,  independientemente del  tipo celular  o la

especie de origen. Describieron, además, la existencia de una ligera variación del 10% en el

número de mitocondrias/célula dentro de cada línea celular, contrastante con la variabilidad

observada  entre  los  diferentes  tipos  celulares.  Los  autores  hallaron  entre  2.5  y  2.7

moléculas de ADNmt por mitocondria, y entre 88 ± 12 y 688 ± 75 mitocondrias por célula

en las diferentes líneas celulares. La combinación de ambos valores para cada tipo celular

permitió estimar la existencia de entre 220 ± 6 (en macrófagos peritoneales de conejo) a

1720 ± 162 moléculas de ADNmt por célula (en macrófagos pulmonares de conejo). Para la

única línea celular humana estudiada (fibroblastos de pulmón) estimaron la existencia de 

800 moléculas de ADNmt por célula. 

Satoh y Kuroiwa (1991) estudiaron el número y organización de las moléculas de

ADNmt en una línea celular  humana derivada de un carcinoma de ovario,  hallando un

promedio de 4.6 copias de ADNmt/mitocondria, con un rango de 1-15 y valores modales

entre 2 y 6. Dado que las células poseían unas 107 mitocondrias en promedio, estimaron en

500 la cantidad total de copias/célula. Michaels y col. (1982) informaron la existencia de
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aproximadamente  2600  moléculas  de  ADNmt/célula  en  cultivos  primarios  de  células

somáticas de bovinos, y de unos 260.000 genomas mitocondriales en ovocitos de la misma

especie. La diferencia en la abundancia promedio de moléculas de ADNmt entre las células

somáticas y los ovocitos sería consecuencia del proceso de amplificación del número de

mitocondrias que ocurre durante la ovogénesis (Michaels y col. 1982). Por otra parte, en

una  muestra  de  nueve  ovocitos  provenientes  de  cinco  mujeres,  Chen  y  col.  (1995)

estimaron la presencia de entre 80.000 y 290.000 moléculas, con una media de 138.000 por

célula. 

Los citados previamente en esta sección son algunos de los muchos trabajos en los

que se describe cierta constancia en el número de mitocondrias presentes en diferentes tipos

celulares.  Sin  embargo,  ya  desde  las  primeras  décadas  de  siglo  XX  se  sabe  que  las

mitocondrias  se  fisionan  y  fusionan  repetidamente  en  el  citoplasma.  Esta  y  otras

observaciones han llevado a algunos autores a sugerir que las mitocondrias carecerían de

individualidad  y  que  tendrían  una  existencia  temporal,  siendo parte  de  una  red  que se

fragmenta y reensambla constantemente (Hayashi y col. 1994).

2.6.5- Evolución del ADN mitocondrial 

La evolución molecular es el resultado de dos procesos básicos: la ocurrencia de

mutaciones  en  el  ADN,  y  la  fijación  de  las  mismas  en  una  población  de  organismos

(Wilson y col. 1977). La tasa de evolución E es el producto de la tasa de mutación por

población M por la fracción de mutaciones fijadas F:

E = MF

Hasta 1979, la mayoría de los expertos en evolución molecular habían asumido que

el  ADNmt  animal  era  unos  de  los  componentes  genómicos  celulares  de  menor  tasa

mutacional.  Estas  expectativas  se  basaban  en  ciertas  generalizaciones,  ampliamente

aceptadas,  respecto  de  las  tasas  de  evolución  molecular,  así  como  en  consideraciones

funcionales: cuanto más importante fuera la función de un gen o una proteína, tanto más

limitada serían sus posibilidades de variar sin provocar efectos deletéreos (Brown y col.

1979). Las observaciones que indicaban una relativa uniformidad en el tamaño y contenido

génico del ADNmt en diferentes taxa animales eran interpretadas como resultado de fuertes

presiones evolutivas contra la variación.  Estas inferencias,  sumadas al conocimiento del
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alto grado de empaquetamiento de las secuencias codificantes así como del papel central

que juegan las mitocondrias en la fisiología celular, cuyo correcto funcionamiento es en

parte dependiente de la información contenida en el ADNmt, hacían prever una baja tasa de

evolución molecular para ésta molécula. 

En un influyente trabajo, Brown y col. (1979) compararon las tasas de evolución

molecular  de  los  ADNs  nucleares  y  mitocondriales  en  diferentes  especies  de  primates

utilizando dos estrategias. Por una parte mapearon la presencia de sitios de reconocimiento

para  once  enzimas  de  restricción  en  los  genomas  mitocondriales  de  Homo  sapiens,

Cercopithecus  aethiops,  Macaca  mulatta y  Papio  papio,  y  estimaron  el  grado  de

divergencia en las secuencias nucleotídicas a partir de la fracción de sitios compartidos por

cada par de especies. De un modo experimentalmente independiente, evaluaron el grado de

divergencia  de  las  secuencias  completas  del  ADNmt  en  el  par  H. sapiens-C.  aethiops

mediante el análisis de temperatura de fusión de heterodúplex. Las estimaciones obtenidas

fueron similares para el único par de especies investigado utilizando ambas metodologías:

H. sapiens y C. aethiops diferirían en ~ 22-23% de sus posiciones nucleotídicas. Por otra

parte,  y  para todos los  pares  de  especies,  contrastaron las  tasas  de divergencia  para  el

ADNmt obtenidas de sus experimentos con las estimadas para genes de copia única del

ADN nuclear, concluyendo que aquél evoluciona 5 a 10 veces más rápido que éste. 

La alta tasa de evolución observada en el ADNmt podría deberse a una alta tasa de

mutación, a una alta tasa de fijación, o bien a una combinación de ambas. Se han postulado

diversos mecanismos para dar cuenta de la tasa mutacional observada en el ADNmt animal,

mecanismos que no necesariamente se excluyen entre sí:

a) la directa exposición del ADNmt a altas dosis de agentes mutagénicos como las

especies reactivas de oxígeno generadas durante la fosforilación oxidativa, acoplada a la

ausencia de histonas asociadas al ADN;

b)  la  ausencia  o  ineficacia  de  mecanismos  de  reparación  del  daño  en  el  ADN

(Bogenhagen 1999, Sawyer y Van Houten 1999);

c)  la  menor  fidelidad  de  la  maquinaria  molecular  involucrada  en  la  replicación

(Kunkel y Loeb 1981), y la mayor tasa relativa de replicación respecto del ADN nuclear.

Un  rasgo  peculiar  del  espectro  mutacional  mitocondrial  es  la  incidencia

relativamente alta de polimorfismos de longitud, así como la preeminencia de transiciones

sobre transversiones (Aquadro y Greenberg 1983). Las transiciones son mutaciones en las

que una base púrica o pirimídica es reemplazada por otra de su misma familia (AG,

CT), mientras que una transversión ocurre cuando una base púrica es reemplazada por
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otra  pirimídica  (A,GC,T),  o  viceversa.  Tanto  los  cambios  transicionales  como  las

mutaciones de longitud son los errores más comunes durante la replicación del ADN (Topal

y Fresco 1976), por lo que estas observaciones son consistentes con la hipótesis de que la

alta  tasa  mutacional  del  ADNmt  esté  relacionada  con  la  relativa  ineficiencia  de  los

mecanismos de reparación del mismo.

Brown y col. (1979) fueron los primeros en informar una estimación de la tasa de

evolución  del  ADNmt.  Contrastando  la  divergencia  nucleotídica  acumulada  contra  los

tiempos  de  divergencia  desde  un  ancestro  común  para  veinte  pares  de  especies  de

mamíferos,  concluyeron  que  el  ADNmt  mamaliano  evoluciona  acumulando  0.01

sustituciones por par de bases por millón de años (Ma), o 1% por linaje por millón de años,

o 2% de divergencia de secuencias entre pares de especies por millón de años. 

En un estudio más reciente, Pesole y col. (1999) analizaron la heterogeneidad en las

tasas de evolución de las diferentes regiones funcionales del ADNmt mamaliano, y además

las  compararon  con  las  de  sus  contrapartes  nucleares.  Utilizando  las  secuencias

mitocondriales  completas  de  seis  pares  de  especies  cercanamente  emparentadas,

pertenecientes a cuatro órdenes, consideraron por separado los ARNr 12S, ARNr 16S y los

sitios sinónimos y no sinónimos en los genes codificantes  para proteínas,  mientras  que

tomaron todos los ARNt como un supergen. La Región Control fue analizada como un todo

y también dividida en tres segmentos estructurales-funcionales: los dominios Central, BSC

(Bloque de  Secuencias  Conservadas)  y  SAT (Secuencias  Asociadas  a  la  Terminación).

Como era de esperarse, encontraron una enorme variabilidad intragenómica en las tasas

evolutivas, identificando regiones de baja y alta tasa. Los genes codificantes para diferentes

especies  de  ARN,  el  dominio  Central  de  la  Región  Control  y  los  sitios  no  sinónimos

presentaron tasas de evolución mucho menores que las encontradas en los sitios sinónimos

y  los  dominios  periféricos  de  la  Región  Control.  Cuando  compararon  las  tasas

mitocondriales con las presentes en genes homólogos de localización nuclear, informaron

que:

a)  los  sitios  no  sinónimos  mitocondriales  y  nucleares  evolucionan  con una  tasa

similar;

b) los ARNr 16S mitocondriales evolucionan cuatro veces más rápidamente que sus

contrapartes nucleares, mientras que la tasa de los ARNr pequeños y de los sitios sinónimos

mitocondriales es aproximadamente veinte veces mayor;

c)  los  ARNt  mitocondriales  presentan  una  tasa  de  evolución  dos  órdenes  de

magnitud mayor que sus análogos nucleares.
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Estimaciones de tasa de evolución para el ADNmt humano

Dos métodos distintos han sido empleados para estimar la tasa de evolución del

ADNmt  humano.  El  primero  en  ser  desarrollado  fue  el  llamado  método  filogenético,

consistente en la utilización de las secuencias mitocondriales de un grupo de individuos

para construir un árbol filogenético, a partir del cuál se estiman el número de mutaciones

acumuladas. Una fuente independiente de información es utilizada luego para datar la edad

del árbol o de alguna de las ramas (v.g. la separación de los clados Homo y Pan, o un cuello

de  botella  poblacional,  o  el  poblamiento  inicial  de  un  área  previamente  deshabitada),

permitiendo  derivar  una  tasa  de  divergencia  (ver  ejemplos  adelante).  El  método

genealógico, o del pedigrí, intensamente utilizado en el último lustro (Howell y col. 1996a,

Soodyall y col. 1997, Parsons y col. 1997, Sigurgardottir y col. 2000) basa la estimación de

la tasa mutacional en el simple conteo de las mutaciones observadas en pedigríes. 

Mientras  que  el  método  filogenético  ha  sido  aplicado  tanto  al  análisis  de  los

diferentes componentes del genoma mitocondrial como a la molécula  completa, el método

del pedigrí ha sido casi exclusivamente empleado para estudiar la Región Control, con la

excepción  del  trabajo  de  Howell  y  col.  (1996a),  en  el  que  también  fueron  analizadas

regiones codificantes putativamente implicadas en una patología de etiología mitocondrial.

Estimaciones basadas en el método filogenético

Los primeros intentos de cuantificar las tasas relativas de evolución de los diferentes

componentes del genoma mitocondrial humano fueron realizados por Cann y col. (1984).

Utilizando doce enzimas de restricción, analizaron la distribución de PLFRs en el ADNmt

de 112 muestras humanas de diversos orígenes geográficos. Los autores estimaron las tasas

relativas  de  evolución  para  las  diferentes  regiones  funcionales  de  la  molécula  de  dos

modos: por un lado calcularon la fracción de sitios variables respecto del total, mientras que

por  otra  parte  infirieron  filogenéticamente  el  número  de  mutaciones  por  sitio.  Sus

resultados indicaron que la Región Control es entre 1.4 a 2.8 veces más variable que las

regiones codificantes para proteínas, las que a su vez son, en promedio, ligeramente más

variables que los ARNs. Estos resultados fueron confirmados y refinados por el mismo

grupo de investigadores, aplicando idénticas técnicas a una muestra de mayor tamaño (ver

Fig. 2 en Cann y col. 1987).

Stoneking y col. (1986) presentaron la primera calibración de la tasa de divergencia

nucleotídica  mitocondrial  basada  enteramente  en  la  comparación  entre  diferentes
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secuencias  humanas.  Aplicando  técnicas  experimentales  y  analíticas  similares  a  las

explicadas en el párrafo precedente a tres muestras poblacionales de Papúa-Nueva Guinea,

Australia  y  América,  estimaron  el  grado  de  divergencia  promedio  acumulado  en  cada

población  regional  desde  su  fundación.  Conociendo  estos  valores  de  divergencia  y

disponiendo de fechados e inferencias arqueológicas que permiten conocer la profundidad

temporal  mínima  para  la  presencia  humana  en  cada  región,  estimaron  la  tasa  de

divergencia. Los valores obtenidos, calculados teniendo en cuenta diferentes escenarios de

poblamiento, oscilaron entre 1.8 y 9.3% de divergencia por millón de años, para el ADNmt

completo, razonablemente de acuerdo con la tasa de 2-4%/Ma derivada de comparaciones

entre  diferentes  especies  de  vertebrados.  En  1992,  Stoneking  y  col.  repitieron  esta

calibración intraespecífica concentrándose en la evolución de la Región Control, utilizando

esta vez secuencias completas para ambas RHV, y obteniendo una tasa promedio de 11.8 

3.1 %/Ma. Una tasa similar  del 12   5 %/Ma para la Región Control fue obtenida por

Pesole y colaboradores (1992).

Torroni y col. (1994c) estimaron una tasa de sustitución nucleotídica de 2.2-2.9%

por millón  de años para todo el  ADNmt humano utilizando una estrategia  similar  a  la

empleada por Stoneking y col. (1986): analizaron los linajes mitocondriales presentes en

diferentes grupos étnicos centroamericanos estrechamente emparentados empleando PCR-

RFLP de alta resolución. Tras calcular la divergencia acumulada desde un supuesto linaje

ancestral común, y contando con una referencia temporal externa como la reconstrucción de

la  historia  de  estos  pueblos  basada  en  estudios  lingüísticos,  genéticos  y  arqueológicos,

pudieron derivar la tasa evolutiva antes mencionada.

Basándose  en  el  análisis  de  tres  secuencias  mitocondriales  humanas  completas,

Horai y col. (1995) calcularon que la tasa promedio de sustitución nucleotídica en la Región

Control  es  de  7%  por  millón  de  años,  1.8  veces  mayor  que  la  tasa  de  sustituciones

sinónimas.  Dado que la Región Control es muy heterogénea en su espectro mutacional

(vide  supra),  los  autores  también  calcularon  las  tasas  para  las  RHV-I  (378  pb,  entre

posiciones 16024 y 16401) y RHV-II (380 pb, entre 29 y 408), obteniendo valores de 10.3

y 7.39 % por millón de años, respectivamente. 

Forster y col. (1996) analizaron la divergencia nucleotídica acumulada en la RHV-I

de  Esquimales  y  Na-dené,  dos  grupos  étnicos  que  habitan  regiones  circumpolares

americanas. Estimaron que para el fragmento comprendido entre las posiciones 16090 y

16365 la tasa de sustitución era de una transición cada 20180  1000 años, equivalente a

18%/Ma.
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Estimaciones basadas en el método genealógico

La primera aplicación del método genealógico al estudio de la tasa de evolución del

ADNmt humano fue realizada por Howell y colaboradores (1996a), quienes informaron la

aparición de dos mutaciones en la Región Control tras analizar un total de 81 eventos de

transmisión materno-filial. En un estudio similar al anterior, que implicó la comparación de

las RHV-I y II en 134 individuos que comprendían 327 eventos generacionales, Parsons y

col. (1997) obtuvieron una tasa empírica de una sustitución cada 36 generaciones (para este

cálculo no se tuvo en cuenta un evento de inserción en la  posición hipervariable  309),

notablemente similar a la derivada por Howell y col. (1996a).

Mumm y col. (1997) hallaron una mutación en 59 eventos de tranmisión para la

RHV-I, mientras que Sigurgardottir y col. (2000) obtuvieron las secuencias mitocondriales

entre las posiciones 16012 y 394 para un total de 272 individuos relacionados a través de

705 eventos de transmisión, detectando 3 mutaciones, lo que les permitió derivar una tasa

de 1 sustitución cada  ~235 transmisiones para ambas RHV. 

Los resultados  detallados  precedentemente  son contrastantes  con los presentados

por Soodyall y col. (1997) para ambas RHV y Jazin y col. (1998) para la RHV-II, quienes

no detectaron ninguna mutación de punto homoplásmica en el análisis de 108 y 228 eventos

de transmisión, respectivamente.  Queda claro, a partir de los resultados presentados antes,

que  existe  una  notable  heterogeneidad  en  las  estimaciones  genealógicas  de  la  tasa

mutacional para la Región Control (o alguno de sus componentes). Ya que sería incorrecto

elegir a priori cualquiera de ellas podemos hacer el ejercicio de combinar todos los estudios

y  derivar  una  tasa  promedio.  Aún  cuando  algunos  trabajos  sólo  analizaron  una  de  las

regiones, la inclusión de todos nos permitirá calcular una tasa mínima, ya que se asume que

ninguna  otra  mutación  apareció  en  las  regiones  no  analizadas.  Así,  un  total  de  18

mutaciones de punto fueron detectadas para 1738 eventos de transmisión, resultando en una

tasa promedio mínima de aparición de 1 mutación cada ~ 97 transmisiones, equivalente a

67-86 %/Ma (con tiempos generacionales de 20 y 26 años, respectivamente). 

Contraste entre las tasas filogenética y genealógica para la Región Control

Todas las tasas de sustitución determinadas genealógicamente han resultado mucho

mayores que las inferidas a partir de estudios filogenéticos (para una opinión distinta ver

Jazin  y  col.  1998),  y  a  esta  discrepancia  se  le  han  dado  diferentes  explicaciones.  Es

importante tener en cuenta que el método de pedigrí mide la tasa instantánea de aparición
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de mutaciones,  muchas de las cuales nunca alcanzan siquiera valores polimórficos para

perderse por deriva, mientras que el método filogenético estaría midiendo, en la mayoría de

los  casos,  las  tendencias  evolutivas  a  largo  plazo.  Si  recordamos  que  la  evolución

nucleotídica  tiene  un  componente  mutacional  y  otro  de  fijación  (ver  apartado  2.6.5),

entenderemos que el método del pedigrí sólo mide el componente mutacional mientras que

el método filogenético, por el contrario, tiene en cuenta a ambos. Para una discusión sobre

el origen y significado de estas diferencias, ver  Pääbo (1996) y Macaulay y col. (1997), así

como  los  trabajos  originales  donde  se  describen  las  tasas  genealógicas,  especialmente

Sigurgardottir y col. (2000). 

2.6.6- Naturaleza de la variación en la Región Control

Como ya  ha sido señalado anteriormente,  la  Región Control  es no-codificante  y

posee  la  mayor  tasa relativa  de sustitución  dentro  del  ADNmt.  Como también  ha sido

dicho, la variación en la Región Control no está distribuida homogéneamente, ya que un

dominio central  que presenta escasa variación se halla flanqueado por dos regiones que

concentran la mayoría de las posiciones variables. Además, el patrón con que ocurren las

sustituciones nucleotídicas es notablemente complejo (ver adelante).

Regiones Hipervariables y Regiones Conservadas

Aunque clásicamente  se han reconocido dos regiones hipervariables,  Lutz y col.

(1997) han propuesto la existencia de una tercera, ubicada en el extremo 3’ de la Región

Control, tras analizar la distribución de sitios polimórficos en las secuencias completas de

la RC de 200 individuos de origen alemán. La RHV-I (definida entre las posiciones 16024-

16365) presentó 88 sitios variables sobre un total de 342 (26%), mientras que en la RHV-II

el 24% de los sitios fueron polimórficos (65 sobre 168, posiciones 73 a 340). El dominio

central de 276 pb entre las posiciones 16366-16569 y 1-72 sólo tuvo un 7% de posiciones

mutables, mientras que el 18% de los sitios fue variante en la nueva región hipervariable

propuesta por estos autores, que ocupa 137 pb entre las posiciones 438 y 574. El fragmento

de 97 pb intercalado entre las RHV-II y RHV-III (posiciones 341 a 437) mostró solamente

tres posiciones variables.
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Heterogeneidad en la tasa sustitucional entre sitios

Además de la heterogeneidad debida a la  existencia  de regiones con alta  o baja

densidad de posiciones polimórficas, existe una segunda fuente de variación consistente en

la existencia de tasas de sustitución muy variables para los diferentes sitios. Así, unos pocos

“puntos calientes” presentan velocidades de cambio elevadas mientras que otras posiciones

evolucionan lentamente o incluso permanecen inalteradas (Wakeley 1993, Hasegawa y col.

1993).  Meyer y col. (1999) analizaron la variabilidad en las tasas de sustitución para ambas

RHV utilizando una muestra de gran tamaño y étnicamente heterogénea. Para la RHV-I

infirieron que aproximadamente una de cada cuatro posiciones no sufre mutaciones, que

dos tercios de las posiciones mutan con una tasa cercana a la tasa promedio para esa región,

y  que  una  de  cada  doce  es  hipervariable,  presentando  una  tasa   al  doble  de  la  tasa

promedio. La RHV-II mostró mayor heterogeneidad en las tasas ya que más de la mitad de

los sitios fueron invariables (54%) y aproximadamente el 10% tuvo una tasa  al  doble de

la tasa promedio. Finalmente, observaron que la tasa promedio de sustitución de la RHV-I

duplica la de la RHV-II.  

Patrón de sustituciones

Al comparar la frecuencia con que ocurren las diferentes sustituciones se pone en

evidencia  que  las  transiciones  son  aproximadamente  15  veces  más  frecuentes  que  las

transversiones (Vigilant y col. 1991, Tamura y Nei 1993), y que la contribución de cada

familia  nucleotídica  no  es  equivalente:  dos  tercios  de  las  transiciones  ocurren  entre

pirimidinas (Tamura y Nei 1993). 

2.6.7- Heteroplasmia

“...when asking the question, ‘Is this individual heteroplasmic? ’ one also has to ask, ‘At what level of
sensitivity?’

Holland y Parsons (1999)

“Heteroplasmy is the inevitable transition state between the time a new allele arises, presumably by
mutation of a single DNA molecule, and when it becomes fixed in the maternal line.”

Sykes (1999)

La  presencia  de  un  gran  número  de  moléculas  de  ADNmt  que  se  replican

independientemente unas de otras con alta tasa de error explica la mayoría de los casos de
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coexistencia de dos o más genotipos en una misma célula, tejido o individuo, condición

denominada heteroplasmia. Esta condición puede ya haber estado presente en las células

germinales femeninas y ser por lo tanto hereditaria, o bien haberse establecido durante la

ontogenia y ser entonces somática. Sólo excepcionalmente esta condición es constitutiva,

apareciendo como consecuencia de la persistencia de los linajes mitocondriales materno y

paterno en un mismo individuo, como en algunos bivalvos (Hoeh y col. 1991).

El primer intento de búsqueda de diferencias de secuencia entre tejidos de un mismo

individuo en humanos fue realizado por Monnat y Reay en 1986. Los autores aislaron y

secuenciaron un total de 121 clones conteniendo fracciones codificante y no codificante de

ADNmt extraído de cerebro, corazón, hígado, riñón y músculo esquelético de dos personas.

Tras analizar un total de 17.600 pb, sólo una diferencia intraindividual fue encontrada al

comparar secuencias de diferentes tejidos: uno de diez clones obtenidos a partir de tejido

hepático en uno de los individuos fue portador de la mutación GA en la posición 94.

Estos  resultados  y  otros  similares  (Monnat  y  Loeb  1985,  Bodenteich  y  col.  1991)

establecieron la expectativa de que la mayoría  de los individuos serían homoplásmicos.

Como  bien  dicen  Holland  y  Parsons  (1999),  la  enorme  cantidad  de  información

nucleotídica  generada  para  estudios  genético-poblacionales  y  evolutivos  fueron

sistemáticamente interpretados asumiendo homoplasmia, y las posiciones de composición

dudosa  fueron informadas  como ambigüedades  de origen desconocido.  La  aparición  de

nuevas tecnologías de secuenciación resolvió parcialmente esta situación al permitir una

mejor distinción entre artefactos metodológicos y heteroplasmia. 

Unos de los primeros ejemplos de esta segunda etapa involucró un caso forense de

gran repercusión: la identificación de los restos de la familia real rusa y sus acompañantes

(Gill y col. 1994). Tras obtener evidencia de heteroplasmia para la posición 16169 mediante

secuenciación automática de un conjunto de moléculas mitocondriales obtenidas mediante

RCP a partir  de los  presuntos  restos  del  zar  Nicolás  II,  la  secuenciación  individual  de

múltiples clones de la RHV-I permitió demostrar que las bases C y T estaban presentes en

una proporción 4:1 en dicha posición. Aunque las secuencias control obtenidas a partir de

muestras de dos parientes vivos por vía materna del Zar sólo mostraron T en el trabajo

original  (Gill  y  col.  1994),  en  otro  posterior  se  informó  la  presencia  de  la  misma

heteroplasmia  C:T  para  esa  posición  en  el  Gran  Duque  de  Rusia  Georgij  Romanov,

hermano  del  Zar  (Ivanov  y  col.  1996).  En  los  últimos  años  varios  ejemplos  de

heteroplasmia para mutaciones de punto han sido informados (Comas y col. 1995, Bendall

y col. 1996, Howell y col. 1996a, Jazin y col. 1996, Mumm y col. 1997, Bendall y col.
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1997, Wilson y col.  1997, Parsons y col.  1997, Hühne y col.  1999, Grzybowski  2000,

Calloway y col. 2000, Tully y col. 2000, Sigurgardottir y col. 2000). 

La  aplicación  de  técnicas  experimentales  muy  sensibles  ha  permitido  detectar

niveles de heteroplasmia de punto de hasta el 1% en la Región Control, y demostrar que

entre el 11 y el 14 % de las muestras ensayadas eran portadoras de al menos dos variantes

para alguna posición (Calloway y col. 2000, Tully y col. 2000). 
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ADN mitocondrial y evolución humana

3.1-  Los  primeros  estudios:  análisis  de  baja  resolución  mediante  PLFR  y

electroforesis.

