UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

LOS ALELOS DEL GRUPO SANGUINEO O EN LOS
NATIVOS AMERICANOS Y SUS IMPLICACIONES EN EL
POBLAMIENTO DE AMERICA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA

M. en |.B.B. BENITO ESTRADA MENA

MEXICO, D.F. MAYO DEL 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Programa Doctorado en Ciencias Biomédicas.

Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.A.M.

Departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia.

Tutor:  Dr. Alejandro Garcia Carranca.

Comité tutoral:  Dr. Gerardo Gambay Dr. Marco Cerbdn.

Jurado de examen de grado:

Dr. Ruben Lisker
Dr. Alejandro Garcia
Dra. Susana Kofman
Dr. Daniel Pifiero

Dr. Jaime Berumen



A mis demonios*

* .
a la manera de Edgar Morin



Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas;
caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.
Al andar se hace camino
y al volver la vista atras
se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino
sino estelas en la mar.

Antonio Machado



Nosotros somos los descendientes de esos hombres. Es de ellos sin duda de quienes hemos
heredado la exigencia de una explicacion, la angustia que nos constrifie a buscar el sentido de
la existencia. Angustia creadora de todos los mitos, de todas las religiones, de todas las
filosofias y de la ciencia misma.

Jacques Monod



Agradecimientos
Al pie del arbol. Lared de las redes:

En un sentido, este manuscrito es como un palimpsesto (0 como una historia de M.
Ende), en el que la presente historia ha cubierto otras historias; historias que se
conectan con otras historias y que sin embargo, han dejado sus huellas en ésta. Mi
mas profundo agradecimiento a todos aquellos con los que comparti historias; muchos
ya no estan, pero quedan las historias; a todos aquellos con los que comparto
historias; muchos ya no estaran, pero quedaran las historias; finalmente, también yo
no estaré, pero quedara esta historia.

A la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Al Programa del Doctorado en Ciencias Biomédicas de la UNAM.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT por haberme otorgado
una beca para la realizacién de mis estudios.

Al Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Al departamento de Biologia Molecular y Biotecnologia.

Al Dr. Alejandro Garcia Carranca, por su gran apoyo, disposicién y por darme toda la
libertad para realizar esta investigacion. Por su amistad.

Al Dr. Gerardo Gamba y al Dr. Marco Cerbdn, miembros de mi comité tutoral.

Al jurado de la tesis por sus comentarios y correcciones: Dr. Ruben Lisker, Dr. Daniel
Pifiero, Dra. Susana Kofman, Dr. Jaime Berumen y Dr. Alejandro Garcia.

Al Dr. Javier Estrada, por ayudarme en el analisis de las secuencias y facilitarme su
lab y el secuenciador “de tiempo completo”; al Dr. Raul Ulloa, por su asesoria

y contribuciones en el analisis estadistico de los datos; al Dr. Héctor Villalobos por sus
contribuciones para mejorar el trabajo; a las Técnicas Académicas del laboratorio,
Miriam Guido y Rocio Méndez por ayudarme en el procesamiento y secuenciacion de
muestras; al Dr. Ramoén Coral y al Dr. Julio Granados por su gran disposicion y
contribucion de muestras de DNA. Ademas, a todos ellos, gracias por su amistad.

A mis companieros del laboratorio de Biomédicas.
A Anali y LAU por su amistad y por las antiguas historias de LABO y otras mas
recientes.

A los miembros del laboratorio de la Escuela de Medicina de la Universidad
Panamericana, por su hospitalidad.



Al prof. Victor Acuna de la ENAH, por su interés en mi trabajo, para exponerlo y
discutirlo en un contexto antropoldgico.

A todas las personas que donaron generosamente sus muestras de sangre.
A todos mis ancestros.

A mi madre Hortensia y a mi padre Benito, por la vida, su cariio y por ser mis
primeros maestros.

A mis hermanos por los genes, el carifio y las historias compartidas.
A mis hermano Javier, por los muchos apoyos para realizar esta historia, por su
hospitalidad; por las muchos niveles de historias compartidas, por escuchar mis

historias de las historias.

A mi hermano Israel, la persona mas inteligente, perceptiva y rapida que conozco.
Por todos sus consejos.

A mi hermana Araceli, mi cufiiado Roberto y mis sobrinos Jazmin y Roberto T. Por su
carifo y lo que hemos compartido. Les toca construir sus propias historias y expandir
el linaje.

Al Capitan Douglas T., por sus ensefianzas en el arte de navegar, para ir mas alla de
las historias, o antes. Las velas y el viento, no mueven el barco...

A Laura y mis companieros de tripulacion del barco Maya.
A Manuel T. y la Montaina, por ayudarme a contar otras historias de las historias.

A Suany, por entretejer nuestros seres y nuestras historias. Por su impulso y apoyo
para terminar ésta.



Contenido
l. INTRODUCCION
El Poblamiento de AMEriCa.........c.oviiiiii e
El cambio climatico en el Ultimo Maximo Glacial................cccc.coeuuenn...
Las posibles rutas de entrada hacia Norteamérica..............................
Las evidencias arqueolOgiCas. ...........cvuviiiiiiiiii
Las evidencias liNngUistiCas. ...........cooveiiiii e
Las evidencias genétiCas. ..........ovieie i
Fuera de Beringia: El modelo de incubacion o de tres etapas. ..............
Escenarios de migracion alternativos................oooiii
Flujo genético post-glacial.............coooiiii
Cambios de la estructura genética en las poblaciones
nativas americanas después del contacto Europeo......................o
Los grupos sanguineos ABO.........c.iiiiiiii e
Las bases moleculares de los alelos ABO............ccooiiiiiiiiiiiie,
Posibles causas para la alta frecuencia del grupo
sanguineo O en los Nativos AmMeriCanos. ..........c..oovieieiiiiiiiiiiiiiieanen.
1. HIPOTESIS Y OBJIETIVOS. ... oo
. MATERIAL Y METODOS
Nomenclatura de los alelos O........coooiiiii i,
Colecta de muestras y serologia
de los grupos sanguineos ABO....... ..o

Preparacion del DNA, amplificacion y secuenciacion

16

17

21

23

26

27

31

35

36

37

39

40

42

48

49

49



V. DISCUSION

e 10S EXONES B Y 7 ...t
Analisis de 1as SECUBNCIAS. ..o

IV. RESULTADOS

Diversidad de secuencias de los haplotipos O encontrados en

las poblaciones nativas de Meso América y Sudamérica...............

Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las

poblaciones mesoamericanas y sudamericanas..........................

Heterocigocidad nucleotidica pareada entre las

poblaciones Nativas americanas............c.ccocoviiiiiiii i

Diversidad genética de los alelos O en las poblaciones

NatiVaS A I CaANAS . . ... e

Correlacion entre las distancias genética y geografica de

las poblaciones Nativas Americanas.............c.ccoiveiiiiiiiieene..

Prueba de neutralidad de Tajima para los haplotipos O en

10S NatiVOS AMEIICANODS. .. ..t

La mutacion G542A como un Marcador Informativo de Ancestria
(AIM) del componente Nativo Americano.............ccoovviiiiiiiiiiiieiiee,
Incubacion en Beringia, posible origen de la mutacidn G542A.......
Los alelos ABO de los Nativos Americanos y el poblamiento de América

El predominio de los alelos O en los Nativos Americanos..............