Los primeros estudios de la variabilidad nucleotídica del ADNmt en seres humanos

se realizaron en 1980, utilizando Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción

(PLFR). El ADN total o la fracción mitocondrial era obtenido a partir de sangre, plaquetas

o placentas, digerido con una o varias enzimas de restricción y luego analizado mediante

electroforesis. Las variaciones en los tamaños de los fragmentos resultantes de la digestión

eran  interpretados  como  resultantes  de  la  presencia  o  ausencia  variable  de  sitios  de

reconocimiento para las enzimas, a su vez consecuencia de mutaciones de punto que podían

crearlos o destruirlos. Dado que la posición de los sitios polimórficos no podía ser mapeada

con precisión,  y que el  tamaño de los fragmentos era estimado aproximadamente,  estos

estudios son considerados de baja resolución.

Brown (1980) analizó 21 individuos de diversos orígenes geográficos y “raciales”

(sic)  mediante  la  técnica  PLFR con  18  enzimas  de  restricción.  Siete  de  estas  dieron

patrones de corte idénticos en todas las muestras, pero la combinación de los patrones para

las restantes  11 permitió  diferenciar  cada uno de los individuos.  Todos los patrones de

digestión fueron compatibles con la pérdida o ganancia de un sitio de reconocimiento para

las enzimas, y por ende las diferencias observadas pudieron interpretarse como mutaciones

de punto que afectaron tales sitios.

Denaro  y  col.  (1981)  aplicaron  PLFR utilizando  sólo  la  enzima  HpaI  en  una

muestra de 235 individuos pertenecientes a 5 grupos étnicos, hallando un total de 6 patrones

de restricción,  llamados morfos.  La observación más interesante provino del hallazgo de

que uno de los patrones, el morfo I-3, estuvo presente con una frecuencia de 85.7 % entre

los 133 africanos (Pigmeos, Bantu, y San) pero ausente en 48 Orientales y 54 Caucasoides

de orígenes múltiples. El morfo I-3 había sido descripto por Brown (1980) en 2 de 4 afro-

americanos  de  su  muestra  de  21  individuos,  y  hoy  sabemos  que  se  caracteriza  por  la

ganancia de un sitio  HpaI en posición 3592 de la Secuencia de Referencia de Cambridge

(SRC). 
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Un protocolo normalizado utilizando  PLFR con 5 o 6 enzimas  fue utilizado en

varios laboratorios a lo largo de los 1980s (v.g. Johnson y col. 1983, Scozzari y col. 1988,

Santachiara-Benerecetti y col. 1988), resultando en la acumulación de un corpus de >3.000

individuos analizados, provenientes de 62 poblaciones.

Un  enfoque  más  informativo  fue  empleado  por  Cann  y  col.  (1987),  quienes

utilizaron una batería de 12 enzimas de restricción para analizar 147 muestras de ADNmt

de múltiples orígenes étnico-geográficos. Sobre un total de 467 sitios de reconocimiento

independientes, encontraron 195 polimórficos, que permitieron diferenciar 133 haplotipos.

El análisis filogenético de estos haplotipos llevó a los autores a proponer un origen africano

y reciente para el hombre moderno.

3.2- Amplificación enzimática: RCP-PLFR de alta resolución y secuenciación

de regiones hipervariables.

El desarrollo de la  Reacción en  Cadena de la  Polimerasa (RCP) contribuyó a los

estudios  de  PLFR al  permitir  la  amplificación  de  fragmentos  de  tamaño  y  ubicación

conocidos. El empleo de fragmentos relativamente pequeños y de geles para electroforesis

de muy buena resolución facilitó el mapeo de sitios polimórficos, de allí que estas técnicas

suelan denominarse  PLFR de alta resolución. La  RCP también permitió el desarrollo de

los marcadores mitocondriales más utilizados hasta la actualidad en estudios evolutivos y

forenses: la secuencia de una o ambas Regiones Hipervariables (RHV). Al momento se han

publicado y/o depositado en bancos de datos más de 25.000 secuencias de la RHV-I. 

La  descripción  y  primera  aplicación  de  las  RHV-I  y  RHV-II  en  estudios  de

poblaciones humanas involucró su secuenciación en 82 individuos de distinta procedencia,

61 de los cuales eran africanos (Vigilant y col. 1989). En un segundo trabajo, el mismo

grupo  de  investigadores  secuenció  y  analizó  filogenéticamente  ambas  regiones  en  189

individuos  de  todo  el  mundo  (Vigilant  y  col.  1991),  reeditando  así  el  enfoque  -y  las

conclusiones- de Cann y col. (1987) con una nueva estrategia experimental. 

Douglas Wallace y su grupo utilizaron ampliamente la técnica de  RCP-PLFR  de

alta resolución, combinándola en ocasiones con la secuenciación de la RHV-I en linajes

seleccionados.  Desarrollaron un protocolo que involucraba la amplificación del total  del

ADNmt en 9 fragmentos parcialmente superpuestos y su digestión con 14 enzimas, y lo

aplicaron al estudio de individuos provenientes de poblaciones de todos los continentes:

Asia (Ballinger y col. 1992, Torroni y col. 1993a, Torroni y col. 1994a, Schurr y col. 1999),
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América (Torroni y col. 1993b, Torroni y col. 1994b, Torroni y col. 1994c, Huoponen y

col. 1997), Europa (Torroni y col. 1994d, Torroni y col. 1996), África (Chen y col. 1995,

Chen  y  col.  2000)  y  Oceanía  (Huoponen  y  col.  2001).  La  aplicación  uniforme  de  un

enfoque experimental a una gran cantidad de muestras de orígenes tan diversos permitió

cuantificar  la  diversidad  mitocondrial  relativa  existente  en  los  diferentes  continentes,

revelar  la  existencia  de una jerarquía  de clados región-  o población-específicos,  definir

haplogrupos (grupos de descendencia común), y apoyar la hipótesis de un origen africano

del hombre moderno (Wallace y col. 1999).

3.3-  Refinando  la  filogenia  del  ADNmt:  de  la  secuenciación  de  algunas

regiones codificantes a la secuenciación de genomas completos.

El protocolo de RCP-PLFR empleado por el grupo de Wallace en poblaciones de

todos los continentes puso en evidencia la existencia  de diferentes jerarquías de grupos

monofiléticos  de  linajes  mitocondriales.  Los  grupos  de  mayor  jerarquía  fueron

denominados  haplogrupos,  y  demostraron  tener  una  distribución  étnico-geográfica

específica.  Este  método,  aunque  muy  informativo,  sólo  analiza  alrededor  del  20% del

genoma, por lo que no siempre se pudieron asignar todos los linajes de una población a

algún haplogrupo definible en base a una combinación de sitios de restricción polimórficos.

En los estudios iniciales de nativos americanos, por ejemplo, el 95 % de los linajes resultó

asignable a uno de cuatro haplogrupos, designados A, B, C, y D (Torroni y col. 1993b,

1994b, 1994c). Pero la aplicación  de este enfoque a Europa permitió discriminar sólo dos

tercios de los linajes mitocondriales en los cuatros haplogrupos H, I, J y K (Torroni y col.

1994d). El estudio de una segunda muestra  europea con el agregado de tan sólo cuatro

PLFRs permitió a Torroni y col. (1996) reconocer otros 5 haplogrupos (T, U, V, W y X) y

asignar el 99% de los linajes a grupos monofiléticos. 

Ha  sido  ampliamente  demostrado  que  ciertas  mutaciones  del  ADNmt  son

patogénicas (Wallace 1994), y se ha sospechado una etiología mitocondrial para numerosas

enfermedades, lo que ha llevado a varios autores a secuenciar total o parcialmente el ADN

mitocondrial  en  busca  de  variantes  putativamente  responsables  de  las  patologías  (por

ejemplo Chagnon y col. 1999). Las secuencias así generadas han resultado ser una valiosa

fuente  de  información  para  los  investigadores  interesados  en  la  evolución  del  ADNmt

humano. Una de las primeras aplicaciones de esta información fue en el refinamiento del

árbol evolutivo de los linajes mitocondriales de Europa y Medio Oriente (Macaulay y col. 
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Figura 2. Reproducción de la figura 4 en Macaulay y col. (1999). Árbol coalescente esquemático del ADNmt enraizado con la secuencia neandertal de
Krings y col. 1997. Las mutaciones se indican por la posición del nucleótido involucrado seguido de la base derivada (en caso de transiciones) o de la
base ancestral y la derivada (en caso de transversiones). Las mutaciones que generan ganancias o pérdidas de sitios de restricción en el sistema de 14
enzimas “extendido” se indican entre paréntesis; si la mutación responsable es desconocida sólo se indica el  PLFR. Las mutaciones recurrentes están
subrayadas. Los nombres de los grupos naturales reconocidos (sub-haplogrupos, haplogrupos y súper-haplogrupos) se indican en la base de la figura.
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1999).  Correlacionando  los  polimorfismos  de  la  Región  Control  y  de  las  regiones

codificantes secuenciados en una muestra de alemanes (Hofmann y col. 1997) con otras

secuencias de la RHV-I (Richards y col. 1996), los análisis de PLFR de alta resolución

(Torroni y col. 1996) e información molecular generada durante ese trabajo, los autores

pudieron  resolver  las  relaciones  filogenéticas  entre  los  diferentes  componentes  de  la

diversidad mitocondrial de Eurasia occidental. Definieron haplogrupos y sub-haplogrupos

en base a combinación de PLFR y mutaciones de punto de las RHV y de las regiones

codificantes,  y  propusieron  la  primer  filogenia  del  ADNmt  humano  basada

simultáneamente en polimorfismos de las RHV y regiones codificantes, reproducida aquí

en la Figura 2.

Entre  1988 y 1999 se publicaron 93 secuencias  mitocondriales  completas  o casi

completas  en  29  trabajos  (Tabla  A1 en  Anexo).  Dos  secuencias  fueron obtenidas  para

estudios evolutivos (Horai y col. 1995, Arnason y col. 1996), y las demás correspondieron a

pacientes  o  controles  en  estudios  de  patologías  de  presunta  etiología  mitocondrial.  La

obtención de secuencias completas para estudios en el campo de la Genética Médica ha

continuado desde entonces, pero a partir del año 2000 comenzaron a publicarse trabajos en

los que se analizaban gran cantidad de secuencias completas o casi completas obtenidas

exclusivamente  para  estudios  evolutivos  y  forenses,  como  las  de  los  haplogrupo  U-K

(Finnilä y col. 2000) y T-J en fineses (Finnilä y Majamaa 2000), o las de múltiples orígenes

como en  Ingman y col. (2000), Maca-Meyer y col. (2001) y Herrnstadt y col. (2002), entre

otros (Tabla 1).

La disponibilidad  de gran cantidad de linajes mitocondriales  completos  permitió

tanto  reconstruir  con  precisión  la  genealogía  de  determinados  sub-haplogrupos  (por

ejemplo Maca-Meyer y col. 2003), como definir la existencia de nuevos haplogrupos, sub-

haplogrupos y súper-haplogrupos (por ejemplo Kivisild y col. 2002, Kong y col. 2003a). En

poco  más  de  20  años  hemos  pasado  de  inferir  la  existencia  de  linajes  mitocondriales

específicos de una región geográfica o grupo étnico determinado mediante análisis de baja

resolución (Denaro y col. 1981) a  contar con una filogenia absoluta del ADNmt humano

basada en más de 1000 secuencias completas (Ruiz-Pesini y col. 2004). 
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Tabla 1. Secuencias mitocondriales completas publicadas desde 2000 en estudios
evolutivos, forenses y otros.

Haplogrupos N Origen Cobertura Referencia

varios 192 Finlandia completa
Finnilä y col. 2000, 2001a-b,

Finnilä y Majamaa 2001

varios 53 múltiple completa Ingman y col. 2000

L2 4 África completa Torroni y col. 2001

varios 42 múltiple completa Maca-Meyer y col. 2001

varios 560 múltiple
sólo región
codificante

Herrnstadt y col. 2002

D 37
Esquimales y

Aleutianos
completa Derbeneva y col. 2002

U6 11 África del Norte completa Maca-Meyer y col. 2003

varios 48 múltiple completa Mishmar y col. 2003

varios 48 Asia Oriental completa Kong y col. 2003a

varios 52 múltiple completa Ingman y col. 2003

X 5 múltiple completa Reidla y col. 2003

varios 241 múltiple completa Coble y col. 2004

Total 1293    
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ADN mitocondrial y el Poblamiento Humano de América

Los estudios de ADNmt en nativos americanos han sido realizados con una gran

variedad de enfoques y objetivos, y la literatura acumulada sobre el tema es extensa. En lo

que  sigue  se  revisan  y  discuten  trabajos  que  han  contribuido  al  conocimiento  de  la

diversidad de haplogrupos mitocondriales presentes en el continente antes de las profundas

transformaciones iniciadas en 1492.

4.1- De los estudios iniciales al primer consenso

El  primer  estudio  poblacional  de  polimorfismos  mitocondriales  que  incluyó  una

muestra de aborígenes americanos fue el de Johnson y col. (1983), quienes analizaron 30

Warao  de  Venezuela  y  otros  170  individuos  de  origen  europeo,  asiático  y  africano.

Utilizando un protocolo de  PLFR con las enzimas  HpaI,  BamHI,  HaeII,  MspI y  AvaII,

diferenciaron  35 haplotipos  en  los  200 individuos.  Aunque los  Warao no pudieron  ser

analizados para HaeII por razones metodológicas, el empleo de las otras 4 enzimas resultó

en el hallazgo de un único haplotipo, que además fue el más común entre los europeos y

asiáticos,  reuniendo el  50% de la muestra.  Con este temprano enfoque experimental,  el

ADNmt  de  los  indígenas  americanos  resultó  monomórfico  e  indistinguible  del  de  la

mayoría de los europeos y asiáticos.

Las afinidades asiáticas del ADNmt americano fueron expuestas por Wallace y col.

(1985) al analizar una muestra de 74 individuos de la comunidad indígena de Río Gila

(Arizona, E.U.A.). Empleando el mismo protocolo de PLFR que Johnson y col. (1983) con

el  agregado  de  HincII,  informaron  la  presencia  de  un  polimorfismo  para  esta  enzima,

llamado  morfo  6,  en  el  43% de  la  muestra.  Consistente  en  la  pérdida  de  un  sitio  de

reconocimiento  para  HincII,  esta  variante  era  desconocida  en  poblaciones  europeas  y

africanas, y había sido previamente informada para sólo 1 de 55 asiáticos orientales por

Blanc y col.  (1983).  Tan radical  diferencia  en las frecuencias  para este marcador  entre

asiáticos y americanos llevó a los autores a proponer la existencia de un efecto fundador en
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las  poblaciones  amerindias.  Hoy  sabemos  que  este  marcador  asiático-americano  es

-13259o2, que define el haplogrupo C (Torroni y col. 1992). 

Schurr y col. (1990) confirmaron la presencia del haplogrupo C y describieron la

existencia de otros marcadores asiáticos entre los Pima, Maya y Ticuna. Maya y Ticuna

fueron analizados como en Wallace y col. (1985), y además las tres poblaciones fueron

estudiadas  mediante  RCP-PLFR:  se  amplificaron  12  fragmentos  del  ADNmt,  y  se

analizaron  unos  60  sitios  polimórficos  para  11  enzimas,  muchos  de  los  cuales  habían

demostrado ser específicos de poblaciones asiáticas en estudios previos. La combinación de

la deleción de 9 pares de bases de la Región V con 11 sitios de restricción polimórficos

permitió distinguir 14 haplotipos3 en los 99 individuos. Es este trabajo donde se informa por

primera vez la existencia, en nativos americanos, de los marcadores asiáticos +663e2 y Del

9pb2, que definen lo que hoy conocemos como haplogrupos A y B, respectivamente.

En 1992, Douglas Wallace y su grupo aplicaron por primera vez el protocolo de

RCP-PLFR de alta resolución en poblaciones asiáticas (con 18 enzimas, Ballinger y col.

1992) y americanas  (con 14 enzimas,  Torroni  y  col.  1992).  El  análisis  de  167 nativos

americanos resultó en la descripción de 50 haplotipos, 48 de los cuales reunieron al 98% de

los  individuos  y  segregaron  en  cuatro  grupos  monofiléticos  de  linajes  denominados

haplogrupos A, B, C y D. Los otros dos haplotipos, presentes en tres individuos, fueron

interpretados  como  introgresiones  de  probable  origen  europeo.  Las  mutaciones

involucradas  en  los  polimorfismos,  y  la  combinación  de  estos  que  definen  a  los

haplogrupos A-D se muestran en la Tabla 2. El haplogrupo A posee +663e, el haplogrupo B

se caracteriza por la presencia de Del 9pb, el haplogrupo C es definido por la co-ocurrencia

de -13259o y +13262a mientras que el haplogrupo D tiene -5176a. Los haplogrupos C y D

se diferencian de A, B y la Secuencia de Referencia por la posesión de +10394c y +10397a.

Estos  resultados  fueron confirmados  en un estudio más amplio  del  mismo grupo

(Torroni y col. 1993b), donde se analizaron 216 individuos mediante RCP-PLFR con 14

enzimas, y se secuenciaron las RHV-I de 38 aborígenes americanos y 11 asiáticos

2 Los sitios polimórficos se señalan en negrita, con la abreviatura normalizada utilizada en la literatura (Cann

y col. 1987). La deleción de 9 pares de bases en la Región V es indicada como Del 9pb. Para los sitios de

restricción un número indica la posición de la base 5´del sitio de reconocimiento para la enzima, el prefijo +/-

indica la ganancia o pérdida del sitio respecto de la SRC, y la letra del sufijo refiere a la enzima de restricción

involucrada.  a=AluI;  b=AvaII;  c=DdeI;  e=HaeIII;  f=HhaI;  g=HinfI;  h=HpaI;  i=HpaII;  j=MboI;  k=RsaI;

l=TaqI; m=BamHI; n=HaeII; o=HincII; p=PstI; q=PvuII; r=XbaI; s=XhoI
3 El término haplotipo fue acuñado a partir del inglés  haploid genotype  por Ceppellini y col. (1967), y se

aplica a toda  combinación de posiciones polimórficas ligadas. En el caso del ADNmt puede designar tanto

una secuencia de la RHV como a un conjunto de PLFR.
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Tabla 2. Combinación de polimorfismos que definen los haplogrupos A-D,
y mutaciones que los originan.

Haplogrupos3

PLFR / Indel1 Mutación2 A B C D

663e 663*G ..+.. − − −

Del 9pb deleción 9 pb en Región V − ..+.. − −

13259o/13262a 13263*G + + ..−.. +

5176a 5178*A + + + ..−..

10394c 10398*G − − ..+.. ..+..

10397a 10400*T − − ..+.. ..+..

(1) PLFR o indel involucrado en la definición de haplogrupos; (2) mutación que define los polimorfismos, se

indican  los  alelos  derivados respecto  de SRC; (3)  Presencia  o ausencia  de determinado polimorfismo se

indican con + o -, respectivamente. Se resaltan los cambios respecto de la SRC.

orientales  representativos  de  los  haplogrupos  A-D.  La  disponibilidad  simultánea  de

haplotipos de  PLFR/indel y secuencias de RHV-I permitió testear la utilidad de ambas

fuentes de información para diferenciar haplogrupos, y puso en evidencia la correlación

entre  ambas.  Tanto  los haplotipos  basados en sitios de restricción  como las  secuencias

segregaron  mayoritariamente  en  los  cuatro  haplogrupos  A-D,  con  la  excepción  de  las

secuencias D, que no formaron un grupo definido (Fig. 4 en Torroni y col. 1993b). Tres

haplotipos presentes en seis individuos no fueron atribuibles a alguno de los haplogrupos

A-D en base a  PLFR, y por ser similares a los descriptos previamente en Torroni y col.

(1992) fueron considerados de probable origen europeo.

Una ratificación independiente de la existencia de cuatro haplogrupos que reúnen a

la mayoría de los linajes maternos presentes en América provino de los estudios de Horai y

col.  (1993)  y  Ginther  y  col.  (1993),  quienes  secuenciaron  diferentes  fragmentos  de  la

Región  Control  y  analizaron  la  Del  9pb.  En  el  primero  de  los  estudios  se  obtuvieron

secuencias de la porción 5´de la Región Control mientras que en el otro se secuenciaron

ambas RHVs. El análisis filogenético de las secuencias obtenidas para 72 individuos por

Horai y su grupo permitió asignar 70 de ellos a uno de cuatro grupos distintos. Los dos

individuos restantes fueron portadores de secuencias alóctonas, de afinidades europeas en

un chileno, y africanas en un brasileño. Por otra parte, las secuencias de los 60 Mapuches

estudiados por Ginther y col. también segregaron en cuatro grupos. En ambos trabajos, y
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para los fragmentos  comparables,  los grupos de secuencias estuvieron definidos por las

mismas  posiciones  polimórficas  detectadas  en  los  haplogrupos  A-D  de  los  nativos

americanos por Torroni y col. (1993b).

Un primer consenso pareció emerger de los estudios de tres grupos de investigación

independientes  en  varias  poblaciones  Na-dené  y  Amerindias:  más  del  98%  de  los

individuos  analizados  eran  asignables  a  uno  de  cuatro  grupos  monofiléticos  de  linajes

mitocondriales con claras afinidades asiáticas, y el restante 2% podía ser interpretado como

introgresión  post-colombina de origen europeo o africano.

4.2- Un quinto haplogrupo mitocondrial en América

Los trabajos de secuenciación y análisis filogenético de la RHV-I realizados por el

grupo de Ryk Ward con muestras de tres poblaciones norteamericanas también resultaron

en la distinción de cuatro grupos de secuencias (Ward y col. 1991, 1993), más su definición

molecular corresponde sólo parcialmente con  la de los grupos detectados por Torroni y col.

(1993b),  Horai  y  col.  (1993)  y  Ginther  y  col.  (1993).  Tres  de  los  agrupamientos  de

secuencias son homólogos a los haplogrupos A, B y C; un cuarto grupo está formado por

secuencias exclusivas de los estudios de Ward y su grupo (tabla 3). Al igual que en caso de

Torroni y col. (1993b), el análisis filogenético empleado por Ward y col. impidió reconocer

como  un  grupo  válido  a  las  numerosas  secuencias  del  haplogrupo  D presentes  en  las

poblaciones estudiadas. 

Bailliet y col. (1994) analizaron las cuatro mutaciones que definen los haplogrupos

A-D en una muestra de 109 amerindios, hallando que 103 eran asignables a alguno de los

haplogrupos  A-D,  y  propusieron   que  algunos  de  los  linajes  no  asignables  a  A-D  en

América podían ser de origen asiático, en oposición a las interpretaciones de Torroni y col.

(1993). Además, en su reanálisis de la literatura notaron las analogías y discrepancias en la

definición molecular de los haplogrupos en base a posiciones de la RHV-I (Tabla 3), y

concluyeron que en América era posible detectar 5 haplogrupos mitocondriales en base a

polimorfismos de la RHV-I. Esta temprana y acertada interpretación de la diversidad de

haplogrupos presentes en América fue reconocida y validada en una crítica de la aplicación

de  métodos  filogenéticos  tradicionales  al  análisis  de  variabilidad  mitocondrial

intraespecífica por Bandelt y col. (1995).

Tabla 3. Haplotipos de la RHV-I y correlación entre las nomenclaturas para los
haplogrupos mitocondriales en Amerindios.
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Torroni Horai Ward Ginther RHV-I1

h
ap

lo
gr

u
p

os

A III II 4 223 290 319 362

B I IV 1 189 217

C IV III 2 223 298 325 327

D II no detectado2 3 223 325 362

Ausente3 Ausente3 I Ausente3 223 278

Referencias originales en el texto. (1) Posiciones variables en el fragmento 16129-16362 de la SRC. Todos los

cambios son transiciones, las posiciones en SRC se indican restando “16.000”; (2) Secuencias presentes en el

estudio pero no detectadas como un grupo en el análisis filogenético; (3) Secuencias del haplogrupo I sensu

Ward no fueron halladas en los demás estudios.

El  quinto  haplogrupo reconocido  por  Bailliet  y  col.  (1994)  entre  las  secuencias

obtenidas por Ward y sus colegas fue denominado X por Forster y col. (1996) y Torroni y

col.  (1996),  quienes  además  informaron  que  podía  ser  definido  por  la  presencia  del

marcador  -1715c en  un  contexto  -10394c /-10397a.  Esta  definición  de  X  permitió

reinterpretar  como  autóctonos  a  la  mayoría  de  los  haplotipos  non-A-D  publicados  en

Torroni y col. (1992, 1993b). 

4.2.1- Distribución étnico-geográfica del haplogrupo X

Antes  de  su  reconocimiento  formal  como  un  haplogrupo  mediante  PLFR y

haplotipo de la RHV-I por Forster y col. (1996), el haplogrupo X había sido descripto en

Navajos  y  dos  poblaciones  amerindias  (Tabla  4).  Su  presencia  en  Europa  había  sido

informada  tempranamente  (Torroni  y  col.  1994d),  aunque  no fue  reconocido  como  un

grupo monofilético en esas poblaciones hasta el análisis de PLFR y secuencias de la RHV-

I de Torroni y col. (1996). Desde entonces ha sido informado en numerosas poblaciones

americanas  (Tabla  A2 en  Anexo),  e  incluso  su presencia  ha  sido  confirmada  mediante

estudios de ADN antiguo en amerindios de E.U.A (Stone y Stoneking 1998, Malhi y Smith

2002, Malhi y col. 2004). Hasta el momento, el haplogrupo X parece estar confinado a 

Tabla 4. Distribución de haplotipos atribuibles al haplogrupo X en poblaciones 
americanas antes de 1996.
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Población N1 X2 Nomenclatura3 Referencia

Nuu-Chah-Nulth 63 7 HVR # 1-4   Ward y col. 1991

Navajo 48 2 AM29   Torroni y col. 1992

Ojibwa 28 7 AM29, AM74-AM76   Torroni y col. 1993b

Yakima 42 2 HVR # 1   Shields y col. 1993

(1)  Tamaño  de  la  población  analizada;  (2)  Cantidad  de  individuos  asignables  a  X;  (3)  Designación  del

haplotipo en la referencia.

poblaciones norteamericanas.

Una  distribución  geográfica  disyunta  en  Eurasia  Occidental  (Europa  y  Medio

Oriente)  y  América,  sumada  a  su  aparente  ausencia  en  poblaciones  del  este  asiático  y

Siberia llevó a Brown y col. (1998) a proponer un probable origen euro-asiático, pero no-

mongoloide, para el haplogrupo X en nativos americanos. 

Mientras  que  Derenko  y  col.  (2001)  proveyeron  la  primera  evidencia  de  X  en

poblaciones mongoloides al informar su presencia en 7 de 202 Altai de Siberia, Reidla y

col.  (2003) confirmaron la  restringida  presencia  de X en poblaciones  centro-asiáticas  y

siberianas, y expandieron el rango geográfico de X al demostrar que también se halla en

poblaciones del norte y este africano. 

Reidla  y  col.  (2003)  también  suministraron  una  definición  molecular  de  alta

resolución al describir la coexistencia de cuatro mutaciones en la región codificante de 21

secuencias completas del haplogrupo X, y luego identificaron estas cuatro variantes en 175

individuos, sobre un total de >13.000 analizados para 66 poblaciones de Europa, Asia y

África. Un análisis de alta resolución de estos linajes X, junto a los ya descriptos en la

literatura,  permitió  a  los autores  sugerir  que las secuencias  X presentes  en poblaciones

mongoloides del Viejo Mundo derivarían de introgresión reciente de origen euroasiático

occidental.  Contra lo esperado, las secuencias del haplogrupo X presentes en Siberia no

estarían cercanamente emparentadas con las halladas en poblaciones americanas.
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4.3- ¿Hay evidencia de más de 5 haplogrupos mitocondriales en América?

4.3.1-  Linajes  X6  y  X7:  un  enfoque  afilogenético  y  varios  problemas

metodológicos.

Tras  analizar  una  población  yanomama  mediante  PLFR/indel (N=83)  y

secuenciación  de  ambas  RHV  (N=50),  D.  Andrew  Merriwether  y  sus  colaboradores

propusieron  la  existencia  de  dos  nuevos  haplogrupos  denominados  X6 y  X7,  tanto  en

América (Easton y col. 1996) como en Asia (Merriwether y col. 1996). Definieron X6 y X7

como aquellos linajes que presentan la combinación +10394c/+10397a en ausencia de los

cuatro  marcadores  que  caracterizan  a  los  haplogrupos  A-D.  La  presencia  de  16517e

distingue X6 de X7. La coexistencia de +10394c y +10397a define el súper-haplogrupo M,

al que pertenecen los haplogrupos C, D, G, Q, Z, M1, M7-M11 y otros (Ballinger y col.

1992, Torroni y col. 1994a, Forster y col. 2001, Kivisild y col. 2002, Kong y col. 2003a).

Inicialmente  considerado  un  marcador  restringido  a  poblaciones  de  origen  mongoloide

(Wallace 1995), fue luego detectado en la India y el este africano (Passarino y col. 1996,

Quintana-Murci y col. 1999). 

La presencia de 10 linajes no asignables a A-D ni a X pero atribuibles a M entre los

83 Yanomama podría interpretarse como evidencia de la existencia, en América, de otros

haplogrupos probablemente asiáticos, no detectados previamente. Sin embargo, al analizar

las secuencias de las RHV sin tener en cuenta su status para los PLFR queda en evidencia

que todos los linajes de los Yanomama caen dentro del rango de variación conocido para

haplotipos de la RHV-I de los haplogrupos B, C o D (Tabla 3), lo que arroja dudas acerca

de  la  validez  experimental  y  filogenética  de  X6 y  X7.  Es  importante  destacar  que  las

secuencias obtenidas por Easton y col. (1996) son excepcionales por varias razones: 

a) muchas posiciones son indeterminadas;

b) para un total  de 53 posiciones variables se informaron 25 con transversiones,

siendo  este  conteo  una  subestimación  ya  que  dos  posiciones  presentaron  dos  tipos  de

transversión, y varias transversiones se repiten en secuencias de diferentes haplogrupos. La

razón 1:1 entre transiciones y transversiones informada en este trabajo se aleja del patrón

15:1 descripto para la Región Control (Vigilant y col. 1991, Tamura y Nei 1993); 
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c) para ninguna de las secuencias RHV-II del haplogrupo C se informa la deleción

del nucleótido 249, universal en el haplogrupo C, ni la doble deleción de las posiciones

290-291, de presencia constante en secuencias C americanas.

Algunos de estos errores fueron advertidos y corregidos en una re-secuenciación de

las  muestras  informada en Merriwether  y  col.  (2000),  donde también  se reinterpretó  el

status de  X6 y  X7.  En este  segundo trabajo  se analizaron  otros  111 Yanomama,  pero

ninguno fue atribuido a X6 o X7. 

Habiendo notado que las secuencias tipificadas como X6 (N=7) o X7 (N=3) en los

Yanomama son muy afines o indistinguibles de secuencias C y D,  presentes en Yanomama

y otros Amerindios, los autores propusieron que X6 y X7 derivarían de linajes C (N=1) y D

(N=9) que habrían sufrido reversiones de sus sitios de restricción específicos. 

Esta interpretación es potencialmente aceptable sólo para el caso de la secuencia

YanHap37 (Merriwether y col. 2000), asignada a X7 y atribuible a C, que habría sufrido

reversión de la transición 13263 que define al marcador  -13259o/+13262a. Otros trabajos

han informado la presencia de linajes C con reversión del sitio diagnóstico. Torroni y col.

(1993b) consideraron como un C revertiente  para  -13259o/+13262a al  haplotipo  AM83

presente en un Makiritare,  que compartió otro polimorfismo con varios haplotipos C de

diferentes  poblaciones  amazónicas,  interpretación  que  se  vio  confirmada  con  la

secuenciación de la RHV en ese individuo (resultados no publicados de Schurr y Brown,

citados  en  Schurr  y  col.  1999).  En  varias  poblaciones  indígenas  colombianas  se  han

detectado linajes non-A-D mediante RCP-PLFR/indel, cuyas secuencias RHV-I han sido

atribuidas mayoritariamente al haplogrupo C (resultados no publicados de Ruiz Linares,

citados en Mesa y col. 2000). Y en un estudio de 681 individuos pertenecientes a 25 etnias

de Colombia, Keyeux y col. (2002) hallaron que 661 (97%) eran atribuibles a ABCD en

base  a  PLFR/indel,  y  que  18  de  los  20  restantes  eran  portadores  de  la  combinación

+10394c/+10397a, por lo que probablemente también representen nuevos muestreos de un

linaje C revertiente  relativamente  frecuente  en grupos étnicos  del  norte  de Sudamérica.

Finalmente, la existencia de linajes C revertientes para -13259o/+13262a no está restringida

a América del Sur, ya que Smith y col. (1999) han informado un Cherokee sin el sitio de

restricción pero con la RHV-I típicos de C. En resumen, hay múltiples evidencias de la

existencia  de  secuencias  C  revertientes  para  el  sitio  diagnóstico  del  haplogrupo  en

poblaciones norte- y sud-americanas. 

52



Tabla 5. Secuencias del haplogrupo D en Yanomama.

# Haplotipo1 RHV-I2 PLFR3 Referencia

1 YanHap 23  179A 223 256 325 353 362 D1  Merriwether y col. 2000

2 YanHap 25  179A 223 256 325 353 D1  Merriwether y col. 2000

3 YanHap 24  256 325 353 362 X7  Merriwether y col. 2000

4   D2  179A 223 325 353 362 indet.  Williams y col. 2002

4   S10  179A 223 325 353 362 D2  Santos y col. 1996

5 YanHap 26  104G 294 325 362 D2  Merriwether y col. 2000

6 YanHap 27  104A 294 325 362 D2, X6  Merriwether y col. 2000

7 YanHap 29  043 104G 294 325 X6  Merriwether y col. 2000

8  D1  104G 294 302 325 362 indet.  Williams y col. 2002

9 44  104A 294 362 D2  Torroni y col. 1993b

10 YanHap 28  110 294 325 362 D2  Merriwether y col. 2000

11 YanHap 30  092 223 234 309 325 362 D2, X6  Merriwether y col. 2000

12 YanHap 32  092 223 309 325 362 X6  Merriwether y col. 2000

13 YanHap 31  223 234 309 325 362 D2  Merriwether y col. 2000

14 YanHap 33  223 325 355 362 D2  Merriwether y col. 2000

15 YanHap 34  223 325 362 D2  Merriwether y col. 2000

15 YanHap 35  223 325 362 D2  Merriwether y col. 2000

Las secuencias #15, YanHap 34 y YanHap 35, son indistinguibles en la referencia. 

(1) Designación en la referencia;  (2) Posiciones variables en la RHV-I,  las mutaciones se indican por su

posición en SRC restando “16.000”, para las transversiones se especifica a continuación la base derivada; (3)

Status para D1/D2/X6/X7; información no disponible para las secuencias de Williams y col. (2002); D1 se

diferencia de D2 por poseer 16517e.

Por otra parte, una reversión de la mutación que define el haplogrupo D es poco

probable,  ya  que la  pérdida del  sitio  de reconocimiento  para  AluI  en posición 5176 es

consecuencia de la transversión CA en posición 5178. Para recuperar el sitio 5176a sería

necesario invocar la ocurrencia de una segunda transversión, esta vez AC, en la misma

posición. Si bien el grado de homoplasia en el ADNmt es alto, las transiciones son unas 10

veces más frecuentes que las transversiones (observaciones personales sobre 746 regiones

codificantes  completas),  por  lo  que  sería  altamente  improbable  suponer  que  dos

transversiones mutuamente cancelables ocurran en la misma posición. 

Una inspección de las secuencias D disponibles para Yanomama en la literatura

complica aún más la hipótesis de la reversión. En la Tabla 5 se listan estas secuencias, así
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como el status D1/D2/X6/X7 cuando esa información está disponible. En este conjunto es

posible distinguir 15 haplotipos (#1-15) en base a variantes de la RHV-I, que se reparten en

tres grupos muy divergentes, quedando dos secuencias aisladas:

    a) la secuencia #15 es la nodal para el haplogrupo D en amerindios;

    b) la secuencia #14 está a un paso mutacional de la #15;

    c) las secuencias #1-4 divergen de la nodal compartiendo la mutación 353 y, en menor

frecuencia, la transversión 179A y el cambio 256; en este grupo hay un haplotipo X7; 

    d)  las  secuencias  #5-10  comparten  294,  la  reversión  en  223,  y  usualmente  una

transversión CA o CG en posición 104; este grupo incluye dos haplotipos X6;

  e) las secuencias #11-13 poseen en común 309, y en la mayoría de los casos también

234;  dos haplotipos son X6.

Una representación gráfica de las relaciones filogenéticas entre estas secuencias se

puede ver  en la  Figura  3.  Las  secuencias  X6 y  X7 están  presentes  en los  tres  grupos

divergentes  reconocibles  en  las  secuencias  D  de  los  Yanomama,  y  cada  uno  de  los

haplotipos X6 o X7 se parece más a otros de su propio grupo que a las secuencias de los

demás grupos. La interpretación más parsimoniosa de esta distribución sería que el  status

X6/X7  ha  sido  adquirido  independientemente  a  partir  de  D  por  lo  menos  tres  veces.

Postular,  como hacen Merriwether  y  col.  (2000),  que las  secuencias  X6/X7 afines  a  D

serían consecuencia de la reversión del sitio diagnóstico para el haplogrupo D implicaría

estar  forzado a aceptar  que  tan improbable  cambio  haya  ocurrido  al  menos  tres  veces,

independientemente,  al  interior  de una pequeña población  amazónica.  Otra  explicación,

igualmente  improbable,  sería  la  de  postular  una  única  reversión  que  luego se asoció  a

distintos haplotipos en por lo menos dos eventos de recombinación. 

A todas  luces,  los  datos experimentales  de Merriwether  y  su equipo carecen de

integridad,  y  no  parece  inadecuado  sospechar  de  serios  errores  en  la  obtención,

almacenamiento  y/o  interpretación  de  la  información,  un  escenario  lamentablemente

frecuente en numerosos  estudios de ADNmt humano (Bandelt  y col.  2001, Röhl y col.

2001, Forster 2003, Yao y col. 2003b, Yao y col. 2004).

Figura 3.  Red de haplotipos de las secuencias D en Yanomama.
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Red obtenida mediante el algoritmo MJ en el programa NETWORK 4.1 (www.fluxus-engineering.com) sólo
en base a la variación en la RHV-I.  Cada círculo #1-15 representa una secuencia distinta. Las posiciones
variables se indican sobre las barras que separan los círculos, las posiciones recurrentes se subrayan. Los
rellenos  indican  status para  D1/D2/X6/X7:  D1,  blanco;  D2,  negro,  X6,  rayado  vertical;  X7  gris;
indeterminado, cuadriculado.

 4.3.2- El linaje “Cayapa”, una variante del haplogrupo D.

Rickards y col. (1999) estudiaron secuencias de la Región Control y la Del 9pb en

150 individuos de la etnia Cayapa de Ecuador, secuenciando ambas RHV en 30 individuos,

y sólo la RHV-I en otros 120. Mientras que el  77% (N=115) de las secuencias  fueron

atribuidas  a  los  haplogrupos A-C,  el  restante  23% (N=35) mostró  una  combinación de

polimorfismos desconocida en nativos americanos. La secuenciación de otros 20 individuos

afro-americanos de la misma región, así como de 20 españoles y 40 africanos, permitió a

los autores descartar un origen alóctono para estas secuencias. La combinación 223-241-

291-342-3624 fue constante en los 35 linajes, 28 de los cuales fueron además portadores de

301.  La  ausencia  de  esta  combinación  en  otras  poblaciones  americanas  conocidas,  su

notable divergencia nucleotídica, y ambiguas relaciones filogenéticas, llevaron a Rickards y

col. a postular que este linaje representaba una aparente evolución in situ, específica de los

Cayapa. 

Una distribución étnico-geográfica más amplia  y la asociación  definitiva  de estas

secuencias con el haplogrupo D mediante análisis de  PLFR corrió por cuenta de Bravi y

col. (1999), Green y col. (2000), Alves-Silva y col. (2000) y Moraga y col. (2000). 

4.4- Grupos naturales vs. grupos polifiléticos: utilidad del marcador 16517e.

Bailliet y col. (1994) propusieron que el sitio  16517e permite distinguir subtipos

dentro de los haplogrupos A, C y D. Denominaron A1, C1 y D1 a las variantes con 16517e,

y A2, C2 y D2 a las que carecen del sitio. Merriwether y col. expandieron esta clasificación

al distinguir B1 y B2 (Merriwether y Ferrell 1996, Easton y col. 1996, Merriwether y col.

1996, Merriwether y col. 2000). El supuesto de estos autores es que los subtipos 1 y 2 de

cada  haplogrupo  son  grupos  naturales.  Este  enfoque  y  nomenclatura  han  sido

esporádicamente  adoptados  por  algunos  investigadores  (Kolman  y  Bermingham  1997,

Rodríguez Delfin y col. 2001, Martínez Cruzado y col. 2001), aunque la mayoría no lo

4 Transiciones en la RHV-I, posición en SRC indicada restando “16.000”.
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utiliza, o incluso cuestionan su validez (Torroni y Wallace 1995, Forster y col. 1996, Smith

y col. 1999). 

El  análisis  de  varios  cientos  de  secuencias  mitocondriales  publicadas  permite

establecer que un residuo C o T en la posición 16519 condiciona la presencia o ausencia,

respectivamente, de un sitio de reconocimiento para  HaeIII en 16517 (Horai y Hayasaka

1990, Horai y col. 1993, Horai y col. 1996, Abe y col. 1998, Brown y col. 1998, Schurr y

col. 1999, Smith y col. 1999, Merriwether y col. 2000, Ingman y col. 2000, Fucharoen y

col. 2001, Qian y col. 2001, Maca-Meyer y col. 2001, Derbeneva y col. 2002a-c, Yao y col.

2003a, Malhi y col. 2003, Bolnick y Smith 2003, Reidla y col. 2003, Tajima y col. 2004). 

La información disponible permite aseverar que la posición 16519 es hipervariable,

y que  16517e es  el  más  recurrente de todos los  sitios  de restricción  ensayados  para el

sistema PLFR con 14 enzimas (Chen y col. 1995). La adquisición o pérdida de este sitio ha

Figura 4. Red filogenética de 37 secuencias completas del haplogrupo D.

 

Cada círculo #1-14 representa una secuencia distinta; los diámetros son proporcionales a las frecuencias y los

círculos  negros  señalan  secuencias  con  16519.  Las  posiciones  variables  se  indican  sobre  las  barras  que

separan los círculos; las mutaciones recurrentes están subrayadas. Secuencias completas y demás información

en Derbeneva y col. (2002b).

ocurrido repetidas veces al interior de cada haplogrupo (véase un caso en las secuencias del

haplogrupo D de los Yanomama en la Figura 3 y la Tabla 5) . 

Un  ejemplo  extremo  de  esta  recurrencia  queda  en  evidencia  al  analizar  las  37

secuencias  completas  del  haplogrupo  D  informadas  para  Esquimales  y  Aleutianos

(Derbeneva y col. 2002b). En la Figura 4 se ilustra una red que relaciona las 14 secuencias

distintas obtenidas. Para un total de >215.000 pares de bases secuenciadas, se observan 19

posiciones segregantes e infieren 21 eventos mutacionales. Todas las secuencias carecen de

16519, a excepción de la #3 y la #13. La secuencia #3 se diferencia de la nodal #1 por la

presencia de 16519, mientras que la secuencia #13 se halla a dos pasos mutacionales de la

#12.  Aplicar  el  criterio  de  Bailliet  y  col.  (1994)  a  estas  secuencias  resultaría  en  la

generación del grupo difilético D1 con las secuencias #3 y #13, y un grupo parafilético D2

con las restantes. 

La filogenia presentada en la Figura 4 desnuda el alto grado de homoplasia  que

sufre  la  posición  16519,  para  la  que  podemos  inferir  al  menos  una  recurrencia  en  el
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limitado muestreo de 37 individuos de un sub-haplogrupo de D. Nótese que la secuencia #3

se distingue de la nodal #1 en sólo una posición entre 16569 pares de bases: la transición

16519. El estudio de mayor cantidad de individuos y/o la inclusión de otras poblaciones no

haría más que aumentar la cantidad de homoplasias detectables para 16519.

Estas observaciones son igualmente aplicables a los haplogrupos A, B y C, sea ya

analizando secuencias completas, secuencias de la Región Control, haplotipos basados en

PLFR o bien alguna combinación de las dos últimas fuentes de información. En resumen, la

subdivisión de haplogrupos en base a  16517e genera grupos para- y poli-filéticos, por lo

que carece de todo valor filogenético.

4.5- Un poco de ruido en el sistema: reversiones de sitios diagnóstico y otras

homoplasias.

En 4.3.1 se ha reseñado la existencia de linajes mitocondriales asignables a C que

carecen  de  -13259o/+13262a,  la  combinación  de  sitios  de  restricción  específicos  del

haplogrupo.  Es  fácil  demostrar  que  esta  ausencia  es  una  novedad  evolutiva  y  no  la

supervivencia  de  una  combinación  ancestral,  ya  que  las  secuencias  C  americanas  son

filogenéticamente derivadas respecto de la secuencia nodal para el haplogrupo, y en Asia

está ampliamente demostrado la co-existencia de -13259o/+13262a y las transiciones en las

posiciones diagnósticas 16223, 16298 y 16327 en la RHV-I. 

En ausencia de recombinación en el ADNmt, la inexistencia de -13259o/+13262a en

linajes  americanos  cuyas  secuencias  son de todos modos  típicamente  C implica  que  la

transición que originalmente creara el marcador ha revertido a su estado ancestral. Este es

el único cambio que permite recuperar un sitio de reconocimiento para  HincII en 13259.

Así, es posible inferir que en la posición 13263 de algunos linajes C se han sucedido, en el

tiempo, los cambios mutuamente cancelables AGA.

Pero el haplogrupo C no es el único para el que se han comprobado reversiones del

sitio de restricción diagnóstico. Smith y col. (1999) informaron de un individuo Creek5, y

Santos y col. (1996)6 de dos aborígenes amazónicos cuyos status para los polimorfismos de

restricción no fueron congruentes con las secuencias de la RHV-I: aunque carecieron de

+663e,  sus  secuencias  permiten  asignarlos  al  haplogrupo  A.  Para  estos  casos  no  es

5 La  secuencia  RHV-I (111-223-290-319-362-390) de este  individuo fue  posteriormente informada como

Creek64 en Bolnick y Smith 2003.
6 Las secuencias  y haplotipos de PLRF/indel publicados por Santos y col. (1996) deben ser evaluados con

precaución ya que hay no pocos errores graves (C. Bravi, observaciones sin publicar).
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indispensable  invocar  una  reversión  de  663*G,  la  mutación  que  generó  el  sitio  de

reconocimiento  para  HaeIII  que  define  al  haplogrupo  A  (AGCCGGCC),  ya  que

cualquier  cambio  en  alguna  de  las  cuatro  posiciones  entre  663  y  666  resultaría  en  la

abolición de +663e.

4.5.1-  ¿Heterogeneidad  de  linajes  dentro  del  haplogrupo  B  americano  o

recurrencia para el marcador +10394c?

Rodríguez  Delfin  y col.  (2001) realizaron un estudio  de baja  resolución en una

muestra de 52 Quechuas de Perú, informando una alta frecuencia del haplogrupo B y la

existencia de tres linajes non-ABCD, uno de cuales pudo ser caracterizado como africano.

Los dos restantes  compartieron la ausencia de los marcadores  10394c y  10397a pero no

fueron analizados con más detalle. Dos de los 30 individuos asignados al haplogrupo B se

diferenciaron de los restantes linajes B por presentar el sitio 10394c, y uno de ellos además

careció de 16517e. La presencia de linajes con Del 9pb y +10394c en América también ha

sido  informada  en  uno  de  15  Zapotecas  por  Torroni  y  col.  (1994b),  y  en  uno  de  94

portorriqueños por Martínez Cruzado y col. (2001). 

Dado  que  la  combinación  Del  9pb/+10394c también  está  presente  en  Asia,

Rodríguez Delfin y col. (2001) interpretaron su hallazgo como prueba de la existencia de

otro haplotipo fundador para el haplogrupo B. Sin embargo, la evidencia disponible permite

discutir  que  las  combinaciones  Del  9pb/+10394c presentes  en  Asia  y  América

correspondan a un mismo grupo monofilético. 

Haplotipos con la combinación Del 9pb/+10394c fueron descriptos inicialmente por

Ballinger  y  col.  (1992)  en  poblaciones  del  este  y  sudeste  asiático,  y  luego  en  otras

poblaciones de la región por Kolman y col. (1996), Abe y col. (1998), y Derenko y col.

(2000), entre otros. Ya Ballinger y col. (1992) propusieron que los dos grupos de linajes

asiáticos con Del 9pb pero divergentes para 10394c debían tener un origen común, aunque

hubo que esperar hasta 2002 para probarlo, cuando el análisis de polimorfismos de la RHV-

I y regiones codificantes, así como de secuencias completas, permitió refinar la filogenia

del ADNmt en poblaciones asiáticas (Kivisild y col. 2002, Kong y col. 2003a). A partir de

estos  estudios  se  propusieron  varias  redefiniciones  de  haplogrupos  y  otras  divisiones

jerárquicas. Para el haplogrupo B contamos ahora con una definición más inclusiva que la

original:  este  haplogrupo se caracteriza  por  la  coexistencia  del  marcador  Del  9pb y  la

transición en 16189. Dentro de B se distinguen dos sub-haplogrupos: B4, con la transición
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16217; y B5, con +10394c y la transición 16140. Al interior de B5 se distinguen las ramas

B5a con la transversión CA o CG en 16266 y B5b con 16243. El haplogrupo B, tal

cual fuera definido originalmente por Torroni y col. (1992) y usado universalmente en la

literatura  y en esta tesis,  corresponde a  la  rama B4 del  haplogrupo B  sensu Kivisild  y

colegas. B4 y B5 son entonces clados hermanos dentro del haplogrupo B, confirmando la

temprana  hipótesis  de  Ballinger  y  col.  (1992).  Por  razones  de  sencillez,  en  esta  tesis

seguimos utilizando la nomenclatura antigua, con la excepción del presente apartado.

La  propuesta  de  Rodríguez  Delfin  y  col.  (2001),  vista  a  la  luz  de  la  nueva

nomenclatura,  implicaría  la  presencia  de  B5  en  nativos  americanos.  Sin  embargo,  la

combinación  de  mutaciones  que  definen  B5a (16140-16189-16266A/G)  o  B5b (16140-

16189-16243) no está presente en 3164 secuencias de nativos americanos compiladas para

esta tesis (Tabla A2 en Anexo), entre las que unas 713 son, en cambio, asignables a B4. 

Por  otra  parte,  está  demostrado  que  el  marcador  +10394c es  moderadamente

recurrente, ya que aparece asociado a algunos linajes dentro de haplogrupos en los que su

ausencia es la norma:

a) en los haplotipos AM7-8, del haplogrupo A en América (Torroni y col. 1993b);

b) en algunos linajes del sub-haplogrupo B4a de China (Kivisild y col. 2002);

c) en el haplogrupo euroasiático K, parte a su vez del haplogrupo U (Finnilä y col. 2001);

d) en el haplogrupo J, parte del cluster euroasiático JT (Finnilä y Majamaa 2001);

e) en el haplogrupo I, parte del cluster euroasiático IWX (Herrnstadt y col. 2002).

La aparente ausencia de secuencias RHV-I atribuibles a B5 en América, sumado a la

naturaleza  homoplásica  del  marcador  +10394c,  permiten  confrontar  la  opinión  de

Rodríguez Delfin y col. (2001) y proponer que la presencia de +10394c en algunos linajes

B americanos no representa una combinación ancestral sino que constituye, en cambio,  una

novedad generada en el continente.
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Linajes maternos autóctonos y alóctonos en poblaciones

aborígenes americanas

Como  hemos  visto  previamente,  más  del  99%  de  los  linajes  mitocondriales

estudiados  en  poblaciones  nativas  americanas  puede  ser  asignado  a  uno  de  los  cinco

haplogrupos ABCDX, sea ya  en base a secuencias  de la  Región Control,  ya  en base a

mutaciones  de punto o polimorfismos de longitud ubicados en el  resto de la molécula.

Cuando son analizados adecuadamente, la mayoría de los linajes restantes se distribuyen en

dos grupos: por un lado están aquellos de origen africano o europeo, de incorporación post-

colombina en el acervo genético americano; por otro lado están los que, perteneciendo a los

haplogrupos A o C, han sufrido la reversión de sus sitios de restricción específicos (ver

apartados 4.3.1 y 4.5).

Con el objetivo de aumentar el conocimiento sobre el origen étnico-geográfico de

los linajes maternos presentes en poblaciones americanas, en esta sección se presenta un

estudio de 11 poblaciones nativas de E.U.A., México, Colombia, Paraguay y Argentina.