La estructura genética de las poblaciones de

Meso Américay SUdameériCa...........ccoovviiiiiiiiiiii i

51

54

57

63

63

68

74

75

82

83

84

87

88



VI. CONCLUSIONES y PERSPECTIVAS. ..o
VI BIBLIOGRAFIA ......ooeeeeeeeeeeo oo eeeeeeeee e seeeeeseeeeeeeseeeesssseee s eeseesseseeeene 92
VIII. Apéndicel. Blood Group Alleles in Native Americans: .................cccvennnnn. 101

Implications in the Peopling of Americas. Benito Estrada-Mena et al.
Am J Phys Anthropol, 2010.



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Principios basicos del Sistema ABO.............ccoooiiiiiiii,
Tabla 2. Polimorfismos moleculares de los alelos ABO...............cccooviiiiiiiinnnnn.
Tabla 3. Datos de las poblaciones estudiadas en el presente trabajo.................
Tabla 4. Variaciones de las secuencias nucleotidicas en los exones 6y 7

de los haplotipos O observados en las poblaciones Nativas Americanas...........
Tabla 5. Correlacion de la mutacion G542A y el alelo O™................cccoiie
Tabla 6. Estimados de la diversidad de secuencias en los alelos O

de las poblaciones Nativas AMeriCanas. ..........ccooeiiiiiiie i
Tabla 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las poblaciones
mesoamericanas y sudamericanas con uno O dOS gruUPOS........cvveueeueaneieaneanenns
Tabla 8. Diversidad nucleotidica “por parejas” (1;) entre

las poblaciones Nativas Americanas. .........ccoooviiiiii i
Tabla 9. Diversidad genética (Hg), indice de fijacién (Fis) y valores p basados
en las frecuencias de los alelos O de nueve poblaciones Nativas Americanas....
Tabla 10. Frecuencias de los principales alelos O en trece poblaciones
Americanas y tres poblaciones AsiatiCas............ccooviiiiii i
Tabla 11. Distancias genéticas (coancestria de Reynolds) entre

las poblaciones Nativas Americanas. .........ccoviiiiiiiiiiiii e
Tabla 12. Distancias geograficas entre las poblaciones Nativas Americanas......
Tabla 13. Prueba de Mantel para evaluar la correlacion entre la distancia

geneética y la distancia geografica de las poblaciones Nativas Americanas........



Tabla 14. Prueba de neutralidad de Tajima para los haplotipos O en

LOS NatiVOS AMEIICANOS. . . .. e ettt e

11



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Variacion climatica durante el Pleistoceno....................ocoii. 18
Figura 2. América del Norte hace 18,000 y 12,000 af0S..........ccvvvviieiiniininnnnnn. 20
Figura 3. Las dos rutas de colonizacidn propuestas del continente Americano....22
Figura 4. Ejemplos de puntas Paleoindias clasicas y estilos de puntas

de sitios claves de la Gran Llanura.............ccooiiiiiiii e 24
Figura 5. Distribucién de las tres familias linguisticas en el continente

americano propuestas por Greenberg.........covvuiiiiiiiiii e 29
Figura 6. El modelo de Incubacion en Beringia o de tres etapas para

el poblamiento de AMEriCA. ... ......ooviii i 34
Figura 7. Organizacion del 1ocus ABO...........cooiiiiiiiiii e, 41
Figura 8. Mapas de la distribucion de los grupos sanguineos A, By O en

las poblaciones indigenas del MuNdo............cooiiiiiiiiii i 47
Figura 9. Localizacién geogréfica de las poblaciones mesoamericanas

estudiadas y de las poblaciones sudamericanas usadas

[oF=1 =W eto] ga] o= = Tex o] o FU NP 53
Figura 10. Red minima de los siete haplotipos O, observados en las

poblaciones nativas de Mesoamérica 'y Sudameérica..................ccooevviininnnnn. 59
Figura 11. Representacion de Escalamiento Multidimensional basada

en la diversidad nucleotidica “pairwise” (11;) entre las

poblaciones Nativas AMEriCanas. .........coviiiiiii i 67
Figura 12. Distribucion de los tres alelos O predominantes (O, O, y O'(65424)
en trece poblaciones Americanas y tres Asiaticas............cccoovviiiiiii . 71

12



Figura 13. Arbol neighbour-joining sin raiz entre 13 poblaciones
Americanas y tres poblaciones Asiaticas, basado en los
tres haplotipos O predominantes ..o

Figura 14. Graficas de la pruebade Mantel.................cooooiiiiiiic i,

13



Resumen

Los grupos sanguineos A, B y O del sistema ABO, se encuentran presentes en
todas las poblaciones nativas del mundo; sin embargo, |la mayoria de las poblaciones
nativas de América poseen en mas del 90% al grupo sanguineo O.

Se ha postulado que este patrén de diversidad pudo haberse originado, ya sea por un
efecto fundador durante la colonizacion del Nuevo Mundo; por efecto de la seleccion
natural en respuesta a enfermedades infecciosas; o por deriva génica asociada a una
disminucién poblacional promovida por el contacto europeo. La caracterizacion
molecular de los alelos O, podria contribuir para esclarecer las posibles causas de la
alta frecuencia del grupo O en las poblaciones nativas americanas. En este trabajo, se
estudié la diversidad de secuencias de los exones 6 y 7 del locus ABO en 180
individuos con grupo sanguineo O de cuatro poblaciones mesoamericanas (Nahua,
Mazahua, Maya y mestiza de México). Ademas, se llevé acabo un analisis comparativo
de la diversidad genética y de la estructura poblacional con varias poblaciones de
Sudamérica (Cayapa, Arara, Kayapo, Yanomama, Parakana, Huilliche, Aymara y
mestiza de Chile) y algunas poblaciones de Asia (japonesa, china y coreana). No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos mesoamericano y sudamericano;
pero si, dentro de los grupos poblacionales. Estas diferencias, pueden ser el resultado
de procesos de deriva génica y efecto fundador que ocurrieron durante las migraciones
de las poblaciones después de haber entrado a América, tal como se ha encontrado
al analizar otros marcadores genéticos. Es de gran interés senalar, que en todas las
poblaciones americanas estudiadas, se encontré6 presente el mismo conjunto de

haplotipos O', O, y O™(®*2A  Estos resultados sugieren que: este conjunto de

14



haplotipos constituye la principal fuente genética de la poblacién fundadora del
continente americano; y ademas, que estos haplotipos proceden de la misma fuente
ancestral, apoyando asi, la hipotesis de una sola poblacién fundadora. Asi mismo, la
presencia constante y exclusiva de la mutacion G542A en las poblaciones nativo
americanas, en contraste a su ausencia en las otras poblaciones del mundo, permite
proponer que esta mutacion sea empleada como un Marcador Informativo de
Ancestria (MIA). Tanto la mayor frecuencia del alelo O'"Y con respecto a la del alelo O’
(al contrario de lo observado en otras poblaciones del mundo), asi como la alta

frecuencia del alelo raro Q'V(¢%*2%)

, junto a los valores no significativos que se
obtuvieron en la prueba de neutralidad de Tajima, sugieren que un evento aleatorio
(efecto fundador o deriva génica) pudo ser el responsable de la fijacion del grupo
sanguineo O. A partir del actual conocimiento del poblamiento de América, se pueden
hacer inferencias acerca del modo en la que la mutacién G542A pudo haberse

originado en Beringia, probablemente durante el proceso de diferenciacién de los

linajes asiaticos que dieron lugar a la poblacion fundadora de América.
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Introduccidén

El poblamiento de América

Uno de los rasgos que comparten todos los hombres y pueblos del mundo, es el
de tener una gran curiosidad acerca de sus origenes. En la historia de las
migraciones humanas, existe el consenso de que el continente americano, fue la
ultima tierra en ser colonizada por el Homo sapiens.