Mediante una combinación de protocolos de alta y baja resolución, se generó y analizó

información molecular para 439 individuos. Este análisis fue extendido a uno de los seis

Mapuches non-ABCD publicados por Bailliet y col. (1994). Los otros cinco Mapuches, así

como dos Wichí non-ABCD (Bianchi y col. 1995) no pudieron ser incluidos dado que sus

muestras de ADN estaban agotadas. 

5.1- Materiales y Métodos

5.1.1- Nomenclatura

El extensivo uso del ADNmt humano en estudios evolutivos se ha visto reflejado en

la igualmente profusa coexistencia de esquemas de clasificación de los haplotipos y grupos

de  linajes  reconocidos.  Este  problema  ha  sido  exacerbado  por  el  uso  de  métodos

filogenéticos  inapropiados  para  el  estudio  de  la  diversidad  intra-específica  del  ADNmt

(Bandelt y col. 1995), y por la heterogeneidad de la información molecular generada. Así,

mientras  algunos  investigadores  obtienen  sólo  secuencias  de  la  Región  Control,  otros

analizan todo el ADNmt mediante RCP-PLFR u obtienen secuencias parciales o totales de
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la región codificante. Y si algunos se limitan a buscar marcadores haplogrupo-específicos,

otros utilizan diferentes combinaciones de los enfoques experimentales antes mencionados.

A modo de ejemplo de esta Babel de haplogrupos mitocondriales véase la Tabla 3, donde se

muestran  las equivalencias  para las  nomenclaturas  de cuatro publicaciones  dedicadas  al

estudio  del  ADNmt  en  América:  el  denominado  haplogrupo  A por  Torroni  y  col.  es

reconocido como III, II, o 4 por los grupos de Horai, Ward y Ginther, respectivamente. En

otros casos, una misma denominación es aplicada a diferentes linajes: el haplotipo  E de

Bailliet y col. (1994) descripto en el contexto de estudios en poblaciones americanas no es

el mismo haplotipo  E que identifican Kolman y col. (1996) en mongoles, y ninguno de

ellos coincide  con la  definición de haplogrupo  E dada por Torroni y col.  (1994a) para

poblaciones del este asiático. 

La proliferación de nomenclaturas basadas en análisis filogenéticos imperfectos y

diferentes fuentes de información llevó a Richards y col. (1998) a proponer un sistema

cladístico de nominación para los diferentes grupos naturales7 distinguibles en la filogenia

del  ADNmt  humano.  Abandonando  sus  propias  clasificaciones  iniciales  (por  ejemplo

Richards  y  col.  1996,  Corte-Real  y  col.  1996),  tomaron  como  base  la  nomenclatura

propuesta por Douglas Wallace y sus colaboradores, quienes aplicaron un mismo enfoque

experimental –el análisis del total  del ADNmt mediante RCP-PLFR con 14 enzimas- al

estudio de linajes mitocondriales  provenientes de todos los continentes  (ver revisión en

Wallace y col. 1999). 

En  la  propuesta  de  Richards  y  col.  (1998)  se  preservan  las  designaciones  y

definiciones de los haplogrupos A-D (Torroni y col. 1992), E-G (Torroni y col. 1994a), H-

K (Torroni  y  col.  1994d),  L1-L2 (Chen y col.  1995)  y T-X (Torroni  y  col.  1996).  Se

permiten,  además,  relaciones  de inclusión:  existen súper-haplogrupos que reúnen varios

haplogrupos (por ejemplo M incluye C, D, E y G), y es posible reconocer sub-haplogrupos

y otras divisiones menores dentro de un haplogrupo. Los sub-haplogrupos se distinguen

añadiendo un número como sufijo a la letra  mayúscula que designa el  haplogrupo (por

ejemplo J1 y J2 dentro de J); para divisiones menores se alternan letras y números en el

sufijo  (J1a  y  J1b  dentro  de  J1;  J1a1  y  J1a2  dentro  de  J1a,  etc.).  Para  una

descripción más completa véase Richards y col. (1998), y Macaulay y col. (1999).

7 Por  grupo  natural  se  entiende  a  todo  grupo  monofilético.  Siendo el  ADNmt un  bloque  de  ligamiento

completo en el que las mutaciones se acumulan secuencialmente, sería idealmente posible reconocer tantos

grupos monofiléticos como bi- o multi-furcaciones existieran en una filogenia libre de homoplasia. En la

práctica,  sólo  reciben  denominación  aquellos  grupos  que  los  investigadores  encuentran  relevantes  en  el

estudio de determinada/s poblacion/es.
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En Richards  y col.  (1998) también  se anticipa  que el  aumento  en la  cantidad y

calidad de información disponible forzará la redefinición tanto de grupos de linajes como

de  sus  relaciones  recíprocas.  A  modo  de  ejemplo,  los  autores  utilizan  las  secuencias

generadas por Hofmann y col. (1997) para reconocer que el haplogrupo K es de hecho un

sub-haplogrupo del “haplogrupo” U, este último en realidad un grupo parafilético de linajes

en  su  definición  original  por  Torroni  y  col.  (1996).  Otro  ejemplo  de  redefinición  fue

discutido en el apartado 4.5.1 para el caso del haplogrupo B.

 Robusto y flexible a la vez, este sistema de nomenclatura ha sido universalmente

adoptado por los investigadores que utilizan el ADNmt en estudios evolutivos y forenses, y

es  el  que  se  utilizará  lo  largo  de  este  trabajo.  Aquellos  individuos  que  no  puedan ser

atribuidos a un haplogrupo determinado mediante el estudio de una batería de marcadores

haplogrupo-específicos serán reunidos en el grupo  “Otros” (Tabla 7), denominación que

reemplaza al haplotipo E empleado por Bailliet y col. (1994) y Bianchi y col. (1995); y al

haplotipo N utilizado por Stone y Stoneking (1993). Se prefiere la designación “Otros” ya

que preserva  la  incertidumbre  acerca  de  la  naturaleza  de  los  haplotipos  non-ABCD en

poblaciones americanas. 

5.1.2- Poblaciones estudiadas

Las muestras de sangre o ADN de poblaciones nativas fueron obtenidas del Banco

de Muestras Biológicas del IMBICE (Instituto Multidisciplinario de Biología Celular, CIC-

CONICET, La Plata). 

Con  el  objeto  de  evitar  el  muestreo  redundante  de  linajes  que  distorsionara  el

cálculo de las frecuencias relativas, fueron considerados elegibles para el presente estudio

aquellos individuos no emparentados a través de la línea materna.  Para las poblaciones

originarias de la República Argentina y para los Lengua de Paraguay, la selección se basó

en  la  información  genealógica  recolectada  mediante  entrevistas  personales  por  los

investigadores  que  donaron  las  muestras  al  IMBICE.  Para  la  población  Ayoreo  fue

imposible  establecer  las  relaciones  de  parentesco  durante  el  muestreo  (J.  Ferrer,

comunicación personal), por lo que se utilizaron todas las muestras disponibles. Como se

verá,  la  falta  de  información  genealógica  en  los  Ayoreo  no  provoca  una  distorsión

significativa. Los individuos que componen las muestras de las poblaciones Chimila, Maya,

Zuñi, Navajo y Sioux/Chippewa fueron seleccionados excluyendo personas emparentadas.
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A continuación se detallan la procedencia geográfica, el número de individuos muestreados

en cada población, y otros datos de interés.

Tehuelche

Las poblaciones de El Chalía y Loma Redonda, en el sudoeste de la provincia de Chubut,

fueron contactadas  por  los  investigadores  Francisco  Raúl  Carnese  y  Alicia  Goicoechea

(Facultad  de  Filosofía  y  Letras,  UBA).  Un  total  63  personas  donaron  voluntariamente

muestras de sangre, y 31 de ellas fueron seleccionadas para el presente trabajo.

Mocoví

Un total  de  73  muestras  de  ADN extraídas  a  partir  de  sangre  total  fueron donadas  al

IMBICE por  el  Dr.  Zukas  (Laboratorio  de  Inmunología  e  Histocompatibilidad,  Centro

Tipificador  # 10,  Santa  Fe).  Las  muestras  fueron obtenidas  en la  localidad  de Colonia

Dolores, provincia de Santa Fe, República Argentina; 64 individuos no relacionados por vía

materna fueron elegidos para su inclusión en este trabajo. 

Chorote

25  muestras  de  sangre  fueron  obtenidas  por  la  Dra.  Alicia  Goicoechea  (Facultad  de

Filosofía  y  Letras,  UBA)  y  el  Dr.  Jorge  Ferrer  (University  of  Pennsylvania)  en  los

alrededores  de  Santa  Victoria  Este,  provincia  de  Salta,  República  Argentina.  Del  total

disponible, 21 resultaron elegibles. 

Jujuy

Un total de 41 donantes voluntarios de sangre en el Hospital Soria de San Salvador de Jujuy

fueron seleccionados en base a su fenotipo y ascendencia indígena por los investigadores

José Dipierri y Emma Alfaro. 

Ayoreo

46 muestras de sangre fueron obtenidas por el Dr. Jorge Ferrer (University of Pennsylvania,

E.U.A.) en el Gran Chaco paraguayo.

Lengua

37 individuos no relacionados a través de la vía materna fueron seleccionados sobre un total

de 46 muestreados por el Dr. Jorge Ferrer (University of Pennsylvania, E.U.A.) en el Gran

Chaco paraguayo.  
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Chimila

30 muestras de ADN de esta etnia, habitante de la Sierra Nevada en el Departamento Santa

Marta, Colombia, fueron donadas por el Dr. René Herrera (Florida International University,

E.U.A).

Maya

48 muestras de ADN de Mayas Yucatecos, de México, fueron donadas por el Dr. René

Herrera (Florida International University, Miami, EUA).

Zuñi

41  muestras  de  ADN proveniente  de  poblaciones  localizadas  en  New  Mexico  (EUA),

fueron donadas por el Dr. René Herrera (Florida International University, E.U.A).

Sioux/Chippewa

Un  total  de  40  muestras  de  ADN  obtenidas  de  individuos  de  ascendencia  Sioux  y/o

Chippewa provenientes de Minnesotta y South Dakota, EUA, fueron donadas por el Dr.

René Herrera (Florida International University, E.U.A).

Navajo

El Dr. René Herrera donó 40 alícuotas de ADN extraído a partir de muestras de sangre

colectadas en la Reserva Cañoncito, New Mexico, E.U.A.

5.1.3- Extracción de ADN genómico total

La obtención  de  ADN a  partir  de  muestras  de  sangre  se  realizó  utilizando  dos

protocolos: un método breve, basado en la utilización de la resina quelante Chelex® 100

(Walsh y col. 1991); y un procedimiento que involucra solventes orgánicos  (John y col.

1991). 

Extracción basada en Chelex® 100

Tres a cinco L de sangre total fueron mezclados con agua destilada estéril en tubos

de microcentrífuga de 1.5 mL e incubados a temperatura ambiente durante 15-30 minutos,

siendo  agitados  periódicamente  por  inversión.  Luego  fueron  centrifugados  durante  2

minutos en una microcentrífuga a ~ 12000x g y el  líquido sobrenadante fue descartado

cuidadosamente.  200  L de  solución Chelex  5% (p/v  en agua destilada  estéril)  fueron
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agregados con una pipeta automática y una punta de gran capacidad (1 mL).  Durante el

agregado,  la  solución  Chelex  fue  mantenida  en  agitación  mediante  un  pequeño  imán

submarino en una plataforma giratoria, de modo tal que las partículas de resina mantuvieran

una distribución homogénea. Los tubos con la mezcla del concentrado celular y la solución

Chelex fueron incubados a 56ºC durante 15-30 minutos en un baño termostático, para ser

luego agitados violentamente durante 10 segundos e incubados en agua hirviente durante 8

minutos. La exposición del concentrado celular a la alta alcalinidad de la solución Chelex

(pH  10-11)  y  a  temperaturas  de  100ºC  resultan  en  la  destrucción  de  las  membranas

celulares y la desnaturalización del ADN. Finalmente, los tubos son agitados violentamente

en  un  vórtex  durante  10  segundos,  centrifugados  a  ~  12000x  g  durante  2-3  minutos,

rotulados y refrigerados a -20ºC hasta su utilización. 

Extracción orgánica basada en el protocolo de John y col. (1991)

a- 0.5-3 mL de sangre total son mezclados con igual volumen de solución 1 (10 mM

Tris pH 7.6; 10 mM KCl; 10 mM MgCl2 ) y 120 L del detergente Nonidet P40 para lisar

las células. Se mezcla varias veces por inversión.

b-  El  pellet  nuclear  es  concentrado  por  centrifugación  a  2000  rpm  durante  10

minutos.

c- Se descarta el sobrenadante sin perturbar el concentrado y luego se lo resuspende

con 800  L de la solución 2 (10 mM Tris pH 7.6; 10 mM KCl; 10 mM MgCl2; 0.5 M

NaCl; 0.5% SDS; 2 mM EDTA), que lisará los núcleos. Se transfiere cuidadosamente a un

tubo de microcentrífuga de 1.5 mL.

d- Se agregan 400 L de fenol (saturado con Tris pH 8.0 1 M) y se mezcla bien. Se

centrifuga durante un minuto a 12.000 rpm y se transfiere la fase superior a otro tubo de

microcentrífuga.

e- Se agregan 200 L de fenol y 200 L de Sevag (cloroformo:alcohol isoamílilico

24:1) y se mezcla bien por inversión. Se centrifuga durante un minuto a 12.000 rpm y se

transfiere la fase superior a otro tubo.

f- Se agregan 700 L de Sevag y se extrae como en el paso anterior. Se transfiere la

fase superior a otro tubo, cuidando de no remover la interfase, y se agregan dos volúmenes

de etanol helado. Se mezcla para precipitar el ADN y se centrifuga durante un minuto a

12.000 rpm, descartándose cuidadosamente el líquido.

g- Se agrega 1 mL de etanol 70% y se agita para lavar el ADN, luego se centrifuga a

12.000 rpm durante 5 minutos,  se descarta el etanol y se deja secar el ADN en el tubo
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durante 12 hs en la heladera. Finalmente se resuspende el ADN en 100-200 L  de agua

estéril.

5.1.4- Tipificación de haplogrupos mitocondriales

La asignación de un individuo a un haplogrupo determinado se realizó mediante una

búsqueda jerárquicamente  organizada  de marcadores  mitocondriales.  Inicialmente,  todos

los individuos fueron analizados para los tres sitios de restricción y el polimorfismo de

longitud que definen a los haplogrupos A-D (Tabla 2). Para ello se amplificaron cuatro

fragmentos informativos mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa. Los estados de

carácter  para  las  mutaciones  puntuales  fueron  establecidos  mediante  digestión  con  las

enzimas  apropiadas  y posterior  electroforesis  de los  fragmentos  resultantes  en geles  de

agarosa. El polimorfismo de longitud, consistente en la presencia de una o dos copias de

una secuencia de nueve pares de bases en una región no codificante del ADN mitocondrial,

fue analizado mediante electroforesis del fragmento amplificado en geles de agarosa de alta

resolución.

Aquellos  individuos  no  asignados  a  alguno  de  los  haplogrupos  A-D  fueron

estudiados  para  los  sitios  10394c y  10397a (cuyas  diferentes  combinaciones  muestran

asociaciones más o menos específicas para cada haplogrupo), y para dos polimorfismos

informativos en el haplogrupo X: la pérdida del sitio DdeI en 1715 y la ganancia de un sitio

EcoRV en  la  posición  16274,  este  último  consecuencia  de  la  mutación  16278*T.  Los

individuos no asignados a X en el paso anterior fueron analizados para la pérdida del sitio

DdeI  en  7025,  característica  del  haplogrupo  H,  el  más  frecuente  en  poblaciones

caucasoides. Debido a la limitada cantidad de ADN disponible, se procedió luego a obtener

la secuencia de la RHV-I y finalmente, en algunos casos, se confirmó la asignación a un

haplogrupo basada en secuencias mediante un ensayo de PLFR específico. Los iniciadores

utilizados fueron obtenidos del Banco de Cebadores Mitocondriales del IMBICE, y han

sido empleados  en  trabajos  previos  (Bailliet  y  col.  1994,  Bravi  y  col.  1997,  Martínez-

Marignac y col. 1999) o bien fueron diseñados para el presente estudio (Tabla 6). 

Amplificación de los fragmentos.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 L, con 6 pmol de cada

iniciador, 0.625 unidades de polimerasa Taq y ~ 100 ng de ADN o 3-5  L de solución

Chelex®. Las mezclas se realizaron utilizando la solución tampón recomendada por el 
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Tabla 6- Iniciadores y marcadores mitocondriales empleados.

Par Designación1 Secuencia Marcador Haplog.

1
MiL 582 5´-TGTAGCTTACCTCCTCAAAGC-3´

+663e A
MiH 745 5´-TTGATCGTGGTGATTTAGAGG-3´

2
MiL 8209 5´-CATCGTCCTAGAATTAATTCC-3´

Del 9pb B
MiH 8304 5´-CTTTACAGTGGGCTCTAGAGG-3´

3
MiL 13209 5´-CGCCCTTACACAAAATGACATCAA-3´  -13259o C

MiH 13437 5´-AGGTATGGTTTTGAGTAGTCCTCC-3´ +BamHI 13366 T

4
MiL 5150 5´-CCTACTACTATCTCGCACCTG-3´

-5176a D
MiH 5281 5´-GTGAATTCTTCGATAATGGCC-3´

5
MiL 10357 5´-TAAGTCTGGCCTATGAGTGACT-3´ +/- 10394c

múltiple
MiH 10507 5´-AGTATTCCTAGAAGTGAGATGG-3´ +/- 10397a

6
MiL 1549 5´-GAGGAGACAAGTCGTAACATGG-3´

-1715c X
MiH 2583 5´-GTTAGGGTACCGCGGCCGTTA-3´

7
MiL 16108 5´-CAGCCACCATGAATATTGTAC-3´

+EcoRV 16278 X
MiH 18 5´-GGTGATAGACCTGTGATCCAT-3´

8
MiL 3266 5´-AAAACTTTACAGTCAGAGGTTCAA-3´

+3592 L
MiH 3718 5´-GGGCTACTGCTCGCAGTG-3´

9
MiL 6922 5´-GAGCCCTAGGATTCATCTTTC-3´

-7025a H
MiH 7168 5´-TTTACGCCGATGAATATGATAG-3´

10
MiL 15905 5´-TAATACACCAGTCTTGTAAACC-3´

RHV-I múltiple
MiH 16498 5´-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3´

11
MiL 15978 5´-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3´

RHV-I múltiple
MiH 16401 5´-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3´

 (1)- MiL y MiH se refieren a las cadenas liviana y pesada, respectivamente, del ADNmt. La numeración

indica la posición 5´del iniciador en la SRC.

Figura 5. Verificación de la digestión del fragmento amplificado 
con el par de cebadores #4, para el marcador -5176a.
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Calles 1, 2 y 4: individuos con presencia del sitio  5176a; calle 3, individuo con

ausencia del sitio  5176a; calle 5, escalera de 100 pb utilizada como marcador de

peso molecular.

proveedor (GIBCO-BRL™) con concentraciones finales de 1.5 mM de MgCl y 200 M de

desoxinucleótidos (New England Biolabs). Cada mezcla fue cubierta con ~ 30 L de aceite

mineral y sometida a 30 ciclos de desnaturalización, reasociación y extensión a 94C, R8 y

72C, respectivamente. Cada etapa del ciclado tuvo una duración de un minuto y se agregó

un período final de extensión de 5 minutos a 72C. Las amplificaciones fueron realizadas

en  un  ciclador  térmico  Hybaid.  La  verificación  del  éxito  de  las  reacciones  se  realizó

mediante la electroforesis de una alícuota de 10 l  en geles de agarosa al 2 %.

Digestión enzimática.

15 l del amplicón fueron digeridos durante 6 horas a 37ºC, en un volumen final de 25 L

con 10 unidades de enzima, en la solución tampón recomendada por el proveedor (New

England Biolabs).

Figura 6. Electroforesis de fragmento amplificado con el par de
cebadores #2, para el marcador Del  9pb.

8 La temperatura de reasociación R varió según el par de iniciadores empleados: para los pares 1-4 y 8 fue de

53ºC; para 5, 9 y 10 fue de 54ºC; para 7, 11 y 12 fue de 55ºC y para 6 fue de 59ºC.

100 pb 

500 pb 

   1                  2                   3                  4                   5                   6
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Calle 1, escalera de 100 pb utilizada como marcador de peso molecular; calle 2,

fragmento de 87 pb en un individuo portador de Del 9bp; calles 3-6, fragmentos 

de 96pb, provenientes de individuos sin la Del 9pb.

 Electroforesis. Verificación de las amplificaciones y de las digestiones

10 L de cada amplicón fueron mezclados con 1 L de solución de carga (0.25% azul de

bromofenol, 0.25% cianol de xileno, 40% p/v sacarosa en agua) y sembrados en geles de

agarosa al 2% (p/v), de 11 cm x 14 cm x 1 cm. Los geles fueron sometidos a un campo

eléctrico  de  3  V/cm sumergidos  en  solución tampón  TBE (90 mM Tris-borato,  2  mM

EDTA)  con  agregado  de  bromuro  de  etidio  (0.5  g/mL).  Como  marcadores  de  peso

molecular  se sembraron 500 ng de una escalera de 100 pares de bases (Promega).  Los

fragmentos  fueron  visualizados  en  un  transiluminador  bajo  radiación  ultravioleta  y

documentados fotográficamente. Las reacciones de digestión fueron mezcladas con 3 L de

la solución de carga y corridos en similares condiciones (ver ejemplo en Figura 5).

Electroforesis. Polimorfismo de la Región V

Los fragmentos amplificados para la Región V pueden ser portadores de 1 o 2 repetidos de

la secuencia CCCCCTCTA, por lo que pueden medir  87 o 96 pb. Para distinguir  estas

variantes fue necesario correr los amplicones en geles de alta resolución: el volumen total

del PCR fue mezclado con 3 L de solución de carga y sembrado en un gel mixto al 4%

(agarosa común 1%,  Nu Sieve 3%). 

Nu Sieve (FMC) es una agarosa de bajo punto de fusión que permite una mejor definición

del  tamaño  de  los  fragmentos  (Figura  6).  Como  marcadores  de  peso  molecular  se

sembraron 500 ng de una escalera de 100 pb (Promega) y/o 1 g de una escalera de 10 pb

(Promega). Las condiciones de electroforesis fueron similares a las ya descriptas.

Secuenciación de la Región Hipervariable I

 La Región Hipervariable I fue secuenciada manualmente mediante el método de fin de

síntesis mediada por incorporación de di-desoxinucleótidos, conocido en forma abreviada

como método de Sanger, en honor a uno de sus autores (Sanger y col. 1977). La secuencia

de la RHV-I  fue obtenida entre las posiciones 16038 y 16370, mediante un procedimiento

que involucró dos etapas de amplificación: inicialmente se obtuvo un fragmento de doble

cadena de 594 pb de longitud, que luego fue utilizado como templado para las reacciones

de  secuenciación  propiamente  dichas.  La  secuencia  finalmente  informada  para  cada
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individuo resultó del ensamblado de dos secuencias parciales obtenidas a partir de ambas

cadenas del templado. Cada una de las secuencias parciales provino de una u otra de las

cadenas del templado, y fueron obtenidas utilizando iniciadores que hibridaron por fuera de

la región de interés. A continuación se detalla el procedimiento completo empleado en la

obtención de las secuencias.

Amplificación del templado

Se amplificó mediante RCP un fragmento de 594 pb utilizando los iniciadores MiL-15905

y MiH-16498 (par  de iniciadores  #11 en  Tabla  6).  Las  reacciones  de amplificación  se

llevaron a cabo en un volumen de 30  L, con las concentraciones de reactivos y ADN

usuales  (ver  4.1.3),  con la  excepción  de  que  la  concentración  final  de  nucleótidos  fue

disminuida  a  100  uM.  Las  mezclas  de  reacción  fueron  sometidas  a  35  ciclos  con

temperaturas  de 94°C, 55°C y 72°C para las etapas  de desnaturalización,  hibridación y

extensión, respectivamente. La verificación de la calidad y rendimiento de la amplificación

se realizó mediante la electroforesis de una alícuota de 7  L del amplicón en un gel de

agarosa al 2%, respetando las condiciones descriptas para procesos de verificación. 

Purificación y cuantificación del templado

En las reacciones de secuenciación es muy importante contar con un templado tan limpio

como sea posible, libre de nucleótidos, iniciadores y dímeros de iniciadores, así como de

cualquier otra sustancia que pudiera interferir en la reacción de secuenciación. Para obtener

templados  de  calidad,  los  amplicones  fueron extraídos  de  la  mezcla  de  PCR mediante

precipitación: el sobrenadante oleoso fue absorbido con una pipeta automática y descartado,

mientras  que  el  remanente  acuoso  fue  mezclado  con  40  L  de  alcohol  isoamílico  y

refrigerado durante una hora a -80°C. Luego,  los tubos fueron centrifugados a  10.000g

durante dos minutos para acumular el precipitado sobre el fondo del tubo, y la fase acuosa

fue descartada. El remanente fue lavado con 60 L de etanol 70%, nuevamente concentrado

por centrifugación a 10.000g, y resuspendido en 40 L de agua bidestilada. El tubo con el

templado resuspendido,  abierto  al  aire,  fue calentado  durante  30 minutos  a  65°C en el

termociclador, con el objeto de evaporar los residuos de etanol que pudieran conservarse.

Y como en las reacciones de secuenciación también es crítica la masa de templado

que se  utiliza,  las  concentraciones  de  ADN de las  soluciones  acuosas  de  resuspensión

fueron  estimadas.  Para  ello,  alícuotas  de  4  L  de  cada  solución  fueron  sometidas  a

electroforesis  en  un  gel  de  agarosa  al  1.5%.  En  cada  gel  se  ocuparon  seis  calles  con

70



estándares de cuantificación (DNA Quantitation Standards, Life Technologies, E.U.A.), que

proveyeron bandas de masa conocida de 7.5, 15, 31, 62, 125 y 250 ng totales. Las bandas

correspondientes a cada templado fueron comparadas con aquellas de los estándares, de

modo tal que la intensidad de fluorescencia bajo radiación UV, proporcional a la masa de

ADN presente, permitiera estimar las concentraciones de las soluciones de templado. 