El poblamiento temprano de América, es uno de los temas de estudio mas
excitantes y vigentes acerca de la historia humana. ;Cuando se colonizé? ¢De
donde vinieron los primeros pobladores y que rutas siguieron? ;Cuantas oleadas
migratorias se llevaron acabo? ;Qué factores influyeron en la colonizacion de estas
tierras?

Los investigadores de diferentes disciplinas tales como la Arqueologia, la
Antropologia, la Linguistica, y mas recientemente la Genética Molecular han abordado
estas cuestiones por varias décadas y han obtenido diversas respuestas, de las
cuales, algunas de ellas, han resultado contradictorias. Sin embargo, en la actualidad
existe el consenso, de que los ancestros de los nativos americanos vinieron de Asia
via Beringia, y continua al presente, el debate sobre el tiempo y el numero de las
principales migraciones (Dillehay 2009; Goebel et al. 2008; Jobling M A et al. 2004;

Mulligan et al. 2004; Salzano 2007; Scurr 2004).
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El cambio climatico en el Ultimo Maximo Glacial (UMG)

La época geoldgica denominada Pleistoceno dio comienzo hace 1.8 millones de
afos y finalizé aproximadamente hace 10,000 afios de radiocarbono (calibrados) o AP
(antes del presente). Esta época, abarca las ultimas glaciaciones y se caracterizé por
sus grandes fluctuaciones climaticas. Tuvo periodos de clima frio y periodos de clima
calido, superponiéndose uno a otro a intervalos de aproximadamente 100,000, 41,000
y 23,000 afios dando como resultado los ciclos glaciar-interglaciar (frio-calido) (Figura
1) (Hofreiter and Stewart 2009; Lambeck et al. 2002).

El Ultimo Maximo Glacial (UMG) (en inglés, Last Glacial Maximum, LGM) se refiere
a la época de maxima extension de las capas de hielo durante el ultimo periodo glacial
0 Ultima edad de hielo (llamada Wurm en Europa y Wisconsin en América), que
ocurrié aproximadamente hace 20,000 afios AP y cuyo retraimiento de las placas de

hielo sucedié aproximadamente hace 10,000 afios AP (Holliday 2009).

En el hemisferio norte, el Ultimo Maximo Glacial supuso un enorme cambio de
paisaje. Durante los estadios mas frios, los mantos de hielo y el suelo congelado
ocupaban de forma perenne, en invierno y en verano, 27 millones de kildmetros
cuadrados, es decir, un 40 % de las areas continentales de Norteamérica y de
Eurasia. Los avances glaciales crearon dos enormes zonas ocupadas por hielos, una
en Norteamérica y otra al norte de Eurasia: el casquete Laurentiano y el casquete
Finoescandinavo, respectivamente. El casquete Laurentiano, ocupaba durante el
Ultimo Maximo Glacial una extension de 16 millones de km? y su volumen era de unos
30 millones de km?®, un tercio del total del hielo continental terrestre de esa época. La

extension de este casquete hacia el sur, llegaba por la costa este de Norteamérica
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Figura 1. Variacion climatica durante el Pleistoceno.
El eje x, corresponde al tiempo, calibrado en miles de afos antes del presente; el eje
y, muestra la variacion en el proporcién del is6topo de oxigeno, en el que valores mas
negativos indican temperaturas mas frias. Panel superior: Cambio climatico durante
los ultimos 140,000 afos. Los numeros muestran periodos calidos durante el ultimo
glacial. EI Eem, es el periodo interglacial anterior al ultimo glaciar. Panel inferior:
Acercamiento de los cambios climaticos durante los ultimos 30,000 afos. Los inter-
estadios estan numerados arriba de la curva climatica, y los estadios debajo de la
curva climatica. Tomada de (Hofreiter and Stewart 2009).
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hasta una latitud de 36° N, en donde hoy se localiza Nueva York. La altura maxima del
casquete se situaba por encima de lo que es hoy la Bahia de Hudson. Alli el espesor
del hielo alcanzaba entre los 3.000 y los 4.000 metros. En el extremo occidental, el
casquete Laurentiano se juntaba, al llegar al sistema de las Montafias Rocosas, con el
casquete de hielo occidental que cubria las Cadenas Costeras del Pacifico: el

casquete de la Cordillera (Figura 2) (DeChaine 2008; Holliday 2009).

Ademas de las bajas temperaturas y sus consecuencias para la vida de las plantas
y los animales, la glaciacion, tuvo efectos importantes sobre el nivel del mar. América
del Norte quedo unida por tierra a Asia por el puente terrestre de Beringia situado
entre Siberia y Alaska, justo donde se encuentra ahora el Estrecho de Bering. Este
puente terrestre estuvo presente entre 65,000 y 36,000 afios calibrados AP, y una vez
mas entre 30,000 y 13,000 afios calibrados AP, y alcanz6 una extensién cercana a los
2000 km. La tierra en esta regién no estuvo cubierta por capas de hielo, sino
probablemente por tundra, dominada por hierba, juncia y Artemisa, y habitada por una
rica fauna que incluia mamuts, tigres con dientes de sable, bisontes, bueyes
almizcleros, ovejas, rinocerontes, caballos, caribues y camellos (Guthrie 2001). Por
otra parte, durante casi todo el Pleistoceno, el casquete glaciar que cubria la mayor
parte de Norteamérica formaba una barrera impenetrable, y aunque en un tiempo se
formo el “corredor libre de hielo” entre el casquete Florentino y el casquete de la
Cordillera, el cual se extendia desde lo que hoy es el Yukon, pasaba por Canada y
llegaba hasta Montana, las condiciones ambientales probablemente eran inhdspitas

(Figura 2).
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Figura 2. América del Norte hace 18,000 y 12,000 afios. Se sefialan: A) La
extension de las principales placas de hielo continentales (Laurentiano y de la
Cordillera) durante el UMG (hace 18,000 afos radiocarbono AP )y en 12,000 afos
radiocarbono BP (12 k), previamente a la aparicion de los artefactos estilo Clovis (el
“Corredor Libre de Hielo” esta aparente como la zona que separa las dos placas de
hielo en 12 k); localizacion de los Grandes Lagos en relacién a la extension de los
hielos; B) La extension de las areas terrestres continentales modernas aparte de los
glaciales ;C) La extension de las areas terrestres continentales, incluyendo Beringia,
cuando bajo el nivel del mar durante el UMG; y D) Localizacion de paleo-lagos en el
oeste de Estados Unidos (BB = Bonneville Basin; EB = Estancia Basin; TB = Tularosa
Basin). Tomada de (Holliday 2009).
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Todos estos cambios medioambientales, sin duda alguna, influyeron sobre la
distribucion y diversidad genética de las plantas y los animales, y promovieron el

poblamiento de las tierras deshabitadas (DeChaine 2008).