Reacción de secuenciación

Para  las  reacciones  de  secuenciación  se  utilizó  el  kit comercial  CyclistTM Exo-  Pfu

(Stratagene, EUA) y los iniciadores MiL-15978 o MiH-16401 (par de iniciadores #12 en

Tabla 6). Como nucleótido radioactivo se empleó desoxiadenosina-5’-trifosfato marcado

con  35S en el grupo fosfato proximal (NEG-734H dATP -35S Easy Tide, New England

Biolabs, E.U.A.), y el procedimiento siguió las recomendaciones del protocolo provisto con

el kit, tal cual se describe abajo:

a- En un eppendorf mantenido sobre hielo se mezclaron los siguientes reactivos:

Templado 200 fmol

Iniciador 1 pmol

Solución tampón de secuenciación 4 L

dATP -35S 10 Ci

Polimerasa Exo- Pfu 1 L (2.5U)

dimetil-sulfóxido 4 L

Agua hasta completar volumen final de 30 L

b- En cada uno de cuatro eppendorfs mantenidos en hielo se colocaron 3 L de  uno de los

cuatro di-desoxinucleótidos, y luego de agregaron 7  L de la mezcla preparada en a-. Se

mezcló mediante pipeteo, y se agregaron 15 L de aceite mineral.

c- Las mezclas de reacción fueron sometidas a 30 ciclos con temperaturas de 94C, 55C y

72C para las etapas de desnaturalización, hibridación y extensión, respectivamente. Cada

etapa tuvo una duración de un minuto, y el ciclado se inició con una desnaturalización a

94C durante cuatro minutos.

d- Tras el ciclado, los amplicones fueron mezclados con 7 L de la solución de inactivación

y  los  eppendorfs  fueron  depositados  en  un  congelador  a  -80C  hasta  su  posterior

electroforesis. 
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Electroforesis

Tres a cinco L de los amplicones fueron sometidos a electroforesis en geles desnaturali-

zantes de acrilamida al 6%. Los geles tuvieron un tamaño de 35 cm x 45 cm y fueron

preparados 2-14 hs antes de su utilización. Las calles de siembra fueron creadas mediante

un peine “dientes de tiburón”, y la solución tampón utilizada para preparar y correr el gel

fue TBE 1x (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA). La electroforesis se desarrolló bajo un

voltaje de  30 v/cm. Cada amplicón fue corrido dos veces, durante 3 y 7 hs cada vez, de

modo tal de obtener una lectura proximal y otra distal, respecto del iniciador, de la misma

secuencia.

Preparación del gel

1- Los vidrios son lavados cuidadosamente con agua y detergente, secados con toallas de

papel y repasados con etanol. Para armar el gel son yuxtapuestos, permaneciendo aislados

el  uno del  otro  por  la  presencia  de  separadores  laterales.  Los  laterales  y el  fondo son

sellados con cinta adhesiva ancha (3M), y los vidrios son mantenidos en posición mediante

el uso de broches.

2- Un volumen de 50 mL de la solución de trabajo de acrilamida 6%-urea, previa-mente

preparada (ver luego), es mezclado con 80 L de una solución de persulfato de amonio al

40% (p/v) y es agitado vigorosamente. Luego se agregan 40 L de TEMED (N,N,N’,N’-

tetrametiletilendiamina), se mezcla vigorosamente y la solución se vuelca suavemente entre

los vidrios y se deja reposar hasta su polimerización.

Soluciones utilizadas

1- Solución concentrada de acrilamida-bisacrilamida al 40 %.

acrilamida 380 gr

N, N’-metilenbisacrilamida   20 gr

Agua destilada 600 mL

La mezcla es calentada a 37C hasta la disolución de los reactivos, y el volumen es ajustado

a 1000 mL. La solución es guardada en frascos opacos y permanece en heladera a 4C hasta

su utilización.

2- Solución de trabajo de acrilamida-bisacrilamida 6%-urea

solución de acrilamida-bisacrilamida al 40 %  75 mL
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TBE 10x  50 mL

urea 230 g

Agua destilada hasta completar 500 mL

Esta  solución  es  filtrada  a  través  de  filtros  de  nitrocelulosa  con  poros  de  0.45  M y

almacenada en frascos opacos en heladera a 4C hasta su utilización.

Exposición y revelado

Una vez finalizada la electroforesis, el gel fue montado sobre una hoja de papel Whatman

y, cubierto con un protector plástico, fue deshidratado en un desecador de geles durante 30

minutos a 80C. Una vez seco, el gel permanece adherido al papel y el protector plástico es

retirado. La exposición del gel es preparada en un cuarto oscuro: el conjunto papel-gel es

montado en un chasis y sobre la superficie del gel se coloca una placa virgen para rayos X

(AGFA Curix 100 Nif). El chasis es aplastado bajo un peso uniforme y la exposición se

prolonga durante  48  a  96  hs  a  temperatura  ambiente,  tras  la  cual  la  placa  es  revelada

mediante inmersión en revelador para placas AGFA durante 5 minutos y fijada por otros 5

minutos en fijador Ronfix.
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5.2- Resultados y Discusión

La tipificación inicial  mediante un protocolo de baja resolución permitió  asignar

427 de los 439 individuos (97%) estudiados a alguno de los cuatro haplogrupos A-D (Tabla

7).  Los  restantes  12  individuos,  provenientes  de  tres  poblaciones,  fueron  analizados

mediante  una  combinación  de  RCP-PLFR y  secuenciación  que  permitió  asignarlos  al

haplogrupo nativo X y a otros cuatro  haplogrupos alóctonos (Tabla 8). 

Los tres Navajo y seis de los ocho Sioux/Chippewa non-ABCD compartieron los

marcadores -10394c, -10397a, -1715c y +EcoRV 16274, siendo por lo tanto asignables al

haplogrupo  X.  Los  restantes  dos  Sioux/Chippewa  fueron  analizados  para  -7025a,  pero

ninguno fue portador de este marcador que define al haplogrupo H. 

El  hallazgo  de  individuos  non-ABCD/non-X  en  nuestra  muestra  de  nativos

americanos  permitió  inferir  la  presencia  de  linajes  alóctonos,  cuyos  orígenes  étnico-

geográficos  fueron  establecidos  mediante  secuenciación  y  análisis  de  la  Región

Hipervariable I, en combinación con la búsqueda de  PLFR  haplogrupo-específicos. Esta

estrategia fue preferida a la empleada por Bravi y col. (1997) y Martínez-Marignac y col.

(1999), ya que un estudio exhaustivo de numerosos marcadores mitocondriales basados en

PLFR podría haber agotado la existencia de ADN sin necesariamente otorgar resultados

concluyentes. Una vez obtenidas y analizadas las secuencias, en la mayoría de los casos se

confirmaron  las  asignaciones  a  haplogrupos  mediante  ensayos  de  restricción  de  sitios

específicos.  Este  enfoque  fue  aplicado  a  los  dos  Sioux/Chippewa non-ABCDX y a  un

Tehuelche non-ABCD de este estudio, así como a uno de los seis Mapuches non-ABCD

informados en Bailliet y col. 1994 (Tabla 8).

La  muestra  Sioux-49  tuvo  el  haplotipo  126-294-296-324  para  la  RHV-I9.  La

presencia de 126 y 294 permiten asignarla al haplogrupo T (Torroni y col. 1996), y la de

324 refinar la asignación al sub-haplogrupo T4 (Richards y col. 2000). La asignación a T

fue confirmada mediante la búsqueda del sitio de reconocimiento para BamHI en posición

13366. Secuencias idénticas a ésta han sido informadas en italianos de Sicilia y Toscana,

alemanes, daneses, karelios, bosnios, vascos, turcos, judíos ashkenazi de Checoslovaquia y

palestinos (Sajantila y col. 1995, Richards y col. 1996, Corte-Real y col. 1996, Comas y

col. 1996, Francalacci y col. 1996, Richards y col. 2000, Cali y col. 2001, Forster y col. 

9 El  haplotipo  para  la  RHV-I  se  indica  como una  combinación  de  cambios  respecto  de  la  SRC,  cuyas

posiciones sufren la sustracción de “16.000”. Las mutaciones son transiciones a menos que un sufijo indique

una transversión (A, G, C, T) o una deleción (D).
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Tabla 7. Distribución de haplogrupos en 11 poblaciones americanas basada en el

estudio de los marcadores mitocondriales para los haplogrupos A-D.

   Haplogrupos

Población Origen N A B C D Otros

Navajo E.U.A. 40 32 5 0 0 3

Sioux/Chippewa E.U.A. 40 19 2 8 3 8

Zuñi E.U.A. 41 2 30 8 1 0

Maya México 48 29 7 8 4 0

Chimila Colombia 30 28 1 0 1 0

Ayoreo Paraguay 46 0 0 43 3 0

Lengua Paraguay 37 6 11 7 13 0

Chorote Argentina 21 3 8 6 4 0

Mocoví Argentina 64 28 12 0 24 0

Jujuy Argentina 41 6 26 6 3 0

Tehuelche Argentina 31 0 7 6 17 1

 TOTAL 439 153 109 92 73 12

En la columna N se indica el número total de individuos estudiados para cada población; en las columnas A-D

se lista el número de individuos asignado a cada uno de los haplogrupos, en la columna  Otros se indican

aquellos que no fueron asignados a los haplogrupos A-D.

2002, Malyarchuk y col. 2003, Behar y col. 2004). Aunque de distribución eminentemente

eurasiática-occidental,  este  linaje  también  tendría  cierta  presencia  en  África  del  Norte,

donde ha sido informado en uno de 48 egipcios (mtDNA Population Database10).

El  Sioux-45  tuvo  la  combinación  183del-189-249-294  para  la  RHV-I.  La

coexistencia  de  189  y  249  en  un  contexto  -10394c/-10397a/+7025a,  y  la  ausencia  de

posiciones  diagnósticas  para  otros  haplogrupos,  permite  asignar  este  individuo  al  sub-

haplogrupo U1a (Richards y col. 2000). Aunque no fue posible detectar en la literatura una

secuencia idéntica a la aquí informada, otras afines del grupo U1a están representadas en

poblaciones  sirias,  palestinas,  drusas,  turcas,  georgianas,  kurdas,  armenias,  y  otras  del

Cáucaso. Aunque también presente en algunos europeos circun-mediterráneos (italianos, 

10 Monson y col. 2002,  http://www.fbi.gov/hq/lab/fsc/backissu/april2002/mtDNA.exe
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Tabla 8. Haplogrupos y marcadores mitocondriales analizados en 13 nativos americanos non-ABCD

Marcadores PLFR haplogrupo-específicos Secuencias de la RHV-I2

Individuo Grupo1 10394c 10397a 1715c
EcoRV

7025a 13366m 3592h Haplotipo Rango
16274

Navajo-9 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Navajo-16 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Navajo-41 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-39 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-50 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-61 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-65 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-67 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-74 X - - - + n.a. n.a. n.a. n.a.

Sioux-45 T4 - - + n.a. + + n.a.   126 294 296 324 038-370

Sioux-49 U1a - - + n.a. + n.a. n.a.   183D 189 249 294 038-370

Tehuelche-7 H - - + n.a. - n.a. n.a.   SRC 038-370

Mapuche-1 L2a1 + - + n.a. + n.a. +   189 223 278 294 309 038-370

(1)- Los linajes fueron asignados al grupo monofilético menos inclusivo que pudo ser reconocido en base a los marcadores analizados; 

(2)- Las posiciones se indican restando “16.000”; n.a., no analizado.
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griegos  y  albaneses),  U1a  es  muy  poco  frecuente  o  inexistente  en  Escandinavia,  la

península ibérica y el resto del centro, norte y este de Europa (Richards y col. 2000).

La secuencia de la RHV-I del individuo Tehuelche-7 resultó indistinguible de la

Secuencia de Referencia. Con una frecuencia de 0,124, este haplotipo es el más abundante

en  poblaciones  de  Europa  y  Asia  Occidental  (Richards  y  col.  2000),  donde  aparece

asociado a los grupos H, HV, pre-HV, U y R*, aunque más del 96% de las secuencias

corresponden  al  haplogrupo  H.  Una  asignación  a  H  fue  confirmada  tras  analizar  el

marcador -7025a. 

El individuo Mapuche-1, informado como non-ABCD en Bailliet y col. (1994), tuvo

la combinación 189-223-278-294-309, que permite asignarlo al haplogrupo L2a1 (Salas y

col. 2002). La asignación al para-haplogrupo L fue confirmada mediante la búsqueda del

polimorfismo  +3592h (Tabla  8).  Secuencias  RHV-I  idénticas  a  la  determinada  para  el

Mapuche-1  tienen  una  amplia  distribución  en  África,  habiéndoselas  descripto  entre  los

Wolof y Manyake de Senegal (Rando y col. 1998), los Makonde y Sena de Mozambique

(Salas y col. 2002), los Ewondo de Camerún (Destro-Bisol y col. 2004), los Yoruba, Hausa

y Tuareg del noroeste africano (Watson y col.  1997), así como en Mauritania,  Nubia y

Cabo Verde (Rando y col. 1998, Krings y col. 1999, Brehm y col. 2002). También están

presentes en poblaciones afro-americanas de República Dominicana (Torroni y col. 2001) y

E.U.A. (mtDNA Population Database9). 

La distribución de linajes non-ABCD en las poblaciones estudiadas es notablemente

distinta cuando son analizados según sub-continente de origen: mientras que encontramos

11 individuos (9%) entre los 121 provenientes de las tres poblaciones norteamericanas, sólo

hay uno (0,4%) entre los 270 nativos sudamericanos. Esta distribución es reflejo de dos

fenómenos  concurrentes:  la  existencia  de  un  quinto  haplogrupo autóctono  restringido  a

poblaciones norteamericanas (que explica el 75% de los linajes non-ABCD hallados en este

trabajo), y una historia de mezcla con poblaciones alóctonas menos pronunciada en el sur

que en el norte del continente. Los tres Navajo, y seis de los ocho Sioux/Chippewa non-

ABCD  fueron  atribuidos  al  haplogrupo  X,  mientras  que  los  restantes  Sioux/Chippewa

resultaron portadores de linajes de origen “caucasoide”. El único nativo sudamericano non-

ABCD encontrado en este estudio fue un Tehuelche, portador tanto de la secuencia RHV-I

cuanto del haplogrupo más frecuentes en Europa. 

El estudio de alta resolución de uno de los seis Mapuches, que resultara non-ABCD

en  un  trabajo  previo  (Bailliet  y  col.  1994),  permitió  asignarlo  al  haplogrupo  L2a1,

constituyendo  el  primer  caso  de linaje  mitocondrial  africano  informado  en  poblaciones
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indígenas argentinas. Aunque inesperado, este hallazgo es congruente con la información

disponible para otros marcadores moleculares estudiados en las mismas poblaciones de las

que proviene el individuo aquí analizado. En un estudio de mezcla interétnica basado en 20

loci, Goicoechea y col. (2001) estimaron que los Mapuche de Río Negro presentaban un

186% de mezcla alóctona, el valor más alto en las cinco poblaciones estudiadas (las demás

fueron  Mataco,  Toba,  Chorotí  y  Tehuelche).  Además,  sólo  los  Mapuche  presentaron

evidencia de mezcla con africanos, estimada en un 74%. Otros estudios, como el de los

haplotipos del cromosoma Y (Bianchi y col. 1997) y los de la -globina (Kaufman y col.

1998), han puesto en evidencia la existencia de introgresión de origen africano entre los

Mapuche. 

5.2.1- Origen de la introgresión europea y africana mediada por mujeres en

Patagonia.

Hasta la década que se inicia en 1870, la presencia de población no-indígena en el

actual  territorio  patagónico argentino estaba restringida al  extremo norte  y a una franja

adyacente al litoral  marítimo de esa región. El poblado de Carmen de Patagones, actual

límite sur de la provincia de Buenos Aires, constituía por entonces el límite austral de la

presencia del Estado argentino, con la excepción de un puesto de la Marina de Guerra en la

boca  del  río  Santa  Cruz.  Por  último,  una  colonia  de  inmigrantes  galeses  en  el  actual

territorio de Chubut constituía el único enclave no-indígena y puramente europeo en toda la

Patagonia argentina. 

La presencia de linajes maternos europeos y africanos en poblaciones nativas de

Patagonia podría ser consecuencia del ingreso reciente, a lo largo del siglo XX, de mujeres

provenientes de la población mestiza y/o europea de la zona. Sin embargo, la información

histórica disponible nos permite proponer que este mestizaje habría ocurrido principalmente

a lo largo de los dos siglos previos. Durante gran parte de los siglos XVIII y XIX, varios

grupos  araucanos,  “pampas”  y otros  araucanizados  de Pampa  y  Patagonia  asolaron los

poblados cercanos a la  móvil  frontera que separaba la  “Civilización”  del “Desierto” en

raides destinados a obtener ganado, mujeres y niños. Las mujeres eran incorporadas laboral

y reproductivamente a las poblaciones amén de, en muchos casos, constituirse en bienes de

trueque a favor de réditos políticos y económicos en las negociaciones con representantes

de la sociedad hispano-criolla (Rotker 1999).
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La mayoría  de las mujeres incorporadas por la fuerza en las poblaciones nativas

habrían sido las esposas e hijas de gauchos, peones y soldados de pueblos, puestos, fortines

y  estancias  fronterizas,  poblaciones  mestizas  en  las  que  el  componente  europeo

seguramente no era mayor que el africano y el indígena. Refiriéndose transitivamente al

origen “étnico” al  describir  el  color de la piel  de las fortineras que acompañaban a los

soldados, Ebelot (1968) señala que “estaban representados todos los matices, excepto el

blanco. La escala de tonos empezaba en el agamuzado claro y terminaba en el chocolate”.

El mismo autor, ingeniero francés encargado de construir la Zanja de Alsina, ofrece otro

comentario  cargado  de  interpretación  al  señalar  que  las  fortineras  poseían  “… espesas

cabelleras  negras,  semejantes  a  colas  de  caballo,  lacias  o  rizadas,  según  que  la

propietaria tenga sangre india o sangre negra en las venas” (Ebelot 1943).

Aunque es imposible establecer que fracción del total representaron los cautivos en

las poblaciones indígenas, su número absoluto no fue menor. Tras una campaña militar de

13 meses, Juan Manuel de Rosas liberó 1.000 cautivos en 1834, y Lucio V. Mansilla, en

Una excursión a los Indios Ranqueles, señala la existencia de entre 600 y 800 cautivos sólo

en esa parcialidad, entre los cuales también identifica a varios líderes como mestizos, hijos

de madres  cautivas.  Tras un ataque contra el grupo de Yanquetruz en 1833, el General

Aldao recuperó una cautiva por cada tres mujeres, ancianos y niños indígenas apresados

(citas varias en Rotker 1999). Estas y otras fuentes documentales permiten asegurar que,

aunque  difícil  de  cuantificar,  el  ingreso  de  mujeres  no-aborígenes  en  las  poblaciones

indígenas pampeanas y nor-patagónicas habría sido demográficamente importante. 

En  resumen,  la  existencia  de  linajes  mitocondriales  non-ABCD/non-X  ha  sido

documentada en varias poblaciones de Norte-, Centro- y Sud-América. Cuando estos linajes

han sido analizados mediante secuenciación de la RHV-I y/o tipificación de marcadores

haplogrupo-específicos, han podido ser atribuidos a haplotipos y haplogrupos comunes en

poblaciones actuales de Eurasia Occidental y África (por ejemplo Horai y col. 1993, Smith

y col. 1999, Rodríguez Delfin y col. 2001). La presencia de linajes non-ABCD/non-X en

poblaciones  nativas  es  entonces  compatible  con  el  flujo  génico  desde  las  poblaciones

inmigrantes  y/o  criollas  hacia  las  aborígenes.  Aunque este  flujo habría  estado mediado

principalmente por el ingreso de varones (Bianchi y col. 1997), los artículos antes citados y

el  presente  trabajo  documentan  el  ingreso,  reproductivamente  exitoso,  de  mujeres  no-

indígenas en las poblaciones nativas.
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Diversidad de haplotipos fundadores para el haplogrupo D

en América

Siendo el  ADNmt  una  molécula  de  herencia  uniparental  que  acumula  sucesivas

mutaciones  a lo  largo de linajes maternos  segregantes,  es dable inferir  la  existencia  de

múltiples ancestros comunes de diferente rango en una genealogía. En un extremo, todos

los hijos de una mujer comparten el ADNmt que heredaron de su madre, también presente

en su abuela y tíos maternos, así como en los hijos de sus tías maternas. En otro extremo,

merced a la ausencia de recombinación, todos los seres humanos somos parte de una única

genealogía  mitocondrial  que  coalesce  en  el  ancestro  común  mas  reciente,  denominado

usualmente “Eva” mitocondrial. Y entre ambos extremos es posible inferir la existencia de

una  jerarquía  de  ancestros  comunes  definibles  por  la  más  temprana  ocurrencia  de

determinada  mutación.  De  este  modo,  cada  súper-haplogrupo,  haplogrupo  y  sub-

haplogrupo  reúne  en  su  interior  a  todos  los  descendientes  por  vía  materna  de  ciertas

mujeres en las que las mutaciones que definen cada clado ocurrieron por primera vez. Así,

por ejemplo, todos los individuos asignables al súper-haplogrupo M están ligados por co-

ancestría a una mujer en la que la transición en la posición 10400 ocurrió por primera vez.

Y todos aquellos atribuibles al haplogrupo D, parte del súper-haplogrupo M, descienden de

aquella en la que se estableció la mutación  5178*A. 

¿Cuántos ancestros comunes mas recientes se pueden postular para cada haplogrupo

entre los linajes maternos encontrados en nativos americanos? O, dicho de otro modo, ¿a

partir de cuantos haplotipos fundadores es posible inferir que se produjo la radiación de

linajes mitocondriales observables en América?  ¿Cuál es la definición molecular de los

linajes cuya divergencia ocurrió previamente a la colonización de América, ya en Asia o en

tránsito hacia el Nuevo Mundo?

La respuesta a la segunda de estas preguntas ha oscilado entre cuatro (Torroni y col.

1993b), cinco (Torroni y col. 1992), nueve (Merriwether y Ferrell 1996), diez (Easton y

col.  1996)  y  no menos  de  trece  (Bailliet  y  col.  1994,  Bianchi  y  col.  1995)  haplotipos

fundadores  para  poblaciones  amerindias  y  na-dené.  Sin  embargo,  la  mayoría  de  las

definiciones  moleculares  de  haplotipos  fundadores  provistas  en  los  trabajos  recién
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mencionados  han  demostrado  carecer  de  la  resolución  apropiada,  ser  incompletas  o

erróneas, o bien confundir linajes fundadores con otros alóctonos, revertientes o derivados

(ver apartados 4.3.1, 4.4, 4.5 y 5.2 en esta Tesis; Bandelt y col. 2003). 

 En esta sección se discutirá el número y definición molecular de los haplotipos

fundadores  para  el  haplogrupo  D  presentes  en  poblaciones  indígenas  del  continente

americano,  tanto  en  base  a  una  revisión  de  la  información  disponible  como  de  nueva

evidencia experimental obtenida en el marco de esta tesis.

6.1- Antecedentes

Como fuera señalado en el apartado 4.1, Douglas Wallace y su grupo analizaron el

ADNmt de 379 individuos pertenecientes a 18 poblaciones nativas mediante un protocolo

de  RCP-PLFR de alta resolución (Torroni y col. 1992, 1993b). En base a sus resultados

propusieron que los linajes mitocondriales autóctonos presentes en amerindios y na-denés

podían reunirse en cuatro grupos monofiléticos, los haplogrupos A-D. Postularon además

que la mayor parte de la diversidad observada era indígena del continente,  ya que cada

haplogrupo habría estado representado por un único haplotipo fundador en las poblaciones

colonizantes.

En otro trabajo del mismo grupo, Jun y col. (1994) informaron la detección de una

mutación patogénica en el ADN mitocondrial. Una sustitución en la posición 14459 de la

subunidad 6 de la NADH deshidrogenasa co-segregaba con los síntomas de la neuropatía

óptica hereditaria de Leber y distonia en una familia “hispana”. Una etiología mitocondrial

para esta patología había sido inicialmente postulada por Novotny y col. (1986) en base a la

transmisión de los síntomas clínicos en esta familia, donde estaban afectados 22 de los 79

miembros, distribuidos a lo largo de cinco generaciones. Un análisis mediante RCP-PLFR

del total del ADNmt siguiendo el protocolo de Torroni y col. (1993a,b), y la secuenciación

de aproximadamente el 90% del ADN mitocondrial de un miembro afectado, pusieron en

evidencia que ese linaje pertenecía al haplogrupo D, y que difería en 40 posiciones respecto

de  la  secuencia  Cambridge11.  Treinta  y  cinco  de  las  variantes  observadas  fueron

sustituciones  silenciosas  en  genes  codificantes  para  proteínas,  o  polimorfismos

relativamente frecuentes, o errores en la secuencia de referencia (Andrews y col. 1999). Las

cinco mutaciones restantes, siendo potencialmente responsables de la etiología observada,

11 Una obvia versión completa y corregida –aunque no adecuadamente referida- del linaje mitocondrial de

esta familia fue informada como secuencia Dca  en la figura 4 de Derbeneva y col. (2002b).
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fueron analizadas en mas detalle. Una de ellas tiene relevancia para nuestros estudios, ya

que  fue  hallada  exclusivamente,  y  con  alta  frecuencia,  en  nativos  americanos.  La

sustitución CT en la posición 2092 estuvo presente en 35 de los 37 nativos americanos

pertenecientes al haplogrupo D utilizados como controles sanos. Este hallazgo contradice la

interpretación de Torroni y col. (1993b) respecto del número de haplotipos fundadores para

el haplogrupo D, ya que mientras que en este último trabajo se propone la existencia de un

único fundador, en el de Jun y col. (1994)  queda en evidencia la existencia de por lo menos

dos grupos de linajes: un grupo monofilético mayoritario, definido por la presencia de la

sustitución 2092*T, y un grupo de linajes menos frecuente, con el estado ancestral C para

aquella posición.

Una confirmación de la heterogeneidad de haplotipos fundadores para el haplogrupo

D fue provista por Forster y col. (1996), quienes compararon 472 secuencias de la RHV-I

publicadas para nativos americanos con otras 309 provenientes de asiáticos. En su análisis

filogeográfico, los autores detectaron dos secuencias fundadoras para D, con frecuencias y

distribuciones muy dispares: D1, definida por la combinación 223-325-362, estuvo presente

en 62 amerindios de Norte, Centro y Sud América así como también en dos individuos na-

dené;  y  D2,  con  el  motivo  129-223-271-362,  estuvo  restringida  a  un  único  apache.