Las posibles rutas de entrada hacia Norteamérica

Un tema que es significativo para la colonizacion temprana del continente
americano tiene que ver con las rutas que pudieron haber estado accesibles para
ingresar hacia América del Norte. Se han considerado dos rutas; la primera de ellas,
seria por tierra a través del puente terrestre de Beringia, con un acceso al interior de
Norteamérica por el llamado “corredor libre de hielo”; y la otra, seria a lo largo de las
costas de Siberia, Beringia y América del Norte (Figura 3). En relacion a la primera,
es importante sefalar que dado que algunos sectores de la ruta terrestre fueron
solamente transitables durante periodos limitados, existen restricciones para las
posibles fechas de entrada. Por el contrario, la ruta costera no tuvo este tipo de
restricciones. El puente terrestre de Beringia fue mas extenso cuando la mayoria del
hielo estaba presente en el casquete de hielo, pero debido a este hecho, el casquete
impediria el posible movimiento hacia el interior de Norteamérica; la presencia
simultanea del puente terrestre y del “corredor libre de hielo” estuvo limitada a una
fecha antes de los 36,000 anos calibrados antes del presente y a un corto periodo
cerca del final de la edad del hielo. Los posibles emigrantes se pudieron haber
desplazado al interior de Alaska entre estas fechas, pero de acuerdo a este modelo,
no pudieron haber sido capaces de penetrar mas adentro en este tiempo. No existe

evidencia directa del uso del “corredor libre de hielo” por los humanos. El analisis del
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Glacial continental

Figura 3. Las dos rutas de colonizacion propuestas del continente Americano. A,
la ruta del corredor “libre de hielo”; B, la ruta costera. Tomada de (Dixon 2001).
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ambiente costero del noroeste, ha resultado complicado, debido a los cambios del
nivel del mar que han tenido lugar; la linea costera del Pleistoceno tardio ahora se
encuentra sumergida y por lo tanto se dificultado la busqueda de sitios arqueoldgicos.
Sin embargo, los restos humanos encontrados cercanos a la costa, se han fechado en
11, 000 afos calibrados AP y las herramientas de piedra, recobradas debajo del agua
en la costa de la Columbia

Britanica, provenientes de depodsitos de 10,600 afos calibrados AP de edad,
demuestran la presencia humana al principio del periodo post-glacial. El uso mas
temprano de esta ruta durante el periodo glacial parece posible y es un importante
foco para futuras investigaciones (Dillehay 2009; Dixon 2001; Goebel et al. 2008;

Scurr 2004).

Las evidencias arqueoldgicas

Hasta hace relativamente poco tiempo, la explicacion dominante para la
colonizacion del continente Americano era la del modelo /nicio-Clovis. Segun este
modelo, las primeras poblaciones humanas entraron al continente americano hace
aproximadamente 12,900 afios AP, después del Ultimo Glacial Maximo (UGM)
(24,000-13,050 afios AP). Se ha postulado que los primeros pobladores entraron por
el puente terrestre de Beringia y siguieron por el “corredor libre de hielo”, que estaba
abierto en Norteamérica, hacia el interior del continente, y de ahi, se expandieron
rapidamente hacia las demas areas deshabitadas de América. Se cree que estos
primeros pobladores formaron parte de una tradicion cultural que empleaba grandes

puntas bifaciales para la caza mayor (Figura 4). Debido a que no se habian
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Figura 4. Ejemplos de puntas Paleoindias clasicas y estilos de puntas de sitios
claves de la Gran llanura. (a-d son estilos “aflautados”; e-h son estilos lanceolados):
a, b) Puntas Clovis del sitio Clovis (Blacwater Dra. No. 1) en Nuevo México; c, d)
puntas Folsom, también del sitio Clovis; e) Una variante Alberta del estilo Scottbluff del
sitio Hudson-Meng, en Nebraska; f) Una punta Cody del sitio Clovis; g) una punta
Plainview del sitio Plainview, Texas; h) Una punta Hell Gap, Wyoming. Las puntas son
reproducciones de plastico de los artefactos originales de la coleccion C. Vance
Haynes, del Departamento de Antropologia de la Universidad de Arizona. Tomada de
(Holliday 2009).
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descubierto o confirmado sitios paleoindios mas antiguos y porque se pensaba que
todas las otras tradiciones liticas de Norteamérica derivaban de la cultura Clovis,
muchos arqueodlogos opinaban que las puntas Clovis demarcaban la ocupacién por
grupos humanos modernos mas temprana de América (Dillehay 2009; Dixon 2001;
Goebel et al. 2008; Mulligan et al. 2004; Salzano 2007; Scurr 2004).

Sin embargo, recientes datos arqueolégicos han puesto en cuestionamiento el
modelo de Clovis. El sitio Meadowcroft en Pennsylvania, el sitio Cactus Hill en
Virginia, el sitio Topper en Carolina del Sur, varios sitios en Texas y otros
emplazamientos, todos ellos fechados entre 16,000-14,250 afios calibrados AP,
tiempos que son mas antiguos que los asociados con los sitios liticos en Norte
América (12,900-12,550 afios calibrados AP). De forma similar, un numero creciente
de sitios en Sudamérica, incluyendo el sitio Monte Verde en el sur de Chile, son de la
misma edad, si no es que mas viejos que los sitios Clovis. De todos estos sitios
sudamericanos, se han colectado materiales liticos y culturales que no parecen haber
sido creados por la gente Clovis. La existencia de estas culturas Pre-Clovis implica
que los ancestros de los nativos americanos llegaron al Nuevo Mundo antes de 13,000
afos calibrados AP y por lo tanto, comenzaron el poblamiento de América previo a la

emergencia de la tradicion Clovis en Norteamérica (Dillehay 2009; Goebel et al. 2008).

Los estudios de variacion craniométrica han revelado diferencias biolégicas entre
los pobladores mas tempranos de Ameérica, los paleoindios, y las poblaciones
presentes desde el periodo Arcaico (7000 afios calibrados AP) hasta los tiempos
modernos (Brace et al. 2001; Jantz and Owsley 2001; Ross et al. 2002). Muchos de

los craneos de los paleoindios, incluyendo el del hombre de Kennewick de 9300 afos
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de edad (Chatters, 2001), tienen alguna semejanza con los de las poblaciones
antiguas de Eurasia/Este del Asia (Brace et al, 2001; Hanihara et al. 2003, 2004). Los
individuos paleoindios muestran un rango mucho mas amplio en sus rasgos
craneofaciales comparados a los nativos americanos tardios, y ademas casi no
muestran una superposicion de estos rasgos con estos grupos. Estas diferencias
sugieren que los paleoindios y las siguientes poblaciones nativas pueden haber
surgido de dos migraciones temporalmente distintas que se originaron en diferentes
partes de Asia. Sin embargo, no todos los investigadores estan de acuerdo en que
estos resultados reflejen dos migraciones, y se inclinan a pensar que estas diferencias
craneofaciales representan formas extremas a lo largo de un continuo de variacién

morfolégica (Gonzalez-Jose et al. 2008).

Las evidencias linguisticas

Existe toda una linea de investigacion que ha tratado de correlacionar las
variaciones genéticas con las variaciones linguisticas en las poblaciones humanas
(Cavalli-Sforza et al. 1992). En 1986, Greenberg y colaboradores, argumentaban que
todas las lenguas de los nativos americanos, excepto las de los grupos Na-Dene y
Eskimal-Aleutiano, son similares y que pueden ser clasificadas dentro de una misma
unidad linguistica, que llamaron “Amerindios” (Figura 5) (Greenberg et al. 1986).

La familia linguistica Eskimal-Aleutiano se habla en el extremo norte, asi como en
Greolandia y algunas partes de Siberia. Esta familia es ampliamente reconocida vy
aceptada. La familia linguistica Na-Dene, se habla en algunas partes de Norteamérica
y tiene divisiones mas profundas que la de los Eskimal-Aleutiano. Esta familia,

también es ampliamente reconocida. La familia linguistica Amerindia, es vasta y
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contiene el resto de las lenguas que se hablan en Norteamérica y todas las lenguas
endémicas de Centro y Sudamérica. En contraste a las dos familias anteriores, el
agrupamiento de todas las diversas lenguas en una sola familia, es muy controvertida.
La clasificacion tripartita de Amerindios, Na-Dene y Esquimal-Aleutiano, se baso en el
meétodo de comparacion multilateral, el cual examina muchas lenguas
simultaneamente para detectar similitudes en un pequefio nimero de palabras basicas
y elementos gramaticales.

Greenberg y colaboradores, en una sintesis de evidencias linguisticas, dentales y
genéticas, sugerian que estos tres grupos linguisticos representan tres migraciones
separadas hacia América que ocurrieron en el siguiente orden: Amerindios, Na-Dene,
y Eskimal-Aleutiano (Figura 5) (Greenberg et al. 1986). Inicialmente, esta teoria
recibid apoyo del analisis de los grupos sanguineos ABO, del DNA mitocondrial
(mtDNA), y de varios marcadores autosémicos (Cavalli-Sforza et al. 1994; Torroni et
al. 1993). Mientras que la clasificacion linguistica de Greenberg ha sido ampliamente
usada por los investigadores de genética humana en las dos ultimas décadas, esta ha
sido rechazada por virtualmente todos los linglistas histéricos que estudian los
lenguajes Nativos Americanos (Bolnick et al. 2004; Gonzalez-Jose et al. 2008; Schurr

2004).

Las evidencias genéticas
En contraste a la gran diversidad de sus culturas y lenguas, las poblaciones
indigenas contemporaneas de América, tienen un nivel reducido de diversidad

genética. Este patrén de diversidad pudo haberse formado por un cuello de botella de

27



moderada intensidad durante o posterior al poblamiento de América (Battilana et al.
2006; Rosenberg et al. 2002; Zhivotovsky et al. 2003).

La mayoria de los estudios de genética molecular relacionados con el poblamiento
del continente americano, se han enfocado en el genoma mitocondrial (mtDNA), que
es heredado por via materna, y en el cromosoma Y, que es heredado por via paterna.
El estudio de estos marcadores genéticos, indican que la mayoria de las poblaciones
nativas americanas contemporaneas tienen cinco haplogrupos diferentes del mtDNA
(A, B, C, D, y X) y dos haplogrupos del cromosoma Y (C y Q), todos ellos se han
encontrado en las poblaciones indigenas del sur de Siberia, apoyando un origen
asiatico (Schurr et al. 1990) y son considerados linajes fundadores. Aunque algunos
de los estudios iniciales con este tipo de datos eran compatibles con la hipotesis de
multiples migraciones (Horai et al. 1993; Torroni et al. 1992), esta vision fue retada
por investigaciones posteriores que utilizaron mas individuos y diferentes abordajes
estadisticos (Bonatto and Salzano 1997a; Bonatto and Salzano 1997b; Merriwether et
al. 1995; Stone and Stoneking 1998). Posteriormente, estudios recientes analizando
genomas completos del mtDNA confirmaron la presencia de sub-haplogrupos
autéctonos de los nativos americanos A2, B2, C1, D1, y X2a, asi como sus linajes
derivados (ej., C1b, C1c, y C1d), reflejando la acumulacién de varias mutaciones

especificas en estas poblaciones (Fagundes et al. 2008b; Tamm et al. 2007).
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Figura 5. Distribucion de las tres familias linguisticas en el continente americano

propuestas por Greenberg. Tomada de (Mulligan et al. 2004).
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Los estudios sobre la variacion del cromosoma Y, mostraron la presencia de un
linaje, ahora reconocido como haplogrupo Q, que se encuentra en la mayoria de
individuos indigenas del Norte, Centro, y Sudamérica (Pena et al. 1995; Santos et al.
1996; Underhill et al. 1996). Su linaje asiatico ancestral se localizé en el sur-centro de
Siberia (Bortolini et al. 2002; Bortolini et al. 2003; Karafet et al. 1999; Santos et al.
1999). El Haplogrupo Q fue dividido posteriormente en los sub-haplogrupos Q3 y Q;
el ultimo es considerado un cromosoma autdéctono americano. Como el haplogrupo Q3
se encuentra en la mayoria de los cromosomas Y de los nativos de América (>80%),
incluyendo tribus de todos los grupos linguisticos y culturales, este resultado es
explicado por un efecto fundador durante el poblamiento inicial, asi como el de un
origen comun para todos los nativos americanos, incluyendo a los amerindios, los na-
dene, y los eskimal-aleutianos (Tarazona-Santos and Santos 2002; Zegura et al.
2004). Estas observaciones estdn de acuerdo con los resultados recientes
provenientes del mtDNA.

De acuerdo a los analisis llevados acabo acerca de la diversidad del microsatélite-
Y (Bortolini et al. 2003; Zegura et al. 2004), de los Y-SNPs (polimorfismos de un solo
nucleétido) y de las simulaciones de coalescencia (Hammer and Zegura, 2002), el
rango de tiempo resultante para la primera entrada, se ha estimado entre 14,000 y
18,000 afnos AP (pero con grandes intervalos de confidencia). Estos estimados, son
similares a los obtenidos de los datos del mtDNA presentados anteriormente.

Recientemente, un alelo (9AR) del locus del microsatélite autosémico D9S1120 se
encontrd a altas frecuencias en todas las poblaciones Nativas Americanas, incluyendo

a los na-dene y a los eskimales-aleutianos, y en grupos beringianos relacionados del
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oeste, y esta ausente en otras 49 poblaciones del mundo (Schroeder et al. 2007;
Wang et al. 2007). Esta distribucion es mas consistente con la hipotesis de que todos
los Nativos Americanos provienen de una poblacion fundadora en comun (Schroeder
et al. 2007). El analisis del mtDNA, también ha mostrado ser consistente con la teoria
de una sola migracion hacia América (Merriwether et al. 1995) con una re expansion
poblacional (Bonatto and Salzano 1997b; Forster et al. 1996). Ademas, estudios sobre
el cromosoma Y humano, han mostrado una homogeneidad genética y un efecto
fundador pronunciado en la colonizacion de Amerindios de Centro y Sudamérica

(Pena et al. 1995; Santos et al. 1996).

Fuera de Beringia: El modelo de incubacién Beringiana o de tres etapas

En base a los datos genéticos mas recientes de secuencias de alta resolucién, tanto
del mtDNA como del cromosoma Y, integrados junto a los datos arqueoldgicos,
geoldgicos y paleontoldgicos, se ha propuesto el siguiente modelo, conocido como el
Modelo de Incubacion Beringiana (BIM, por las siglas en inglés) o de tres etapas, para
el poblamiento del continente americano (Figura 6) (Bonatto and Salzano 1997b;
Fagundes et al. 2008b; Kitchen et al. 2008; Tamm et al. 2007):

Se postula que en la etapa inicial del proceso de colonizacion se llevé acabo la
divergencia de los ancestros de los nativos americanos de la fuente genética del
Este/Central de Asia, probablemente acontecida antes de =50,000 afos. A esta
divergencia le siguié un periodo de crecimiento gradual, durante el cual, la poblacion
de los proto-americanos sufrié un incremento de =7 veces en =7000 afos, en el
periodo comprendido entre =43-36,000 afios. La poblacién fundadora emigrante

probablemente fue un pequefio subgrupo, como es evidente por los bajos niveles de
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variacion de las poblaciones del Nuevo Mundo con respecto a las poblaciones
asiaticas (Figura 6) (Kitchen et al. 2008; Tamm et al. 2007).