Notablemente, secuencias atribuibles a D2 pero no a D1 fueron detectadas en Asia, entre

los esquimales siberianos (Shields y col. 1993). 

Un tercer  haplotipo fundador estaba presente entre los individuos analizados por

Forster y col. (1996), pero en ausencia de toda información que no fuera la propia secuencia

RHV-I, los autores atribuyeron preliminarmente esos linajes al haplogrupo A. En efecto, la

combinación  093-173-223-319-362  había  sido  descripta  en  esquimales  de  ambos

continentes (Shields y col. 1993, Voevoda y col. 1994), y su asociación con el haplogrupo

D fue  posteriormente  informada  en  otras  poblaciones  siberianas  y  centro-asiáticas  por

Starikovskaya y col. (1998), Schurr y col. (1999) y Bermisheva y col. (2002). Esta tercer

variante fue denominada D3 por Saillard y col. (2000). 

Un cuarto grupo de secuencias muy divergentes reúne a los así llamados linajes

“Cayapa” (Rickards y col. 1999, ver apartado 4.3.2), derivados de la secuencia consenso

223-241-301-342-362.  Alves-Silva  y  col.  (2000)  postularon  la  posibilidad  de  que  este

grupo derivase de una secuencia que, habiendo sufrido una reversión en la posición 325,

perteneciera al nodo D1.
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Tabla 9. Haplotipos nodales para el haplogrupo D en nativos americanos, su status
como fundador, y correlación con variantes para la posición 2092.

 Haplotipo status RHV-I1 2092

 

D1 fundador 223 325 362 T

D2 fundador 129 223 271 362 C

D3 fundador 93 173 223 319 362 C

"Cayapa" desconocido 223 241 301 342 362 ?
        

      (1) las posiciones se indican restando “16.000”

La  publicación  de  secuencias  mitocondriales  completas  (ver  Tablas  1  y  A112)

permite establecer el desequilibrio de ligamiento entre las variantes alélicas para la posición

2092 en los tres linajes fundadores reconocibles para D en América:  la forma derivada

2092*T es hallada en los linajes D1 (Ingman y col. 2000, Derbeneva y col. 2002b) mientras

que el alelo ancestral 2092*C está presente en todas las demás secuencias D conocidas,

incluyendo aquellas atribuibles a D2 (Ingman y col. 2000, Derbeneva y col. 2002b), y en

una filogenéticamente afín a D3 (Ozawa y col. 1991b). 

En la Tabla 9 se presenta un resumen de la información discutida en esta sección:

las definiciones, en base a variantes de la RHV-I, de las secuencias fundadoras conocidas

para el haplogrupo D, así como su correlación con las variantes C/T en la posición 2092.

También se incluye el linaje “Cayapa”, cuyo status como fundador es desconocido y para el

que tampoco existe información para la posición 2092.

6.2- Enfoque experimental

Como ya  fue  explicado  en  6.1,  en  América  es  posible  distinguir  al  menos  tres

grupos de linajes D que habrían ingresado al continente tras haberse diferenciado en el

Viejo Mundo. También se ha demostrado la utilidad de la transición C/T en la posición

2092 para distinguir el sub-haplogrupo D1 -la forma mas abundante del haplogrupo D- de

los grupos D2 y D3, que presentan una distribución étnico-geográfica mas restringida. Con

el objetivo de contribuir  al conocimiento de la distribución continental  de las diferentes

variantes  del  haplogrupo  D,  decidí  analizar  el  polimorfismo  en  la  posición  2092  y  su

12 Las tablas Ax corresponden al Anexo.
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relación con los haplotipos detectables en la RHV-I en individuos asignados al haplogrupo

D disponibles en el Banco de Muestras Biológicas del IMBICE. Los resultados obtenidos

fueron incluidos en un análisis filogeográfico global basado en la recopilación de >15.000

secuencias HVR-I de poblaciones americanas y asiáticas. 

6.3- Materiales y Métodos

6.3.1- Poblaciones analizadas para la posición 2092

Para  el análisis  del  polimorfismo  de  la  posición  2092  se  utilizaron  todas  las

muestras de ADN de nativos americanos, pertenecientes al haplogrupo D, que se hallaban

disponibles  en  el  Banco  de  Muestras  Biológicas  del  IMBICE.  Sobre  un  total  de  652

individuos  pertenecientes  a  17 poblaciones  que  fueron tipificados  para  los  haplogrupos

mitocondriales A-D (Tabla 10), 139 habían sido atribuidos al haplogrupo D siguiendo los

protocolos  descriptos  en  el  apartado  5.1.4.  Un  81%  (N=113)  de  los  individuos

caracterizados como D pudieron ser tipificados para la posición 2092, mientras que el 19%

restante (N=26) no pudo ser analizado porque las muestras de ADN se hallaban agotadas, o

bien porque las amplificaciones no fueron exitosas.

Las poblaciones analizadas son las ya descriptas en 5.1.2, a las que se agregaron

algunas previamente publicadas, a saber:

- las muestras de las poblaciones Mapuche y Huilliche son las descriptas en Bailliet y col.

(1994), mientras que las poblaciones Wichí, Toba y Chorote fueron analizadas en Bianchi y

col. (1995), aunque para este trabajo se ha aumentado el número de individuos estudiados;

- los individuos que componen la población jujeña corresponden a los 41 descriptos en el

apartado 5.1.2 de esta tesis, mas otros 24 provistos por el Dr. José Dipierri y la Lic. Emma

Alfaro (Dipierri y col. 1998); 

- las muestras de las poblaciones Suruí y Karitiana fueron cedidas por el Dr. Cavalli-Sforza

(Stanford  University,  Estados  Unidos  de  América)  al  Dr.  Sergio  Pena  (Univerdidade

Federal de Minas Gerais, Brasil), quien las donó al IMBICE (Pena y col. 1995).

6.3.2- Tipificación de la mutación CT 2092

La genotipificación para la posición 2092 se realizó mediante un ensayo de RCP-

PLFR.  Dado que la mutación de interés no crea ni destruye un sitio de reconocimiento
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enzimático, fue necesario introducir artificialmente uno durante el proceso de amplificación

mediante la RCP. 

Para ello se diseñó un iniciador 5’ con una base no complementaria en la posición

2087, de modo que la presencia de un residuo G en vez del correspondiente T permitiera la

creación de un sitio de reconocimiento  HincII o HpaI en dicha posición, en presencia del

alelo 2092*C (Figura 7).

Figura 7.  Diseño del  iniciador MiL-2069/mismatch.  La secuencia ubicada entre los símbolos
"5’-" y "-3’ " corresponde a la de la cadena liviana del ADN mitocondrial humano (Anderson y col.
1981) alrededor de la zona de interés. Nótese el reemplazo del nucleótido T en la posición 2087 del
templado por G en el iniciador.
 
                                                    posición 2087
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
   iniciador                                                                                                                                    CTCTAAATCCCCTTGTAAAGTTAA
ADN templado  5'-...AGCCCTCTAAATCCCCTTGTAAATTTAACTGT...-3'
                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
                                                     posición 2092

forma ancestral 2092*C   GTTAAC   sitio HincII presente

forma derivada  2092*T   GTTAAT   sitio HincII ausente

 

Amplificación del fragmento de interés.

Para obtener un fragmento que pudiera ser analizado mediante digestión enzimática

se utilizaron dos protocolos diferentes: la amplificación directa bastó cuando se emplearon

muestras de ADN de buena calidad, mientras que se diseño un protocolo de amplificación

semi-anidada para tratar aquellas muestras que, por su concentración o calidad del ADN, se

mostraron refractarias ante el procedimiento de amplificación directa.

Amplificación directa.

Para  este  procedimiento  se  utilizaron  los  iniciadores  MiL-2069/mism  (5’-

CTCTAAATCCCCTTGTAAAGTTAA-3’)  y  MiH-2583 (5’-GTTAGGGTACCGCGGCC

GTTA-3’). Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un volumen de 25 l, con

las concentraciones de reactivos  y ADN especificadas previamente (ver 5.1.4). En cada

ronda de amplificación se incluyeron un control negativo (mezcla de RCP sin agregado de
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ADN) y uno o más controles positivos (mezcla de RCP con ADN de individuos de origen

europeo o amerindio, portadores de linajes non-D).

Las mezclas de reacción fueron sometidas a 40 ciclos de amplificación, consistiendo

cada ciclo de una etapa de desnaturalización a 94C durante un minuto, seguida de una de

hibridación a 55C durante un minuto y finalmente otra de extensión a 72C durante un

minuto. Un período inicial de desnaturalización de 4 minutos a 94C precedió al ciclado,

mientras  que  una  extensión  final  a  72C  durante  4  minutos  completó  el  proceso  de

amplificación. La verificación del éxito de la reacción se realizó tal como se describe en

5.1.4.

Amplificación semi-anidada.

El  método  descripto  en  el  apartado  precedente  permitió  la  amplificación  del

fragmento a digerir, en una única ronda de RCP, en un total de 74 muestras. Las restantes

muestras de ADN fueron sometidas a un proceso de amplificación semi-anidado. Algunas

de estas muestras habían fallado por lo menos dos veces cuando se intentó amplificarlas

mediante el  sistema directo,  mientras  que otras eran muestras de mala calidad y/o baja

concentración. El método semi-anidado consiste en someter una muestra de ADN a una

doble ronda de RCP. En la primera reacción se obtiene un fragmento de mayor tamaño que

el fragmento de interés, que se halla incluido en aquél. Y este fragmento mayor es a su vez

utilizado como templado para la segunda RCP, en la que se amplifica el  fragmento de

interés.

La  primera  amplificación  se  realizó  utilizando  los  iniciadores  MiL-1549  (5’-

GAGGAGACAAGTCGTAACATGG -3’) y MiH-2583 en un volumen final de 10 l, con

las concentraciones usuales de reactivos. El ciclado aplicado fue similar al descripto para la

amplificación directa, con la excepción de que el número total de ciclos fue disminuido a

30 y el período de hibridación se prolongó durante dos minutos a 60C. La segunda RCP se

realizó  tal  como  fue  descripta  para  la  amplificación  directa,  utilizando  0.5-1.5  l  del

producto de la primera reacción como templado y disminuyendo el número de ciclos a 30.

Como  controles  de  contaminación,  también  fueron  sometidos  a  la  segunda  RCP  los

controles negativos de la primera.

Digestión y electroforesis. 

Con el objetivo de lograr fragmentos polimórficos cuyo tamaño pudiera resolverse

en geles de agarosa, el amplicón fue digerido simultáneamente con HincII y HaeIII. 15 l
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del producto de amplificación fueron llevados a 25  l finales con 3-5 unidades de cada

enzima,  agua,  y  la  solución tampón  # 2 recomendada  por  el  proveedor  (New England

Biolabs). Las mezclas de digestión permanecieron en estufa a 37C durante 4-12 hs. 

Los fragmentos obtenidos fueron separados mediante electroforesis de una alícuota

de 20 l de la mezcla de digestión en un gel mixto de agarosa común 2% y Nu Sieve 1%,

en condiciones similares a las ya descriptas (véase 5.1.4). La co-digestión del amplicón

utilizando HincII y HaeIII resultó en tres fragmentos constantes de 248, 146 y 16 pares de

bases; y uno (104 pb) o dos fragmentos (86 y 18 pb) según el genotipo fuera T o C para la

posición 2092, respectivamente.

La  asignación  de  genotipos  se  realizó  mediante  la  comparación  de  patrones  de

digestión. Dado que el genotipo 2092*T sólo ha sido hallado en Nativos americanos del

haplogrupo D (Jun y col., 1994), en cada gel se incluyó por lo menos un control positivo

digerido. Los controles positivos fueron amplificados a partir de ADN de origen europeo o

nativos  americanos  no pertenecientes  al  haplogrupo  D.  El  patrón  de  digestión  de  estas

muestras  fue  considerado  el  del  genotipo  2092*C.  Los  geles  fueron  examinados  bajo

radiación ultravioleta en un transiluminador y documentados fotográficamente.

6.3.3- Secuenciación de la Región Hipervariable I

La RHV-I fue secuenciada manualmente entre las posiciones 16038 y 16370 en 26

individuos, tal como fuera descripto en 5.1.4. Se obtuvieron las secuencias de la RHV-I en

todos los individuos con genotipo 2092*C (un Huilliche, cinco Lengua y ocho Tehuelches),

y  en  otros  doce  portadores  de  la  forma  derivada  2092*T.  Estos  fueron  seleccionados

siguiendo dos criterios: la pertenencia a una población en la que se hubiera detectado el

genotipo  2092*C  (dos  Tehuelches  y  cinco  Lengua),  o  bien  a  poblaciones

étnica/geográficamente diversas. En este último grupo se incluyeron muestras de América

del Norte (un Sioux), América Central (un Maya) y América del Sur (un Chimila, un Wichí

y un Toba).

6.3.4- Análisis filogeográfico de los linajes “Cayapa”

Compilación de secuencias RHV-I de origen asiático y americano.

Se recopilaron las  secuencias  de la  RHV-I disponibles  para nativos  americanos,

poblaciones del centro, este y sudeste asiático, Siberia y el Pacífico, tanto publicadas como
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inéditas -pero disponibles en bancos de datos como GenBank- (Tablas A2-A4). También se

incluyeron en esta compilación secuencias de origen americano presentes en poblaciones

criollas, mestizas, “hispanas” y afroamericanas.

Identificación de haplotipos “Cayapa” y linajes relacionados.

Fueron identificados como linajes “Cayapa” aquellas secuencias RHV-I derivables

de  la  combinación  223-241-301-342-362.  En  la  búsqueda  de  linajes  asiáticos

filogenéticamente emparentados con los “Cayapa”, se analizaron diferentes combinaciones

del haplotipo nodal para el haplogrupo D (223-362) con al menos una o dos de las otras tres

mutaciones que aparecen en el haplotipo Cayapa (241, 301, 342). 

La probable presencia de linajes “Cayapa” también fue analizada entre los nativos

americanos estudiados mediante el  método de RCP-PLFR por el  grupo de D. Walllace

(Torroni y col. 1992, 1993b, 1994b, 1994c; Huoponen y col. 1997), aprovechando que la

transición 16241 es constante en los linajes Cayapa hasta ahora identificados en América, y

que  ésta  crea  un  sitio  de  reconocimiento  para  AluI  entre  otros  dos  ubicados  en  las

posiciones 15994 y 16476 de la SRC. La presencia de nuevo sitio AluI en 16240 divide un

fragmento de 482 pb en otros de 237+245 pb, un cambio fácil de notar mediante el ensayo

de RCP-PLFR con 14 enzimas aplicado por Wallace y colaboradores.

Construcción de redes de haplotipos.

Las secuencias  identificadas  en la literatura y las obtenidas en esta Tesis  fueron

empleadas en la construcción de una red de haplotipos utilizando el  algoritmo MJ en el

programa “NETWORK” versión 4.1.0 (copyright Fluxus Technology Ltd., http://www.fluxus-

technology.com/share net.htm). Tras una inspección ocular de los resultados iniciales obtenidos,

la matriz de datos fue modificada de modo tal que las reversiones de la posición 301 fueron

consideradas como tres mutaciones independientes , para facilitar la lectura de la red de

haplotipos resultante.

6.4- Resultados y Discusión

6.4.1- Distribución de variantes para la posición 2092

Sobre un total de 652 individuos pertenecientes a 17 poblaciones y tipificados para

los haplogrupos mitocondriales A-D (Tabla 10), 139 habían sido atribuidos al haplogrupo

D siguiendo los protocolos descriptos en el apartado 5.1.4 u otros similares (Bailliet y col.
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1994,  Bianchi  y  col.  1995,  Pena  y  col.  1995).  Un  81%  (N=113)  de  los  individuos

caracterizados como D pudieron ser tipificados para la posición 2092, mientras que el 19%

restante (N=26) no pudo ser analizado porque las muestras de ADN se hallaban agotadas, o

bien  porque  las  amplificaciones  no  fueron  exitosas  pese  a  la  realización  de  repetidos

intentos de amplificación directa y semi-anidada. 

Todas las poblaciones analizadas, con la excepción de los Navajo, fueron portadoras

de linajes del haplogrupo D. El genotipo derivado 2092*T estuvo presente en noventa y

nueve (88%) de los ciento trece individuos analizados, y fue el único en catorce de las

dieciséis  poblaciones (Tabla 10).  Fue,  además,  el  mas frecuente en las tres poblaciones

restantes. La forma 2092*C sólo fue hallada en uno de trece Huilliches de Chile, ocho de

diecisiete  Tehuelches  de  Argentina  y  cinco  de  trece  Lengua  de  Paraguay.  Cuando

expresadas  respecto  de  número  total  de  individuos  analizados  para  cada  población,  las

frecuencias  de  2092*C  fueron  de  0.0263,  0.2581  y  0.1351,  respectivamente.  Estos

resultados son similares a los descriptos por Jun y col. (1994), quienes encuentran la forma

derivada  2092*T en  treinta  y cinco de  los  treinta  y siete  individuos  del  haplogrupo D

analizados. Lamentablemente, los resultados no son directamente comparables ya que estos

autores no informan la procedencia étnica de las muestras analizadas.

6.4.2- Correlación entre RHV-I y polimorfismos para la posición 2092.

En la Tabla 11 se muestran las secuencias obtenidas para la RHV-I en 26 nativos

americanos, y su relación con el polimorfismo para la posición 2092. Las secuencias fueron

reunidas en tres grupos según sus afinidades filogenéticas. El grupo 1 reúne las catorce

secuencias obtenidas a partir de los únicos individuos que resultaron atribuidos a 2092*C

en el presente trabajo (Tabla 10), mientras que los otros dos grupos, portadores del alelo

2092*T, están conformados por ocho y cuatro secuencias cada uno. 

Tabla 10- Individuos analizados para el polimorfismo de la posición 2092.

    posición 2092

Población Origen N1 ND2 Nexper3 2092*T 2092*C

Huilliche Chile 38 18 13 12 1

Mapuche Argentina 63 16 13 13 0

Tehuelche Argentina 31 17 17 9 8
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Jujeños Argentina 65 4 3 3 0

Wichí Argentina 74 21 12 12 0

Chorote Argentina 21 4 4 4 0

Toba Argentina 9 5 5 5 0

Mocoví Argentina 64 24 16 16 0

Ayoreo Paraguay 46 3 3 3 0

Lengua Paraguay 37 13 13 8 5

Karitiana Brasil 2 2 2 2 0

Suruí Brasil 3 3 3 3 0

Chimila Colombia 30 1 1 1 0

Maya México 48 4 4 4 0

Zuñi E.U.A. 41 1 1 1 0

Sioux E.U.A. 40 3 3 3 0

Navajo E.U.A. 40 0 0 0 0

 TOTALES  652 139 113 99 14

(1) N, total de individuos tipificados para los haplogrupos mitocondriales en cada población; (2) ND, total de

individuos asignados al haplogrupo D en cada población; (3) Nexper, total de individuos del haplogrupo D

tipificados para la posición 2092.

Las secuencias del grupo 1 comparten un haplotipo consenso idéntico al presente en

el único Huilliche secuenciado (secuencia #1, Tabla 11), que no es otro que el inferido

como nodal  para los  linajes  “Cayapa”  (223-241-301-342-362).  Dos secuencias  distintas

fueron  obtenidas  en  cada  una  de  las  poblaciones  restantes.  Las  presentes  en  los  ocho

individuos tehuelches se distinguieron de la consenso por presentar una transición en 051,

mientras que dos individuos de esa etnia mostraron además una reversión en 301 (#8 y #9).

Los  Lengua,  por  su  parte,  se  diferenciaron  del  consenso  por  una  inserción  entre  las

posiciones 282 y 283: en cuatro de las secuencias la base insertada fue T, mientras que en la

quinta fue C.   

Las  restantes  doce  secuencias  co-segregaron  con  el  alelo  2092*T  y  estuvieron

divididas  entre  el  étnicamente  heterogéneo grupo 2a,  formado por ocho individuos que

comparten la secuencia consenso del haplotipo fundador D1 (223-325-362), y un grupo

restringido a cuatro Lengua que comparten el consenso 223-291-362 (denotado como 2b en

la  Tabla  11).  Aunque podría  postularse  que  2a  y  2b  constituyen  grupos  monofiléticos

derivados independientemente de un linaje ancestral con una RHV-I 223-362 que adquirió
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2092*T,  es  más  parsimonioso  proponer  que  las  secuencias  del  grupo  2b  en  realidad

pertenecen  a  D1  y  carecen  de  325  como  consecuencia  de  una  reversión.  Secuencias

claramente  atribuibles  a  D1  pese  a  carecer  de  325  han  sido  descriptas  en  Mapuches

(Ginther  y  col.  1993)  y  Pehuenches  (Moraga  y  col.  2000),  entre  otros  ejemplos.  La

interpretación anterior se ve reforzada con el hallazgo de una secuencia RHV-I exactamente

intermedia - en este escenario evolutivo- entre D1 (223-325-362) y la nodal para 2b (223-

291-362): el individuo cuya secuencia casi completa fue informada por Jun y col. (1994) y

corregida en Derbeneva y col. (2002b) es portador de la combinación 223-291-325-362.

Los resultados aquí descriptos confirman la asociación entre D1 y el alelo 2092*T, y

permiten otorgar status de fundador al linaje “Cayapa”. Contra la opinión de Alves-Silva y

col. (2000), quienes lo consideran como posible revertante para la posición 325 (y por lo

tanto atribuible a D1), los resultados aquí descriptos permiten proponer que el haplotipo

“Cayapa” define un cuarto sub-haplogrupo de D. Al igual que los otros fundadores como

D1, D2 y D3, el haplotipo “Cayapa” habría arribado a América tras haberse diferenciado en

algún lugar del Viejo Mundo. 

6.4.3- Filogeografía del linaje “Cayapa”

La  compilación  y  análisis  de  3164  secuencias  RHV-I  provenientes  tanto  de

poblaciones indígenas del continente como de otras criollas, mestizas, “hispanas” y afro-

americanas  (Tablas  12  y  A2),  permitió  detectar  45  individuos  portadores  de  linajes

“Cayapa”. Otros 14 casos fueron informados entre los 652 aborígenes estudiados en esta

Tesis  mientras  que,  en  cambio,  ninguno  estaría  presente  entre  los  47813 na-dené  y

amerindios analizados mediante RCP-PLFR de alta resolución (Torroni y col. 1992, 1993b,

1994b-c;  Huoponen y col. 1997), ya que ningún individuo del haplogrupo D fue portador

de un sitio AluI 16240, cuya presencia se infiere constante entre los “Cayapa” americanos.  

13 En los trabajos citados se analizaron un total de 520 individuos mediante RCP-PLFR de alta resolución,

pero 42 de ellos, que también fueron secuenciados, ya fueron incluidos en la Tabla A2.

91



Tabla 11-  Secuencias de la RHV-I  y su relación con el polimorfismo para la posición 2092 en 26 nativos americanos.  Para la RHV-I se muestran sólo los sitios
variantes respecto de la secuencia Referencia (Anderson y col. 1981); los puntos indican identidad con dicha secuencia.  La numeración de las posiciones variables se
corresponde con la secuencia Referencia, y para la RHV-I se indican sin el prefijo “16”. En la primer columna se consignan los tres grupos a los que se hace referencia en el
texto, mientras que en la segunda columna se otorga a cada individuo un número para facilitar su referencia en el texto. “Teh Cha” y “Teh LR” son Tehuelches de las
localidades El Chalía y Loma Redonda, respectivamente.

    Región Hipervariable I  posición
    51 174 183 187 189 209 223 241 245 260 263 282.1 291 301 303 325 342 361 362  2092
  # Referencia A C A C T T C A C C T – C C G T T G T  C
                         
  1 Huilliche 28 • • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
  2 Teh Cha 27 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
  3 Teh Cha 30 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
  4 Teh Cha 33 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
  5 Teh Cha 39 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
  6 Teh Cha 52 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C
 

Grupo 1
7 Teh Cha 54 G • • • • • T G • • • • • T • • C • C  C

 8 Teh Cha 14 G • • • • • T G • • • • • • • • C • C  C
  9 Teh LR 9 G • • • • • T G • • • • • • • • C • C  C
  10 Lengua 253 • • • • • • T G • • • T • T • • C • C  C
  11 Lengua 294 • • • • • • T G • • • T • T • • C • C  C
  12 Lengua 317 • • • • • • T G • • • T • T • • C • C  C
  13 Lengua 260 • • • • • • T G • • • T • T • • C • C  C
  14 Lengua 335 • • • • • • T G • • • C • T • • C • C  C
                         
  15 Sioux 42 • • • • • • T • • • • • • • A C • • C  T
  16 Maya D8 • • C • C • T • • • • • • • • C • • C  T
  17 Chimila 25 • • • • • • T • • • • • • • • C • • C  T
 

Grupo 2a
18 Lengua 292 • • • • • • T • • T • • • • • C • • C  T

 19 Wichí 151 • T • • • • T • • • C • • • • C • A C  T
  20 Toba 76 • • • • • • T • • • • • • • • C • • C  T
  21 Teh Cha 13 • • • T • • T • T • • • • • • C • • C  T
  22 Teh LR 3 • • • T C C T • • • • • • • • C • • C  T
                         
  23 Lengua 248 • • • • • • • • • • C • T • • • • • C  T
 

Grupo 2b
24 Lengua 259 • • • • • • T • • • • • T • • • • • C  T

 25 Lengua 333 • • • • • • T • • • • • T • • • • • C  T
  26 Lengua 339 • • • • • • T • • • • • T • • • • • C  T
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Tabla 12- Compilación de secuencias RHV-I de origen americano

Haplogrupo

Poblaciones N A B C D X Otros

Esquimales/Aleutianos 297 157 0 0 139 0 1

Na-dené 411 263 101 35 5 2 5

Amerindios 1572 403 539 334 268 18 10

Poblaciones cosmopolitas y otras 781 40 57 34 14 0 0

Poblaciones extinguidas 103 19 16 40 22 4 2

TOTAL . . .            3164 882 713 443 448 24 18

Que el sitio AluI 16240 es detectable mediante el método de RCP-PLFR de alta resolución

queda  demostrado  por  su  hallazgo  en  tres  Kraho  del  haplogrupo  B  (haplotipo  AM69,

Torroni y col. 1993b). En suma, sobre un total de 4294 individuos analizados, los linajes

“Cayapa” fueron detectados en tan sólo 59, constituyendo así apenas el 1,4% de los linajes

maternos presentes en nativos americanos y sus poblaciones derivadas (Tabla 13). 