En la segunda etapa, se propone que la poblacion se estableciéo en Beringia, la
gran region comprendida entre Siberia y Alaska (la mayoria de la cual, ahora se
encuentra sumergida), dando lugar a la generacion de nuevas mutaciones (en un
tiempo de =15-20,000 anos) (Figura 6). La existencia de variantes especificas del
Nuevo Mundo que estan distribuidas a través de América indica que una
diversificacién genética ocurrié durante la ocupacion beringiana (Malhi et al. 2002;
Tamm et al. 2007; Torroni et al. 1993; Torroni et al. 1992). Este periodo de ocupacion
beringiana, en el que hubo poco cambio en el tamafio de la poblacién, abarco de
~36-16,000 afos, y coincide con la evidencia arqueoldgica de la primera habitaciéon
Artica del oeste de Beringia (=30,000 afios) (Pitulko et al. 2004). Este periodo también
coincide con la evidencia geoldgica, que indica una restriccion de la ruta acceso hacia
América del Norte debido a la impenetrabilidad del casquete glaciar Laurentiano (=17-
30,000 anos) (Hoffecker and Elias 2003). Algunos restos botanicos, como microfésiles
y polen antiguo indican que Beringia fue un ecosistema de pradera productiva mas
que un ambiente Artico desértico (Zazula et al. 2003) (ver mas arriba).

La etapa final de colonizacion consistidé en una rapida expansion geografica hacia
el Nuevo Mundo dando como resultado un incremento significativo de la poblacién
(=16 veces) en un periodo de =15,000 afos (Figura 6). Asi después de estacionarse
por largo tiempo en Beringia, la migracién inicial que se dio de Norte a Sur fue
probablemente un proceso rapido, y no una difusion gradual; los haplotipos
fundadores estan uniformemente distribuidos a través de Norte y Sudamérica en vez

de presentar una estructura anidada de Norte a Sur. Este escenario se correlaciona
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con el patron de distribucion de los primeros sitios arqueoldgicos en el Noroeste de
Asia y América (Pitulko et al. 2004). El registro geoldgico indica que América del Norte
pudo ser accesible desde Beringia entre =17-14,000 afios AP, cuando el casquete
glaciar que cubria lo que hoy es Canada comenzaba a retraerse (Hoffecker and Elias
2003). La entrada de la poblacién fundadora hacia el Nuevo Mundo pudo haberse
llevado a cabo, ya sea por la ruta terrestre a través del “corredor libre de hielo”
ubicado en Norteamérica o por la ruta costera, a lo largo de la costa del Pacifico en el
noreste de América del Norte, las cuales eran viables en esos tiempos. Este periodo,
también coincide con la inundacion inicial del puente terrestre de Bering, después de
la cual, las migraciones con Asia pudieron haber estado muy limitadas. (Bonatto and
Salzano 1997b; Kitchen et al. 2008; Tamm et al. 2007).

En resumen, los fundadores del continente americano surgieron de una sola
poblacién ancestral, que evoluciond en aislamiento, probablemente en Beringia quizas
hasta por =15,000 afos. Este tiempo permitid la acumulacion de mutaciones
especificas que separaron a los linajes del Nuevo mundo de sus clados hermanos
asiaticos. Después de este aislamiento, los fundadores iniciales de América
comenzaron a poblar rapidamente el Nuevo Mundo desde el Norte hacia Sudamérica
(Bonatto and Salzano 1997a; Bonatto and Salzano 1997b; Kitchen et al. 2008; Tamm

et al. 2007).
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Figura 6. El modelo de Incubacion en Beringia o de tres etapas para el
poblamiento de América. (A) Divergencia. Expansion gradual de los ancestros de los
nativos americanos desde su pool genético asiatico (flecha azul). (B) Ocupacién de
Beringia por los Proto-Americanos sin gran crecimiento poblacional por =20,000 afnos
con la aparicion de nuevas mutaciones. (C) Colonizacion rapida del Nuevo Mundo por
un grupo fundador a través del “corredor libre de hielo” (flecha verde) y/o por la ruta
costera del Pacifico (flecha roja). 1, Tierra actual; 2, fondo marino expuesto; 3,
casquete glaciar después de 36 kya. Tomada de (Kitchen et al. 2008).
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Escenarios de migracion alternativos

Aunque el modelo tradicional de la colonizacion del Nuevo Mundo menciona una
unica y rapida migracién a través del puente terrestre de Beringia (con todos los
haplotipos fundadores), se han propuesto escenarios alternativos de poblamiento. En
ese sentido, Schurr y Sherry (Schurr and Sherry 2004) propusieron una migracion por
la costa del Pacifico desde Siberia a Sudamérica (con los haplogrupos A, B, C, y D)
aproximadamente 20-15 kya, seguida por una segunda migracién (con el haplogrupo
X) hacia Norteamérica una vez que el “corredor libre de hielo” aparecié. Este modelo
es congruente con el modelo reciente de una migracion dual de Perego y
colaboradores (Perego et al. 2009), basado sobre la distribucién geografica de dos
linajes mtDNA raros. El haplogrupo D4h3 esta distribuido solamente a lo largo de las
regiones costeras de Norte y Sudamérica, mientras que el haplogrupo X2a esta
restringido al noroeste de Norteamérica. Perego y colaboradores interpretaron esta
distribucion como indicativa de dos migraciones hacia América del Norte: una
migracion por la ruta costera y otra migracién separada pero contemporanea, a través
del “corredor libre de hielo”.
En contraste, Fagundes y colaboradores (Fagundes et al. 2008b) concluyen que los
ancestros de los nativos americanos colonizaron el noroeste de Asia, incluyendo
Beringia, antes del Ultimo Maximo Glacial (UMG). Durante el UMG, esta poblacién
sufrid una significativa reduccién, pero se expandieron otra vez entre 19,000 y 15,000
afos AP, dando como resultado en la colonizacion del continente americano via por
una ruta costera (Fagundes et al. 2008b). Este escenario de colonizacion es
consistente con el registro arqueolégico en Siberia, el cudl indica un abandono del

noroeste de Siberia en el comienzo del ultimo ciclo glacial, y su recolonizacién por
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una expansion poblacional enseguida del UMG. En un re-analisis de los datos de
Kitchen et al (Kitchen et al. 2008) Mulligan y colaboradores (Mulligan et al. 2008)
concluyen que los ancestros de los americanos se dispersaron hacia el sur alrededor
16,000 afios AP después de la divergencia de el pool genético de Asia central y una
pausa de 7,000-15,000 afios AP, presumiblemente dentro de Beringia, durante el
cual, se acumuld la variacidén genética. Tanto el escenario de una sola como el de dos
migraciones se han visto favorecidos alternativamente en el analisis de los datos de
la distribucion y coalescencia de los linajes del cromosoma Y en América y Siberia. A
partir de datos del cromosoma Y, se ha posicionado a una poblacién polimérfica en la
region de la Montafa Altai de Siberia, como el punto de inicio de una unica migracién
post-UGM entre 17,200 y 10,100 afos AP (Zegura et al. 2004). Un modelo de un solo
origen de la misma regién ya habia sido propuesto anteriormente de los datos del
MtDNA (Kolman et al. 1996; Merriwether et al. 1995). Sin embargo, es importante
senalar, que es dificil inferir el numero de migraciones solo a partir de los datos
genéticos. Por una parte, pudieron haber ocurrido migraciones que no influyeron
significativamente la distribucion actual de la diversidad genética, y por otra parte,
distintas migraciones de la misma poblacion de origen pueden producir patrones de

variacion similares a las producidas por una sola migracion (Schroeder et al. 2007).

Flujo genético post-glacial

Adicionalmente, los datos genéticos sugieren algun nivel de flujo hacia atras, de
Beringia al oeste de Siberia y/o migraciones mas recientes (pero constantes) a través
de las areas circun-Articas. Por ejemplo, los linajes nativos americanos del mtDNA,

cromosoma Y, asi como del alelo autosomico 9AR, se encuentran en bajas
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frecuencias en las poblaciones asiaticas, especialmente en el noroeste de Siberia
(Bortolini et al. 2002; Bortolini et al. 2003; Scurr 2004; Schroeder et al. 2007; Tamm et

al. 2007; Tarazona-Santos and Santos 2002; Wang et al. 2007).