El haplotipo nodal 223-241-301-342-362 fue hallado en dos Mapuches, un Huilliche

y dos hispanos de E.U.A. (tipo 1 en Tabla 14 y Figura 8), mientras que los demás linajes se

ubican a 1-3 pasos mutacionales de aquél. En las poblaciones donde la frecuencia absoluta

de los linajes “Cayapa” es N≥2 -con la excepción de los Mapuches e hispanos señalados

previamente-, todos los individuos comparten al menos una mutación privada.

Tabla 13- Poblaciones americanas analizadas en busca de linajes “Cayapa”.

Método experimental N1 Cayapa2  Referencias

Secuenciación de la RHV-I 3164 45  ver Tabla A2 en Anexo

RCP-PLFR de alta resolución 478 0
 Torroni y col. 1992, 1993b, 1994b-c;

 Huoponen y col. 1997

RCP-PLFR + secuenciación RHV-I 652 14  esta Tesis

TOTAL . . 4294 59   

(1) total de individuos analizados; (2) total de casos detectados
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Así, la transición 51 está presente en los Tehuelches, la mutación 291 en los Cayapa, y los

cambios 234 y 311 coexisten en los Yámana. Cuatro Lengua comparten la inserción de un

residuo T en la posición 282.1, mientras que en el quinto Lengua la inserción se presenta

como  una  C,  obvia  transición  respecto  de  la  primera  si  atendemos  a  sus  frecuencias

relativas. Finalmente, el único mexicano y el tercer “hispano” comparten la presencia de la

transversión  234CG.  Otro  rasgo  peculiar  de  variabilidad  nucleotídica  de  los  linajes

“Cayapa” americanos es la alta frecuencia de reversión para la posición 301: en la muestra

de  59  individuos  analizada  en  este  estudio  es  posible  inferir  que  este  cambio  ocurrió

independientemente en al menos tres ocasiones, existiendo haplotipos “Cayapa” sin 301 en

los Tehuelches, Cayapa y Yámana (tipos 3, 9, 10 y 13 en Tabla 14 y Figura 8).

Figura 8- Red de haplotipos “Cayapa”.

 

Red obtenida mediante  el  algoritmo MJ en el  programa NETWORK 4.1.  Cada círculo azul  representa un haplotipo

distinto, numerado como en la columna  Tipo de la Tabla 14. Las posiciones variables se indican sobre las barras que

separan los círculos, las posiciones recurrentes se subrayan. El haplotipo NODAL es el ancestral para el todo haplogrupo

D, con la secuencia 223-362. Los círculos blanco y rojo no fueron muestreados, este último –señalado con una flecha- es

el hipotético ancestro común (223-301-342-362) entre los linajes “Cayapa” americanos y la secuencia #14 hallada en

Asia. 

Tabla 15- Frecuencia de linajes “Cayapa” en poblaciones aborígenes.

 
Población N1 Cayapa2 frecuencia Referencia

 
Tehuelche 31 8 0,2581 esta tesis

 
Cayapa 150 35 0,2333 Rickards y col. 1999

 
Lengua 37 5 0,1351 esta tesis

 
Yámana 15 2 0,1333 Moraga y col. 2000

 
Mapuche 34 2 0,0588 Moraga y col. 2000

 
Huilliche 38 1 0,0263 esta tesis

Quechua Tayacaja 61 1 0,0164 Fuselli y col. 2003

(1) total de individuos analizados; (2) total de casos detectados
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Distribución étnico-geográfica

Ausentes  en  las  poblaciones  esquimales,  aleutianas  y  na-denés,  los  haplotipos

“Cayapa” fueron hallados en poblaciones amerindias de Ecuador (Rickards y col. 1999),

Perú (Fuselli y col. 2003), Chile (Moraga y col. 2000), Paraguay y Argentina (esta tesis).

También estuvieron presentes en las poblaciones cosmopolitas del norte de México (Green

y  col.  2000)  y  sudeste  de  Brasil  (Alves-Silva  y  col.  2000),  así  como  en  la  fracción

“hispana” de la  población cosmopolita  de Estados Unidos de América.  Con valores  de

alrededor  del  25%,  las  frecuencias  mas  elevadas  se  dieron  entre  los  Tehuelches  y  los

Cayapa,  mientras  que valores  menores  al  6% prevalecieron  en  Mapuches,  Huilliches  y

Quechuas (Tabla 15). Para los Yámana y Lengua la incidencia osciló alrededor del 13%. 

La mayor concentración de linajes “Cayapa” a nivel continental ocurre en Patagonia

y Tierra del Fuego, ámbito en que habitan Mapuches, Huilliches, Tehuelches y Yámana,

cuatro de las siete poblaciones indígenas en las que se ha informado este haplotipo. Las

restantes  poblaciones  portadoras  de  estos  linajes  no  presentan  especial  proximidad

geográfica o identidad lingüística:  los Cayapa habitan las tierras bajas de Ecuador,  Los

Lengua viven en el Chaco paraguayo y por último los Quechua de Tayacaja residen en un

sector serrano de Perú. 

Además del notable sesgo en su distribución geográfica, es en los Tehuelches donde

se ha descripto la mayor frecuencia de linajes “Cayapa”. Aunque los valores hallados en la

población Cayapa son similares, es de destacar que la población de Tehuelches analizada en

este trabajo poseería un importante componente de mestizaje con Mapuches, con los que

cohabitan  en  el  sud-oeste  de  Chubut  (Pinotti  2001).  Desde  los  comienzos  de  la

“araucanización de Pampa y  Patagonia” en el  siglo  XVII,  las poblaciones  pampeano-

patagónicas  cis-andinas  se mestizaron con los  inmigrantes  “araucanos”  de origen trans-

andino.  Dado  que  algunas  de  las  fracciones  “araucanas”  carecen  de  linajes  “Cayapa”

(Mapuches de Río Negro en  Ginther y col. 1993, esta tesis; “aborígenes chilenos” en Horai

y col. 1993; Pehuenches en Moraga y col. 2000) o los poseen en baja frecuencia (Mapuches

de Valdivia, Chile, en Moraga y col. 2000; Huilliches de Chile, en esta tesis), es razonable

interpretar  que  su  presencia  en  tal  alta  frecuencia  entre  los  Tehuelches  no  sería

consecuencia de la introgresión femenina araucana reciente (en los últimos 350 años) sino

un reflejo de su condición ancestral. Aún siendo muy elevada, la actual frecuencia del 26%
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para los haplotipos “Cayapa” en los Tehuelches debió ser mayor en el pasado, hacia fines

del siglo XVI, antes del ingreso masivo de “araucanos” aquende los Andes.

Linajes asiáticos filogenéticamente afines a los “Cayapa” americanos.

El análisis de bases de datos y de la literatura disponible resultó en la compilación

de 12194 secuencias de la RHV-I provenientes de poblaciones asiáticas y de otras derivadas

de Asia. Un total de 7886 secuencias fueron obtenidas en poblaciones del este y sudeste

asiático,  y en regiones vecinas de Oceanía -incluyendo Australia-  (Tabla A3 en Anexo)

mientras que otras 4308 derivaron de poblaciones del Asia Central y Siberia (Tabla A4 en 

Anexo).  Se  consideró  como  potencialmente  emparentada  con  los  linajes  “Cayapa”

americanos a toda secuencia que, siendo atribuible al haplogrupo D, poseyera alguna/s de

la/s tres mutaciones 241, 301 y/o 342. Sobre un total de ~600 secuencias D revisadas, sólo

dos cumplieron con el requisito: la muestra SD10377 tuvo la combinación 223-241-362

(Yao y col. 2003) mientras que para el individuo QD8153 se informó el haplotipo 148-223-

249-301-342-362  (Yao  y  col.  2002a).  Ambos  individuos  provienen  de  la  provincia

Shangdon, en el centro-este de China. Paradójicamente, en una de las secuencias está el

cambio 241 y en la otra la combinación 301-342. Esta última puede ser interpretada como

filéticamente relacionada con los linajes “Cayapa” americanos, dada la co-ocurrencia de

dos  de  las  tres  transiciones  que  definen  el  haplotipo  nodal  223-241-301-342-362.  La

interpretación  alternativa,  con  301  y  342  recurriendo  en  el  linaje  asiático,  parece  un

escenario  evolutivo  menos  probable,  especialmente  si  se  tiene  en  cuenta  que  las

transiciones  301  y  342  son  cambios  por  demás  infrecuentes,  y  no  aparecen  –solas  o

combinadas- en ningún otro de los ~600 linajes D asiáticos analizados.

La comparación del haplotipo nodal “Cayapa” (tipo 1 en Tabla 14 y Figura 8) con la

secuencia QD8153 (tipo 14, ídem) permite deducir que la combinación 223-301-342-362

(círculo rojo señalado con una flecha en la Figura 8) sería la forma ancestral  para este

nuevo sub-haplogrupo de D con representantes a ambos lados del estrecho de Bering. En

este escenario, y a la vista de la información disponible, puede también postularse que la

posición 241 diferencia las formas americanas de este sub-haplogrupo. Sin embargo, las

inferencias antes mencionadas deben ser consideradas preliminares, ya que se basan en el

análisis de una única secuencia asiática putativamente relacionada con las americanas. El

hallazgo de otros linajes asiáticos y/o la obtención de información nucleotídica de regiones

codificantes  en  muestras  asiáticas  y  americanas  de  este  linaje  permitirá  contrastar  el

escenario evolutivo antes mencionado. 
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Tabla 14- Linajes “Cayapa” de América, y afines de Asia.

Tipo1 Frec. Población Designación N RHV-I secuencia entre  Referencia

1 5

Mapuche HUI10 2 223 241 301 342 362 16086? 16390?  Moraga y col. (2000) 

Huilliche Hui 28 1 223 241 301 342 362 16038 16370  esta Tesis

Hispanos E.U.A. USA.HIS.000292 1 223 241 301 342 362 16024 16365  Monson y col. (2002)

Hispanos E.U.A. USA.HIS.000419 1 223 241 301 342 362 16024 16365  Monson y col. (2002)

2 6 Tehuelche varios 6 51 223 241 301 342 362 16038 16370  esta Tesis

3 2 Tehuelche  2 51 223 241 342 362 16038 16370  esta Tesis

4 4 Lengua varios 4 223 241 282+T 301 342 362 16038 16370  esta Tesis

5 1 Lengua  1 223 241 282+C 301 342 362 16038 16370  esta Tesis

6 1 México cosmopolita C75 1 223 234G 241 301 342 362 16023 16370  Green y col. (2000)

7 1 Hispanos E.U.A. USA.HIS.000532 1 189 223 234G 241 301 342 362 16024 16365  Monson y col. (2002)

8 28
Cayapa C10 9 223 241 291 301 342 362 16111? 16362?  Rickards y col. (1999)

Cayapa CAYAPA12 19 223 241 291 301 342 362 16189? 16362?  Rickards y col. (1999)

9 6 Cayapa CAYAPA11 6 223 241 291 342 362 16189? 16362?  Rickards y col. (1999)

10 1 Cayapa CAYAPA13 1 223 241 291 342 359 362 16189? 16362?  Rickards y col. (1999)

11 1 Brasil cosmopolita BR 53 1 114A 179 223 241 301 342 362 16060 16362  Alves-Silva y col. (2000)

12 1 Tayacaja Quechua AND62 1 223 241 255 301 342 362 16024 16383  Fuselli y col. (2003)

13 2 Yámana YA3 2 223 234 241 311 342 362 16086? 16390?  Moraga y col. (2000) 

 14 1 Chino Han QD 8153 1 148 223 249 301 342 362 16001 16497  Yao y col. (2002a)

(1) cada Tipo es una haplotipo distinto.
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6.4.4-  Filogeografía  de  los  sub-haplogrupos  D  a  ambos  lados  del  Estrecho  de

Bering.

El caso americano.

La  compilación  de  secuencias  mitocondriales  provenientes  de  poblaciones

“mongoloides” del Viejo y el Nuevo Mundo permitió comparar la distribución y abundancia

relativa de los cuatro sub-haplogrupos de D reconocibles en América (Tabla 16). En América,

D3 es el menos frecuente y está restringido a las poblaciones esquimales de Alaska (N=1) y

Groenlandia (N=1), según informaran Shields y col. (1993). El grupo D2 representa el 71% de

los linajes maternos descriptos en Aleutianos (Derbeneva y col. 2002b, Rubicz y col. 2003),

habiendo también sido informado con baja frecuencia en na-denés (dos navajos en Budowle y

col.  2002; un apache en Torroni y col.  1993b). Con la excepción de dos individuos Haida

portadores de la secuencia nodal 223-325-362 (Ward y col. 1993), los linajes D1 y Cayapa

tienen una distribución estrictamente pan-amerindia. La presencia en baja frecuencia de linajes

D1 y D2 entre  los na-denés probablemente  refleje  la  interacción de estos pueblos con sus

vecinos lingüísticamente divergentes, un escenario ya postulado para explicar otros hallazgos

(por ejemplo Smith y col. 2000). Navajo y apaches constituyen un aislado lingüístico na-dené

en un área -el sudoeste de E.U.A- donde prevalecen poblaciones de lenguas amerindias, a la

que habrían llegado desde algún lugar del noroeste del sub-continente norteamericano apenas

100-500 años antes que hicieran lo propio los europeos (Brugge 1983). Inicialmente cazadores

y recolectores, ya en tiempos históricos adoptaron la economía agricultora –y muchos genes-

de los pueblos sedentarios a los que antes acosaban militarmente, con algunos de los cuales

terminaron mestizándose en grado notable. Un buen ejemplo de esta introgresión lo provee la

alta  frecuencia  del  haplogrupo B en  Navajo y Apaches  –el  haplogrupo mas  abundante  en

amerindios del sudoeste americano-, ausente por completo en otras comunidades na-dené del

noroeste de E.U.A. y Canadá. 

En suma, la ocurrencia de sub-haplogrupos de D en poblaciones americanas muestra

una clara relación con la división genético-lingüístico-dental propuesta por Greenberg y col.

(1986): con D3 presente en esquimales, D2 en Aleutianos, y D1 plus Cayapa en amerindios, las

distribuciones étnico-geográficas son mutuamente excluyentes, siempre que se acepte que los

na-dené carecerían  de  linajes  D propios  y habrían  recibido  las  formas  D1 y  D2 por  flujo

genético desde las poblaciones vecinas.
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Tabla 16- Distribución de sub-haplogrupos D1-D3 y Cayapa en Asia y América. Solo se
indican aquellas poblaciones asiáticas para las que se ha informado alguna secuencia perteneciente a los

sub-haplogrupos D1-D3 o Cayapa.

América N
D2 D3 D1 Cayapa

Referencia
129-271 93-173-319 325 241-301-342

Aleutianos 193 137 0 0 0 ver Tabla A2

Esquimales 104 0 2 0 0 ver Tabla A2

Na-Denés 411 3 0 2 0 ver Tabla A2

Amerindios 1572 0 0 228 40 ver Tabla A2

Total..     2280 140 2 230 40  

       

Asia N D2 D3 D1 Cayapa Referencia

Chukchi 111 7 1 0 0 ver Tabla A4

Esquimales Siberianos 105 15 6 0 0 ver Tabla A4

Yakuts 418 2 0 0 0 ver Tabla A4

Koryaks 292 0 2 0 0 ver Tabla A4

Bashkirs 221 0 3 0 0 ver Tabla A4

Mordvinians 110 0 1 0 0 ver Tabla A4

†Cultura Escito-Siberiana 4 0 1 0 0 ver Tabla A4

Chinos Han 1284 0 0 0 1
Yao y col.
(2002a)

Total..        2545 24 14 0 1  

Al oeste de Bering: sub-haplogrupos de D en Asia.

Los representantes asiáticos de los sub-haplogrupos D1-D3 son muy poco frecuentes,

sumando apenas 38 sobre un total de 12194 individuos analizados, y concentrados en sólo 6 de

las 36 poblaciones siberianas y centro-asiáticas estudiadas (y en una población arqueológica).

Linajes atribuibles  a D2 están presentes tanto en poblaciones  del litoral  beringio como los

Chukchi y Esquimales siberianos (Shields y col. 1993, Starikovskaya y col. 1998, Ingman y

col. 2000) cuanto en otras de hábitat mas continental,  como los Yakuts (Fedorova y col. 2003).

D3 tiene  una  clara  distribución  disyunta,  con  un  foco en  el  área  peri-beringia  (Chukchis,

Starikovskaya y col. 1998; Esquimales, Voevoda y col. 1994; y Koryaks, Schurr y col. 1999) y

otro  geográficamente  muy  distante  en  Asia  Central,  entre  los  Bashkirs  y  Mordvinians

(Bermisheva y col. 2002). También en Asia Central se ha descripto un individuo con linaje D3

atribuido a la cultura arqueológicamente definida como escito-siberiana (Ricaut y col. 2004b). 
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Ya hemos descripto en 6.3.3 la existencia de un único linaje asiático emparentado con

los Cayapa americanos, en un chino Han (Yao y col. 2002a), y resta decir que el linaje D mas

frecuente  en América  carecería  de representantes  asiáticos  conocidos.  La secuencia  HVR-I

nodal para D1 (223-325-362) y otras separadas por 1-3 pasos mutacionales han sido descriptas

para numerosas poblaciones asiáticas (por ejemplo Yoshii y col. 1995, Oota y col. 1995, Horai

y col.  1996, Takada y col.  1996, Seo y col.  1998,  Pfeiffer  y col.  1998,  Yao y col.  2000,

Koyama y col. 2002, etc.), pero cuando también se han analizado algunos polimorfismos para

regiones codificantes en los mismos individuos, ha quedado al descubierto que esos linajes no

pertenecen al haplogrupo D (Abe y col. 1998) sino al haplogrupo G (Snall y col. 2002, Yao y

col.  2002a, Bandelt  y col.  2003).  No deja de ser paradójico que el  sub-haplogrupo D más

frecuente en América carezca aparentemente de representantes actuales en Asia. 

6.5- Comentarios finales.

Un origen híbrido para Esquimales y Aleutianos.

En esta sección he demostrado que para América es posible distinguir cuatro haplotipos

fundadores  dentro  del  haplogrupo  D,  con  distribuciones  étnico-geográficas  recíprocamente

excluyentes  y  cuyos  representantes  asiáticos  -cuando  detectables-  tienen  una  distribución

disyunta,  estando  algunos  en  áreas  inmediatamente  adyacentes  a  la  supuesta  vía  de

poblamiento continental, y otros a miles de kilómetros de allí, en el corazón del Asia Central.

Los haplotipos mas frecuentemente detectables en Asia son también aquellos que tienen una

dispersión geográfica mas limitada en América. 

Atendiendo a la filogeografía  de D en este continente,  se puede postular  que D1 y

Cayapa  son formas  que  habrían  arribado al  continente  mas  tempranamente  que  D2 y D3.

Aunque algunos autores han postulado o apoyado un origen independiente para los grupos

esquimo-aleutiano, na-dené y amerindio en base a rasgos dentales, genéticos y lingüísticos (por

ejemplo  Turner  II  1984,  Greenberg  y  col.  1986,  Cavalli-Sforza  y col.  1994),  la  evidencia

mitocondrial disponible permite postular un escenario menos radical, en el que las poblaciones

peri-árticas  (putativamente  ancestrales  a  los  actuales  esquimales,  Aleutianos  y  na-denes)  y

proto-amerindias  tendrían  un  común  origen geográfico  y  temporal,  tras  el  cual  se  habrían

diferenciado  manteniendo  escaso  flujo  genético  recíproco.  Las  poblaciones  peri-beringias

habrían conservado sólo una fracción de la diversidad mitocondrial fundadora –básicamente
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haplogrupo A-, y diferentes fracciones se habrían mestizado con nuevos migrantes llegados al

área, portadores de los linajes D2 y D3. Esto explicaría la restringida distribución de estos sub-

haplogrupos, así como la aparente divergencia lingüística y morfológica entre los tres grandes

grupos. 

Un Nuevo Mundo para ¿pocos? fundadores.

Con sólo cinco haplogrupos mitocondriales presentes en sus poblaciones aborígenes,

América  es  el  continente  mas  pobre  en  diversidad  filética  de  linajes  maternos.  En  las

poblaciones del este y centro de Asia y Siberia es posible distinguir al menos 17 grupos de

linajes de alta jerarquía: los compartidos entre ambos continentes (A, B, C, D y X) coexisten

con otros 12 no descriptos para poblaciones americanas, a saber: E, F, G, M7, M8a, M9, M10,

M11, M12, R9b, R11 y N9a (Kivisild y col. 2002, Kong y col. 2003, Tanaka y col. 2004). El

contraste es aún mas profundo si se toma en cuenta la variedad de sub-haplogrupos existentes

al interior de cada haplogrupo. El haplogrupo D, con cuatro sub-haplogrupos, es sin dudas el

más diverso de los cinco presentes en América, ya que los demás sólo contarían con una (A, B

y C) o quizá dos variantes (X) fundadoras (Bandelt y col. 2003). Así y todo, la diversidad

americana de D es menos que pobre comparada con la asiática, donde Tanaka y col. (2004)

describen recientemente la existencia de 17 sub-haplogrupos, entre los que no están contados

D1 y  Cayapa.  Dicho  de  otro  modo,  en  una  pequeña  muestra  de  100  japoneses,  chinos  o

coreanos tomados al  azar  se encontrará mayor  variedad de haplogrupos y sub-haplogrupos

mitocondriales que en todas las poblaciones nativas del continente americano juntas, desde

Alaska a Tierra del Fuego (ver Maruyama y col. 2003). El ejemplo anterior también es válido

si se comparan americanos versus la mayoría de las poblaciones siberianas.

Esta evidencia mitocondrial es compatible con un profundo efecto de cuello de botella

al momento de la colonización del continente –o algún tiempo después. Sólo una pequeña parte

de la diversidad mitocondrial  asiática llegó a Beringia o sobrevivió luego en el continente,

llegando hasta la actualidad.  La escasez o inexistencia  de formas asiáticas  de linajes D1 y

Cayapa -así como de los haplotipos fundadores para los restantes haplogrupos- también apunta

en la dirección de que una población relativamente poco diversa habría sido ancestral a los

primeros americanos. Esta interpretación de la evidencia mitocondrial tiene su espejo en los

estudios de variabilidad del cromosoma Y (Pena y col. 1995; Bianchi y col. 1997, Lell y col.

1997,  2002;  Karafet  y  col.  1999,  Ruiz-Linares  y  col.  1999)  y  de  marcadores  moleculares
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clásicos  (Salzano  y  Callegari-Jacques  1988,  Cavalli-Sforza  y  col.  1994),  que  también  han

demostrado una pérdida relativa de diversidad en la poblaciones americanas.
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Tabla A1. Secuencias mitocondriales completas o casi completas publicadas entre 1988 y 1999.

Patología en estudioa  Códigob  N  Coberturac Origend Referencia bibliográfica

LHON  III-5  1  85% de la RC afro-americano Wallace y col., 1988      

MERRF  Paciente 1  1  98% del total  Yoneda y col., 1990       

MELAS  TNK205  1  Completa japonés Kobayashi y col., 1991      

MELAS  MELAS P-1  1  Completa japonés Tanaka y col., 1991        

Enfermedad de Parkinson  PD P-1  1  Completa  Ozawa y col., 1991a   

Enfermedad de Parkinson  PD P-2  1  Completa japonés Ozawa y col., 1991a   

MELAS  MELAS P-2  1  Completa japonés Ozawa y col., 1991a   

Cardiomiopatía infantil fatal  FICM  1  completa japonés Ozawa y col., 1991a   

Cardiomiopatía dilatada  DCM P-1  1  completa japonés Ozawa y col., 1991b    

Cardiomiopatía dilatada  DCM P-2  1  completa japonés Ozawa y col., 1991b    

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-1  1  completa japonés Ozawa y col., 1991b    

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-2  1  completa japonés Ozawa y col., 1991b    

MERRF  SVR 84-3  1  >85% de la RC  Noer y col., 1991      

MERRF  SVR 88-3  1  >85% de la RC  Noer y col., 1991      

MERRF  SVR 87-2  1  >85% de la RC  Noer y col., 1991      

MELAS  SVR 86-1  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991; Lertrit y col., 1992  

CPEO  SVR 88-1  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991 

CPEO  SVR 88-4  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991 

Distrofia miotónica  CMD 1  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991

Distrofia miotónica  CMD 2  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991 

Control normal  SVR 89-1  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991 

Control normal  SVR 89-2  1  >85% de la RC  Marzuki y col., 1991 

LHON  IV-1  1  >90% de la RC caucasoide Brown y col., 1992a             

LHON    1  >92% de la RC caucasoide Brown y col., 1992b             

LHON    1  >94% de la RC caucasoide Brown y col., 1992b             
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Tabla A1. Continuación

Patología en estudioa  Códigob  N  Coberturac Origend Referencia bibliográfica

LHON y distonia  IV-36  1  90% del total hispano (EUA) Jun y col., 1994

Diabetes y sordera  II-4  1  93% del total europeo van den Ouweland y col., 1994     

Sordera sensorineural    1  completa europeo (Escocia) Reid y col., 1994  

Cardiomiopatía dilatada    1  completa japonés Ozawa y col., 1995a

Control (Fallo renal crónico)    1  completa japonés Ozawa y col., 1995a

Normal    1  completa africano (Uganda) Horai y col., 1995  

Esclerosis múltiple  MS-R4  1  completa caucasoide Kalman y col., 1996   

Esclerosis múltiple  MS-1PN  1  completa caucasoide Kalman y col., 1996   

Esclerosis múltiple  MS-R51  1  completa caucasoide Kalman y col., 1996   

Normal  Lund  1  completa caucasoide Arnason y col.,  1996     

Alzheirmer plus Parkinson  ADPD2  1  >92% de la RC caucasoide Brown y col., 1996    

Alzheirmer plus Parkinson  ADPD7  1  >92% de la RC caucasoide Brown y col., 1996         

Alzheirmer plus Parkinson  ADPD14  1  >92% de la RC caucasoide Brown y col., 1996         

Enfermedad de Parkinson  PD4  1  >92% de la RC caucasoide Brown y col., 1996         

Encefalomiopatía mitocondrial    1  completa japonés Nishino y col., 1996            

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-3  1  completa japonés Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-5  1  completa japonés Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-8  1  completa europeo (Inglaterra) Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-9  1  completa europeo (Grecia) Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Cardiomiopatía hipertrófica  HCM P-10  1  completa japonés Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Cardiomiopatía mitocondrial  MCM P-1  1  completa japonés Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Control normal  ID 119  1  completa chino Ozawa,1997; Ozawa, 1994; Ozawa, 1995b 

Esquizofrenia  A  1  completa europeo (Suecia) Lindholm y col., 1997

Esquizofrenia  B  1  completa europeo (Suecia) Lindholm y col., 1997

Esquizofrenia  C/D  1  85% del total europeo (Escocia) Lindholm y col., 1997
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Tabla A1. Continuación

Patología en estudioa  Códigob  N  Coberturac Origend Referencia bibliográfica

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 5  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 23  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 88  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 122  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 128  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple y neuritis óptica  MS 134  1  completa europeo (Alemania) Ohlenbusch y col., 1998a         

Esclerosis Múltiple    13  RC completa europeo (Alemania) Wilichowski y col., 1998; Ohlenbusch y col., 1998b  

Controles normales    20  RC completa europeo (Alemania) Wilichowski y col., 1998; Ohlenbusch y col., 1998b  

Hipotensión ortostática  5060  1  completa caucasoide Schwartz y col., 1999           

Hipotensión ortostática  5063  1  completa caucasoide Schwartz y col., 1999           

Hipotensión ortostática  5177  1  completa caucasoide Schwartz y col., 1999           

Degeneración multisistémica y parkinsonismo  III-8  1  completa europeo (Portugal) Simon y col., 1999     

  TOTAL  93     

Referencias

a- Se indica la patología de probable etiología mitocondrial investigada mediante secuenciación del ADNmt, alternativamente se señala si la secuencia correspondió a un
control normal.  LHON, neuropatía óptica hereditaria de Leber;  MERRF, epilepsia mioclónica y fibra rojas desgarradas;  MELAS, encefalomiopatía mitocondrial,
acidosis láctica y epidsodios símil ACV; CPEO, oftalmoplegia externa crónica y progresiva.

b- Código empleado en la publicación para individualizar cada secuencia.
c- Extensión en que la molécula fue secuenciada. RC, región codificante.
d- Cuando conocido, se indica el origen étnico-geográfico de linaje mitocondrial secuenciado. 
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Tabla A2- Poblaciones aborígenes americanas analizadas para polimorfismos de la RHV-I.

Esquimales / Aleutianos N
Haplogrupo

Marcadores1 Referencia
A B C D X Otros

Esquimales Inupiaq 5 4 0 0 1 0 0 No Shields y col. (1993)
Esquimales Inuit 17 15 0 0 1 0 1 B Shields y col. (1993)
Esquimales Inuit 82 82 0 0 0 0 0 No Saillard y col. (2000)

Aleutianos 30 0 0 0 30 0 0 s.c. Derbeneva y col. (2002)
Aleutianos 163 56 0 0 107 0 0 ABCD Rubicz y col. (2003)

TOTAL... 297 157 0 0 139 0 1   

          

Na-Dené N
Haplogrupo

Marcadores1 Referencia
A B C D X Otros

Haida 41 35 0 3 2 0 1 No Ward y col. (1993)
Haida 1 1 0 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Athapaskan 21 20 0 1 0 0 0 No Shields y col. (1993)
Dogrib 1 1 0 0 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Dogrib 2 2 0 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Tlingit 2 2 0 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Apache 1 0 0 1 0 0 0 B Horai y col. (1993)
Apache 1 0 0 0 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Apache 7 4 1 2 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Apache 180 125 35 16 0 1 3 No Budowle y col. (2002)
Navajo 146 68 63 11 2 1 1 No Budowle y col. (2002)
Navajo 6 3 2 1 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Navajo 2 2 0 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

TOTAL... 411 263 101 35 5 2 5   
continúa

Tabla A2- Continuación
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Amerindios N
Haplogrupo

Marcadores1 Referencia
A B C D X Otros

Bella Coola 40 25 2 3 10 0 0 No Ward y col. (1993)
Bella Coola 4 1 1 1 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Bella Coola 2 1 0 1 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Bella Coola 5 1 0 0 4 0 0 ABCD Malhi y col. (2004)

Nuu Chah Nulth (=Nootka) 63 28 2 12 13 7 1 BC Ward y col. (1991)
Nuu Chah Nulth (=Nootka) 3 1 0 2 0 0 0 ABCD Malhi y col. (2004)

Northern Paiute 2 0 2 0 0 0 0 ABCD Malhi y col. (2004)
Yakima 42 3 26 3 7 2 1 B Shields y col. (1993)

Ojibwa (=Chippewa) 2 1 0 1 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Ojibwa (=Chippewa) 3 1 1 1 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Choctaw 1 1 0 0 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Choctaw 14 8 5 1 0 0 0 ABCD Bolnick y col. (2004)

Chickasaw 10 2 6 2 0 0 0 ABCD Bolnick y col. (2004)
Creek 21 5 3 5 8 0 0 ABCD Bolnick y col. (2004)

Seminole 3 1 2 0 0 0 0 ABCD Bolnick y col. (2004)
Washo 2 0 2 0 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Yuman 10 0 8 2 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Salinan 1 0 1 0 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)

Chumash 5 3 1 1 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Nahua 5 3 0 2 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)

California Uto-Aztecan 4 0 2 2 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)
Hopi 1 0 1 0 0 0 0 ABCD Lorenz y col. (1997)

Jemez 8 0 8 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Zuñi 5 0 5 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)

continúa
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A B C D X Otros
Papago 3 0 3 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Nahua 5 3 0 2 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Seri 8 0 1 7 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)

Pai Pai 2 0 2 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Yavapai 1 0 1 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Cochimi 1 0 1 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Kiliwa 1 0 1 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)

Kumeyaay (=Diegueño) 1 0 1 0 0 0 0 ABCDX Malhi y col. (2003)
Pima 3 1 1 1 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Pima 40 2 18 15 1 1 3 No Kittles y col. (1999)
Pima 6 0 2 3 0 1 0 ABCDX Malhi y col. (2003)

Cheyenne 39 19 5 7 0 7 1 No Kittles y col. (1999)
Mayas 4 1 1 1 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Mayas 3 2 0 1 0 0 0 B Horai y col. (1993)

Mayas Quiché 23 16 6 1 0 0 0 No Boles y col. (1995)
Boruca 2 1 0 0 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Huetar 27 19 1 0 7 0 0 ABC Santos y col. (1994)

Ngobe (=Guaymí) 46 31 15 0 0 0 0 ABC  Kolman y col. (1995)
Ngobe (=Guaymí) 1 0 1 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Kuna 63 45 18 0 0 0 0 ABCD Batista y col. (1995)
Emberá 44 10 23 11 0 0 0 ABCD Kolman y col. (1997)
Wounan 31 9 6 15 1 0 0 ABCD Kolman y col. (1997)

Colombia indeterminados 20 10 4 5 1 0 0 B Horai y col. (1993)
Yanomama 3 0 1 1 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

continúa
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Yanomama2 50 0 2 32 16 0 0 ABCD Easton y col. (1996)
Yanomama 155 0 87 49 19 0 0 ABCD Williams y col. (2002)
Makiritare 1 1 0 0 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Kraho 3 1 1 1 0 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)
Ticuna 3 1 0 1 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Guahibo 3 1 0 2 0 0 0 No Ghose y col. (2002)
Piaroa 15 7 0 2 6 0 0 No Ghose y col. (2002)

Amazonía (8 etnias)3 92 34 21 26 11 0 0 ABCD Santos y col. (1996)
Xavante 25 4 21 0 0 0 0 No Ward y col. (1996)
Gaviao 27 4 4 0 19 0 0 No Ward y col. (1996)
Zoró 30 6 2 4 18 0 0 No Ward y col. (1996)

Brasil indeterminados 3 0 0 1 1 0 1 B Horai y col. (1993)
Cayapa (=Chachi) 150 45 54 16 35 0 0 B Rickards y col. (1999)
Quechua Arequipa 22 2 15 3 2 0 0 No Fuselli y col. (2003)
Tayacaja Quechua 61 13 20 8 20 0 0 No Fuselli y col. (2003)
San Martin, Perú4 22 2 12 1 6 0 1 No Fuselli y col. (2003)

Yuracare 15 4 6 5 0 0 0 ABCD Bert y col. (2004)
Ignaciano 15 4 3 7 1 0 0 ABCD Bert y col. (2004)
Trinitario 12 2 3 6 0 0 1 ABCD Bert y col. (2004)
Movima 12 0 1 9 2 0 0 ABCD Bert y col. (2004)

Aché 63 6 57 0 0 0 0 No Schmitt y col. (2004)
Wichí (=Mataco) 3 1 1 0 1 0 0 ABCD Torroni y col. (1993b)

Chile indeterminados 45 2 9 18 15 0 1 B Horai y col. (1993)
Mapuche 39 6 15 8 10 0 0 B Ginther y col. (1993)

continúa
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A B C D X Otros
Mapuche 34 0 8 12 14 0 0 ABCD Moraga y col. (2000)

Pehuenche 24 3 7 8 6 0 0 ABCD Moraga y col. (2000)
Yámana 15 0 0 6 9 0 0 ABCD Moraga y col. (2000)

TOTAL... 1572 403 539 334 268 18 10   

Poblaciones cosmopolita y otras5 N
Haplogrupo

Marcadores1 Referencia
A B C D X Otros

Hispanos E.U.A. 480 204 103 141 32 0 0 No Monson y col. (2002)
Valle Central, Costa Rica 49 32 15 2 0 0 0 ABCD Carvajal-Carmona y col. (2003)

Antioquia, Colombia 73 40 27 5 1 0 0 ABCD Carvajal-Carmona y col. (2003)
Caracas, Venezuela 8 4 1 1 2 0 0 No Ghose y col. (2002)

Afro-brasileños Curiaú 21 2 6 6 7 0 0 ABCDL Ribeiro-Dos-Santos y col. (2002)
Afrobrasileños (3 poblaciones) 5 0 1 4 0 0 0 B Bortolini y col. (1997)
Población cosmopolita México 64 16 33 14 1 0 0 ABCD y otros Green y col. (2000)
Población cosmopolita Brasil 81 24 24 20 13 0 0 ABCD y otros Alves-Silva y col. (2000)

TOTAL... 781 40 57 34 14 0 0   

Tabla A2- Continuación

Poblaciones extinguidas6 N
Haplogrupo

Marcadores1 Referencia
A B C D X Otros

†Kwaday Dan Ts'inchi (Canadá) 1 1 0 0 0 0 0 ABCD Monsalve y col. (2003)
†Hohokam (E.U.A.) 1 0 0 1 0 0 0 ABCD Handt y col. (1996)

†Oneota (E.U.A.) 52 11 7 25 5 2 2 ABCD Stone y col. (1998)
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†Cuenca del río Columbia, (E.U.A.) 30 7 8 2 11 2 0 ABCDX Malhi y col. (2004)
†Hinds Cave, Texas (E.U.A.) 3 0 1 2 0 0 0 ABCD Poinar y col. (2001)

†Ciboney (Cuba) 15 1 0 9 5 0 0 ABCD Lalueza-Fox y col. (2003)
†Aonikenk (Patagonia) 1 0 0 1 0 0 0 ABCD Lalueza (1996)
†Yámana (Patagonia) 1 0 0 0 1 0 0 ABCD Lalueza (1996)

TOTAL... 103 19 16 40 22 4 2   

          

  Haplogrupo   

 N A B C D X Otros   
GRAN TOTAL... 3164 882 713 443 448 24 18   

Referencias

1, se indican los marcadores haplogrupo-específicos analizados; s.c., secuencias completas;  2, siete individuos X6 y dos individuos X7 son considerados D, mientras que un

individuo X7 es considerado C (ver sección 4.3.1 en esta Tesis); 3, linaje S10/R08 fue atribuído a D aunque tiene PLFR de haplogrupo A ya que su RHV-I es claramente afín a

la de Yanomamas 39 y 42 de Easton y col. 1996 (incluyendo la transversión 16179 CA);  4,  se desconoce que secuencias provienen de donantes Quechua y cuales de

Machiguengas; 5, para las poblaciones cosmopolitas, criollas, mestizas, “hispanas” o afro-americanas sólo se consideraron aquellos individuos portadores de linajes asignables a

los haplogrupos A-D; 6, las poblacionesd/individuos informados en Hauswirth y col. 1994, Monsalve y col. 1996, Ribeiro-Dos Santos y col. 1996, Lleonart y col. 1999 y García-

Bour y col.  2004 fueron excluídos de este análisis ya  que en esos trabajos se informaron secuencias  con conspícuos errores  tales como contaminaciones con secuencias

alóctonas, espectro mutacional aberrante, etc. (C.M. Bravi, observaciones no publicadas);  7, sólo se consideró el individuo VC15 porque los otros dos mostraron resultados

inconsistentes en diferentes extracciones.
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Tabla A3- Poblaciones del este y sudeste asiático plus Oceanía analizadas para
polimorfismos de la RHV-I.

Poblaciones N  Referencias 

Chinos Han 1284  1, 2, 5, 15, 23, 25, 32, 33, 35, 36, 48, 51, 53
Chinos cantoneses 89  7, 31

Chinos Han Taiwán 218  24, 39
Corea 818  1, 5, 8, 10, 13, 15, 32, 37, 50, 51
Japón 1670  1, 2, 4-6, 9, 15, 17, 20, 23, 32, 34, 35, 42-46, 53

Ainú (Japón) 57  5, 22
Ryu-Kyu (Japón) 50  5
Va (=Wa) (China) 60  27, 30

Nu (China) 30  29
Sali (China) 31  29

Tibetan (China) 155  27, 29, 54
Aini (China) 47  54
Bai (China) 90  29, 54
Dai (China) 62  27, 29, 30

Zhuang (China) 83  29
Salar (China) 10  38
Bo'an (China) 10  38

Dongxiang (China) 10  38
Hani ( China) 33  54
Jino (China) 18  54
Naxi (China) 45  54
Pumi (China) 35  54
Tujia (China) 97  54

Yi (China) 56  54
Thai 167  15, 28, 29, 51

Mussur (Tailandia) 21  28
Phuthai (Tailandia) 25  28

Lao Song (Tailandia) 25  28
Chong (Tailandia) 25  28

Sakai Negrito (Tailandia) 20  28
Akha (Tailandia) 91  26

Lisu (Tailandia, China) 157  26, 28, 29
Red Karen (Tailandia) 39  26

White Karen (Tailandia) 40  26
Lahu (Tailandia, China) 121  26, 27, 30, 54

H´mong 1  2
Camboya 12  32
Vietnam 66  15, 32, 35
Malasia 59  2, 32, 53

Aborígenes Taiwán 62  3, 14
Atayal (Aborígenes Taiwán) 20  49
Saisiat (Aborígenes Taiwán) 20  49

continúa
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Bunun (Aborígenes Taiwán) 20  49
Tsou (Aborígenes Taiwán) 20  49
Rukai (Aborígenes Taiwán) 20  49

Paiwan (Aborígenes Taiwán) 20  49
Ami (Aborígenes Taiwán) 20  49

Puyuma (Aborígenes Taiwán) 20  49
Yami (Aborígenes Taiwán) 20  49
Asiáticos de origen mixto 13  32

Filipinas 117  1, 3, 15, 53
Indonesia 89  1, 19, 53

Indonesia - Java 17  15
Indonesia - Borneo 50  2, 3, 15

Urak Lanoi (Océano Indico) 13  15
Moken (Océano Indico) 14  15

Nicobareses 33  52
Papúas 46  1, 2, 3, 15, 19
Guam 87  51

Melanesia 129  3, 15, 18
Micronesia 478  2, 3, 15
Polinesia 293  2, 3, 11, 15

Aborígenes Australia 178  2, 12, 15, 19
†Yixi, China 23  16

†Liangchung, China 34  33
†Yayoi, Japón 69  21, 41
†Jomon, Japón 34  22, 40

TOTAL   7886

†Poblaciones estudiadas mediante análisis de ADN antiguo en restos arqueológicos.

Referencias 

1, Horai y Hayasaka (1990); 2, Lum y col. (1994); 3, Sykes y col. (1995); 4, Yoshii y col. (1995); 5, Horai y

col. (1996); 6, Takada y col. (1996); 7, Betty y col. (1996); 8, Lee y col. (1997); 9, Seo y col. (1998); 10, Han

y col. (1998); 11, Murray-MacIntosh y col. (1998); 12, van Holst Pellekaan y col. (1998); 13, Pfeiffer y col.

(1998); 14, Melton y col. (1998);  15, Lum y col. (1998); 16, Oota y col. (1999); 17, Abe y col. (1998);  18,

Hagelberg y col. (1999); 19, Redd y col. (1999); 20, Ohira y col. (1999); 21, Oota y col. (1995); 22, Horai y

col. (1991); 23, Nata y col. (1999); 24, Tsai y col. (2001); 25, Yao y col. (2002a); 26, Oota y col. (2001); 27,

Qian y col. (2001); 28, Fucharoen y col. (2001); 29, Yao y col. AJPA (2002b); 30, Yao y Zhang (2002); 31,

Kivisild y col. (2002);  32, Bamshad y col. (2001);  33, Wang y col. (2000);  34, Koyama y col. (2002);  35,

Oota y col. (2002); 36, Yao y col. (2003a); 37, Snall y col. (2002); 38, Wang y col. (2003); 39, Chen y col.

(2002);  40, Shinoda y col. (1999);  41, Shinoda y col. (1994);  42, Isashiki y col. (2003);  43, Nagai y col.

(2003);  44, Imaizumi y col. (2002);  45, Koyama y col. (2002);  46, Maruyama y col. (2003);  48, Rao y col.

(2003);  49, Tajima  y  col.  (2003);  50, Kong  y  col.  (2003b);  51, FBI  mtDNA  Population  Database

(http://www.fbi.gov/hq/lab/fsc/backissu /april2002/mtDNA.exe);  52, Prasad y col. (2001);  53, Tajima y col.

(2004); 54, Wen y col. (2004)

Tabla A4- Poblaciones de Siberia y Asia Central analizadas para 
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polimorfismos de la RHV-I.

Poblaciones N  Referencias 

Esquimales Siberianos 105  1, 3, 7
Chukchi 111  1, 3, 5, 7
Koryaks 292  5, 8, 28
Itel'men 47  5, 8
Nivkh 59  2, 28
Daur 45  26

Oroqen 44  26
Udegey 3  2
Yakuts 418  5, 18, 19, 24, 25
Evens 100  5,28

Evenks 143  2, 12, 29, 26
Kets 48  6, 17

Nganasan 24  17
Sel´kups 24  6
Nenets 58  15
Altai 258  1, 13,27

Khakassian 53  27
Mansi 98  11
Mari 138  30, 21

Udmurt 103  30, 21
Mordvinian 110  30, 21

Khant 10  30
Komi 152  30, 21

Bashkirs 221  21
Tatars 228  21

Chuvash 55  21
Mongoles Khalka 64  4

Mongoles Dariganga 36  4
Mongoles Durvet 1  4

Mongoles Darkhad 1  4
Mongoles Buryat 454  4, 5, 14, 31, 18, 27,28

Mongoles 63  32, 26
Tu 35  32

Tuvinios 126  14, 27
Todjins 48  27
Tofalar 58  27
Kazakos 85  9, 16
Uighurs 100  9, 16
Kirghuiz 199  9, 13
Tadjik 37  13
Uzbek 47  13

continúa

Tabla A4- continuación

142



Poblaciones N  Referencias 

†Cultura Jety-Asar 3  10
†Cultura Pazyryk, Escito-Siberiana, Rusia 2  22

†Cultura Escito-Siberiana, Altai, Rusia 2  23
†Xiongnu (Mongolia) 46  20

TOTAL 4308   

†Poblaciones estudiadas mediante análisis de ADN antiguo en restos arqueológicos.

Referencias

1, Shields y col. (1993);  2, Torroni y col. (1993a);  3, Voevoda y col. (1994);  4, Kolman y col. (1996);  5,

Derenko y Shields (1997); 6, Kazakovsteva (1998); 7, Starikovskaya y col.(1998); 8, Schurr y col. (1999); 9,

Comas y col. (1998);  10, Ovchinnikov y col. (1999);  11, Derbeneva y col. (2002a);  12, Kaessmann y col.

(2002); 13, Goloubenko M, comunicación personal; 14, Derenko y col. (2000); 15, Saillard y col. (2000a); 16,

Yao y col. (2000); 17, Derbeneva y col. (2002c); 18, Pakendorf y col. (2003); 19, Puzyrev y col. (2003);  20,

Keyser-Tracqui y col. (2003);  21, Bermisheva y col. (2002);  22, Voevoda y col. (1998);  23, Ricaut y col.

(2004b); 24, Fedorova y col. (2003); 25, Ricaut y col. (2004a); 26, Kong y col. (2003b); 27, Derenko y col.

(2003);  28, Tajima y col.  (2004);  29, SeryoginYA,  Lebedeva  IA y Poltaraus  AB (2000),  secuencias  sin

publicar  depositadas  en  GeneBank  con  números  de  acceso  AF285385-AF285413;  30, Voevoda  MI  y

Shkapenko AL, (2001); secuencias sin publicar depositadas en GeneBank con números de acceso AF214068-

AF214105; 31, Shimada MK, Kim C, Takahashi A, Spitsyn VA, Ikeo K, Gojobori T y Saitou N, secuencias

sin publicar depositadas en GeneBank con números de acceso AB059865-AB059998; 32, Yao y col. (2002b)

143



144


	El Poblamiento Humano de América
	1.1- La evidencia arqueológica
	1.2- La evidencia bioantropológica
	1.2.1- Antropología Dental
	1.2.2- Estudios osteológicos

	1.3- Aportes de la Lingüística Histórica
	1.4- Contribuciones de la Antropología Molecular
	De los Grupos Sanguíneos al Genoma Humano
	Marcadores moleculares “clásicos”
	Marcadores “clásicos” en América
	Marcadores de ADN


	Historia Natural del ADN mitocondrial
	2.1- Introducción
	2.2- Biogénesis mitocondrial
	2.3- Origen endosimbiótico de las mitocondrias
	2.4- El ADN mitocondrial
	2.5- El ADN mitocondrial animal
	2.6- El ADN mitocondrial humano
	2.6.1- Estructura
	2.6.2- Regiones no codificantes del ADNmt
	La Región Control
	2.6.3- Heredabilidad
	2.6.4- Número de mitocondrias y copias de ADNmt por célula
	2.6.5- Evolución del ADN mitocondrial
	Estimaciones de tasa de evolución para el ADNmt humano
	Estimaciones basadas en el método filogenético
	Estimaciones basadas en el método genealógico
	Contraste entre las tasas filogenética y genealógica para la Región Control
	2.6.6- Naturaleza de la variación en la Región Control
	Regiones Hipervariables y Regiones Conservadas
	Heterogeneidad en la tasa sustitucional entre sitios
	Patrón de sustituciones
	2.6.7- Heteroplasmia


	ADN mitocondrial y evolución humana
	3.1- Los primeros estudios: análisis de baja resolución mediante PLFR y electroforesis.
	3.2- Amplificación enzimática: RCP-PLFR de alta resolución y secuenciación de regiones hipervariables.
	3.3- Refinando la filogenia del ADNmt: de la secuenciación de algunas regiones codificantes a la secuenciación de genomas completos.

	ADN mitocondrial y el Poblamiento Humano de América
	4.1- De los estudios iniciales al primer consenso
	4.2- Un quinto haplogrupo mitocondrial en América
	4.2.1- Distribución étnico-geográfica del haplogrupo X

	4.3- ¿Hay evidencia de más de 5 haplogrupos mitocondriales en América?
	4.3.1- Linajes X6 y X7: un enfoque afilogenético y varios problemas metodológicos.
	4.3.2- El linaje “Cayapa”, una variante del haplogrupo D.

	4.4- Grupos naturales vs. grupos polifiléticos: utilidad del marcador 16517e.
	4.5- Un poco de ruido en el sistema: reversiones de sitios diagnóstico y otras homoplasias.
	4.5.1- ¿Heterogeneidad de linajes dentro del haplogrupo B americano o recurrencia para el marcador +10394c?


	Linajes maternos autóctonos y alóctonos en poblaciones aborígenes americanas
	5.1- Materiales y Métodos
	5.1.1- Nomenclatura
	5.1.2- Poblaciones estudiadas
	5.1.3- Extracción de ADN genómico total
	Extracción basada en Chelex® 100
	Extracción orgánica basada en el protocolo de John y col. (1991)
	5.1.4- Tipificación de haplogrupos mitocondriales
	Amplificación de los fragmentos.
	Digestión enzimática.
	Electroforesis. Verificación de las amplificaciones y de las digestiones
	Electroforesis. Polimorfismo de la Región V
	Secuenciación de la Región Hipervariable I
	Amplificación del templado
	Purificación y cuantificación del templado
	Reacción de secuenciación
	Electroforesis
	Preparación del gel
	Soluciones utilizadas
	Exposición y revelado

	5.2- Resultados y Discusión
	5.2.1- Origen de la introgresión europea y africana mediada por mujeres en Patagonia.


	Diversidad de haplotipos fundadores para el haplogrupo D en América
	6.1- Antecedentes
	6.2- Enfoque experimental
	6.3- Materiales y Métodos
	6.3.1- Poblaciones analizadas para la posición 2092
	6.3.2- Tipificación de la mutación CT 2092
	Amplificación del fragmento de interés.
	Amplificación directa.
	Amplificación semi-anidada.

	Digestión y electroforesis.
	6.3.3- Secuenciación de la Región Hipervariable I
	6.3.4- Análisis filogeográfico de los linajes “Cayapa”
	Compilación de secuencias RHV-I de origen asiático y americano.
	Identificación de haplotipos “Cayapa” y linajes relacionados.
	Construcción de redes de haplotipos.

	6.4- Resultados y Discusión
	6.4.1- Distribución de variantes para la posición 2092
	6.4.2- Correlación entre RHV-I y polimorfismos para la posición 2092.
	6.4.3- Filogeografía del linaje “Cayapa”
	Distribución étnico-geográfica
	Linajes asiáticos filogenéticamente afines a los “Cayapa” americanos.
	6.4.4- Filogeografía de los sub-haplogrupos D a ambos lados del Estrecho de Bering.
	El caso americano.
	Al oeste de Bering: sub-haplogrupos de D en Asia.
	Un origen híbrido para Esquimales y Aleutianos.
	Un Nuevo Mundo para ¿pocos? fundadores.


	Bibliografía
	ANEXO