En resumen, los analisis genéticos recientes tienden a converger en un unico,
aunque complejo escenario para el origen de los nativos americanos, indicando
tiempos pre-Clovis para el primer poblamiento y un papel crucial de Beringia durante

las fases tempranas de ocupacion.

Cambios de la estructura genética en las poblaciones nativas americanas
después del contacto Europeo

La llegada de los europeos al Nuevo Mundo provoco cambios significativos en las
poblaciones nativas americanas. Por un lado, las guerras y las epidemias eliminaron a
una gran cantidad de individuos, provocando un descenso demografico, que
probablemente condujo a una reduccion en la diversidad genética de estas
poblaciones (Crawford 1998). Al incrementarse las interacciones con las personas de
descendientes europeos, asi como con la introduccién de esclavos africanos durante
los siglos dieciséis hasta el diecinueve, se generaron muchas poblaciones mestizas en
diferentes partes del continente americano. Como una consecuencia de estos
eventos, el pool genético americano ha sido remodelado sustancialmente en los

ultimos 500 afos (Crawford 1998).
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Tabla 1. Principios basicos del Sistema ABO. Relacién entre

antigenos y anticuerpos

Grupo Genotipo Antigenos Anticuerpos

Sanguineo

A AA, AO A anti-B

B BB, BO B anti-A

O 0]0) H anti-A, anti-B,
anti-A,B

AB AB AyB Ninguno
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Los grupos sanguineos ABO

El sistema de los grupos sanguineos ABO, fue descubierto en 1900 por
Landsteiner y fueron los primeros polimorfismos humanos en ser reconocidos
(Landsteiner 1901); y aunque en la actualidad constituye el sistema sanguineo mas
importante en las practicas de transfusion y de transplantes, los grupos sanguineos
ABO se usaron inicialmente para propésitos antropoldgicos, encontrandose amplias
variaciones entre individuos de diferente origen étnico (Hirszfeld L and Hirszfeld H
1919).

El sistema ABO, esta basado en la presencia o ausencia de los antigenos de los
grupos sanguineos Ay B, y que dan lugar a cuatro fenotipos, A, B, AB, y O (Tabla 1).
Las correspondientes estructuras de carbohidratos de los grupos sanguineos,
designados ABH, se encuentran presentes en las cadenas terminales de
oligosacaridos de las glicoproteinas y los glicolipidos que se localizan en la superficie
de los eritrocitos y de las células endoteliales y epiteliales (Clausen and Hakomori
1989; Watkins 1980). EI monosacarido que determina la especificidad del grupo
sanguineo A, es una N-acetilgalactosamina (GalNAc) terminal, con uniones a-1,3;
mientras el correspondiente monosacarido que da la especificidad del grupo
sanguineo B es una galactosa (Gal) terminal, con uniones a-1,3. Las células del grupo
O, carecen de ambos monosacaridos en la parte terminal de sus cadenas de
oligosacaridos, y en su lugar tienen una fucosa (Fuc) con enlaces a-1,2 y se le
designa como antigeno H (Watkins 1980). El plasma de los individuos del grupo
sanguineo A, contiene anticuerpos contra el antigeno B que ocurren naturalmente; por
el contrario, los individuos del grupo sanguineo B, contienen anticuerpos contra el

antigeno A; mientras que el plasma del grupo sanguineo AB, no contiene ninguno de
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estos anticuerpos, y el plasma del grupo sanguineo O, tiene ambos tipos de
anticuerpos (Tabla 1). Los individuos con anticuerpos anti-A o anti-B, no pueden
recibir una transfusion de sangre que contenga el correspondiente antigeno

incompatible (Storry and Olsson 2009).

Las bases moleculares de los alelos ABO

Las bases moleculares de los grupos sanguineos han sido bien establecidas
(Yamamoto et al. 1990). El locus ABO se localiza en la parte terminal del brazo largo
del cromosoma 9; su regidon codificadora abarca cerca de 19.5 kb, consiste de siete
exones, con un rango de tamano de 28 a 688 pb; una secuencia de 1062 pb codifica
para 354 aminoacidos que corresponden a una proteina de 41 kDa. El gene ABO
contiene seis intrones con tamafios en un rango de 554 a 12982 pb. Los exones 6y 7,
que son los mas grandes, codifican para el 77% del total de la regién codificadora y
probablemente el dominio completo responsable para la actividad catalitica (Figura 7).

Este locus contiene tres alelos principales: A, B 'y O. Los alelos A y B codifican las
glicosil-transferasas que adicionan, ya sea N- acetil-galactosamina o galactosa
respectivamente. Ambos alelos, difieren uno de otro en 7 posiciones nucleotidicas,
dando como resultado, 4 sustituciones de aminoacidos en las correspondientes
glicosil-transferasas (Tabla 2). Por otra parte, se han descrito varios alelos O, que
codifican enzimas inactivas —usualmente truncadas-. Los alelos O' (001) y O (002)
son los dos alelos mas frecuentes en todas las poblaciones. Estos alelos difieren en
los exones 6 y 7 en 9 sustituciones nucleotidicas y tienen una delecion puntual en el
exon 6 (G261-) (Tabla 2) (Chester and Olsson 2001). Esta delecion, induce un
corrimiento en el marco de lectura, produciendo un coddn de paro prematuro
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nt. 1-28 29-98 99-155 156-203 204-239 240 374 375 1062

Figura 7. Organizacion del locus ABO. Los siete exones y seis intrones no estan
dibujados a escala. Los numeros arriba de las cajas representan el primer y ultimo
nucledtido de la regién codificadora en cada exon, mientras que los numeros debajo
de las cajas muestran los correspondientes numeros de aminoacidos (a). El tamafio
de cada intrén es indicado con una linea oblicua (a). EI gene ABO dibujado a escala;
los exones en negros y los intrones en gris (b).
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(nucledtidos 352-354), dando como resultado, una proteina truncada (117 amino
acidos) que no tiene actividad enzimatica. Se han descrito otras variantes de los alelos
0" y O que se distinguen por unas pocas mutaciones puntuales (Olsson and
Chester 1996a; Yamamoto et al. 1993). Adicionalmente, se han descrito alelos O
raros, que no contienen la delecion G261, los cuales incluyen a un alelo O con una
mutacion silenciosa (02 o O03) observado unicamente en europeos y a baja
frecuencia en africanos del sub-Sahara (Grunnet et al. 1994; Yamamoto et al. 1993;
Yip 2000) y los alelos O3 (o 0O08), O4, y O5 que también contienen mutaciones

inactivantes (Chester and Olsson 2001; Yamamoto et al. 1990).

Posibles causas para la alta frecuencia del grupo sanguineo O en los Nativos
Americanos

Aunque los polimorfismos de los grupos sanguineos ABO estan distribuidos a nivel
mundial, existen importantes variaciones en sus frecuencias entre las diferentes
poblaciones. Resulta interesante, que el alelo O, aunque no es funcional, es el mas
abundante, con un rango que va del 61 al 98%. La distribucion geografica de los alelos
ABO es muy diferente en América con respecto a otras partes del mundo. En
Norteamérica, las poblaciones na-dene tienen grupos sanguineos A y O, mientras
que las poblaciones eskimales tienen grupos sanguineos A, B y O con frecuencias
similares al resto de las poblaciones del mundo (Cavalli-Sforza et al. 1994). En
contraste, estudios fenotipicos de los grupos sanguineos ABO han revelado que las
poblaciones Amerindias contienen casi exclusivamente al grupo O (Figura 8) (Lisker

1981; Mourant et al. 1976).
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Se han propuesto tres hipotesis para explicar la alta frecuencia del grupo
sanguineo O. La primera de ellas, propone que un efecto fundador ocurrié durante la
colonizacion inicial de América. Datos del DNA mitocondrial (mtDNA), cromosoma Y, y
marcadores autosomicos, sugieren que los nativos americanos contemporaneos, son
descendientes de una sola poblaciéon fundadora que migré al continente americano
desde Beringia (Fagundes et al. 2008b; Merriwether et al. 1995; Schroeder et al. 2007;
Tamm et al. 2007; Wang et al. 2007; Zegura et al. 2004). Se cree que un numero
relativamente pequeno de fundadores dieron lugar a todas las poblaciones nativas
americanas. Solamente unos pocos haplotipos fundadores del mtDNA, cromosoma Y
han sido identificados (Achilli et al. 2008; Malhi et al. 2002; Schurr and Sherry 2004;
Tamm et al. 2007; Zegura et al. 2004), y todas las poblaciones que han sido
genotipificadas para el locus autosomico D9S1120 comparten un alelo unico en ese
locus (Schroeder et al. 2007; Wang et al. 2007), los nativos americanos también
muestran una diversidad genética mas baja que las poblaciones de otras regiones
continentales (Wang et al. 2007). Debido a que las poblaciones siberianas tienen una
mayor diversidad que las nativas americanas (Mourant et al., 1976), es posible que la
baja diversidad en América parte de un efecto fundador.

La segunda hipdtesis, plantea que la alta frecuencia del tipo sanguineo O en
los nativos americanos actuales, puede ser el resultado de la seleccidn en respuesta
a las epidemias provocadas por el contacto europeo. Algunos patdgenos tienen
moléculas que se parecen a los antigenos ABO (ej. mimetismo molecular), que
dificulta que el sistema inmune los detecte y los destruya (Berger et al. 1989; Henry
2001; Mourant 1985; Seymour et al. 2004). Por lo tanto, algunos Individuos con ciertos

tipos sanguineos ABO pueden ser susceptibles a ciertas enfermedades
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Tabla 2. Polimorfismos moleculares de los alelos ABO

Exon 3 4 5 6 7
Nucledtido 106 188 189 220 261 297 526 646 657 681 703 771 796 802 803 829 930 1096
A G GG C € G A ¢ T cC G G € C G G G G G
B G G T A A c A A
O1
o'V T A T T G A A T A
02 G G A A

Diferencias en la secuencia de bases entre los principales exones de los alelos A', B,

0"y 0% La secuencia del alelo A se presenta como referencia; los guiones denotan
delecion. Tomada de (Yip 2000).
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(Berger et al. 1989; Marionneau et al. 2001; Seymour et al. 2004). Por ejempilo, el tipo
sanguineo A puede ser mas susceptible a la viruela, porque una sustancia que se
parece al antigeno A esta presente en el virus Variola (Muschel 1966). Los individuos
con el tipo sanguineo A, tienen una mayor tasa de infeccion, una mayor severidad de
la enfermedad y un incremento en la mortalidad de la viruela (Muschel 1966)
por lo que la repetida y amplia dispersion de la epidemia de la viruela de los siglos
XVI-XIX, pueden haber seleccionado en contra a los Nativos Americanos con alelos
A y un incremento de la frecuencia de alelos O y B en la poblacion
sobreviviente. Una atencion especial se ha puesto sobre las enfermedades
infecciosas debido a la amplia expresién de los antigenos A y B por varios agentes
infecciosos y también porque varios agentes infecciosos usan a las sustancias Ay B
como receptores. Los polimorfismos ABO pueden prevenir que las especies sean
puestas en peligro por algun patégeno que usa carbohidratos como receptor. Por
otra parte, el polimorfismo ABO provoca que haya una produccién polimorfica de
anticuerpos naturales anti-A y anti-B, que potencialmente protegen a los individuos de
los diversos agentes infecciosos que expresan motivos A y B. De estas
observaciones, se puede concluir, que el alelo O silencioso, aunque es un alelo nulo,
puede tener un valor selectivo, porque en estado homocigoto, producen anticuerpos
naturales anti-A y anti-B. Ademas, los individuos homocigotos son potencialmente
protegidos de agentes que usan a las sustancias A y B como receptores, pero son
mas susceptibles a Helicobacter pylori (Boren et al. 1993) y son particularmente
sensibles a formas severas de malaria (Fry et al. 2008), porque el fenotipo O reduce

la forma de roseta de los globulos rojos, que es un factor de virulencia (Rowe et al.
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2007). Otros ejemplos de agentes potencialmente selectivos son Campylobacter jejuni
(Ruiz-Palacios et al. 2003) y el virus Norwalk (Marionneau et al. 2001).

Finalmente, la tercera hipotesis, propone que la alta frecuencia del tipo sanguineo
O, puede reflejar un cuello de botella asociado con el contacto europeo. Evidencias
tanto arqueoldgicas como histdéricas muestran que el contacto europeo y el
colonialismo dieron lugar a una reduccion significativa en el tamafo de la poblacién
(Livi-Bacci 2006). Se estima que entre el 50% y el 90% de la poblacién total se perdio
en este tiempo como resultado de la guerra, la esclavitud, y las epidemias causadas
por las enfermedades europeas (Livi-Bacci 2006). Dado que el despoblamiento puede
causar un cuello de botella genético y reducir la diversidad genética (Hoelzel 1999; Nei
M et al. 1975), es probable que estos eventos historicos hayan influido sobre el patrén
de diversidad de América. En estudios anteriores, que incluyen los realizados por
Bolnick y Smith, sobre el analisis de la variacion del mtDNA en el sureste de
Norteamérica (Bolnick and Smith 2003) y los de Wang y colaboradores, sobre el
analisis de 175 marcadores genéticos-globales en el Choctaw de Oklahoma, se ha
encontrado evidencia de un cuello de botella inducido por los europeos (Wang et al.
2004). En el estudio de Salzano y Callegari-Jacques con 421 loci nucleares, se
encontré que la historia poblacional reciente ha influido sobre la variabilidad genética
de los nativos americanos (Salzano and Callegari-dJacques 2006). Sin embargo,
también hay un estudio reciente, que reporta, que los eventos posteriores al contacto
europeo no alteraron el patrén de diversidad de las poblaciones indigenas que
existian, con respecto a el patron de las poblaciones indigenas contemporaneas

(Halverson and Bolnick 2008).
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Figura 8. Mapas de la distribucion de los grupos sanguineos
A, By O en las poblaciones indigenas del mundo. Tomados
de http://anthro.palomar.edu/vary/vary_3.htm
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Hipotesis:
-Si todas las poblaciones nativas de Meso América y Sudamérica comparten el mismo

tipo de alelos O, implica que todas ellas surgieron de una misma poblacién ancestral.

-Si hay algun alelo O en la mayoria de los nativos americanos que tenga mutaciones
gue no se encuentran en las poblaciones asiaticas y en las demas poblaciones del

mundo, entonces estas mutaciones surgieron en los nativos americanos.

Objetivos

1) Caracterizar la diversidad y distribucion de los polimorfismos moleculares de los

alelos O entre diferentes grupos nativos de Meso América.

2) Comparar la diversidad de los haplotipos O y la estructura genética de las

poblaciones nativas de Meso América y de Sudamérica.

3) Sobre las bases de este analisis global, discutir los posibles eventos involucrados

que condujeron a la diversidad actual de los alelos O en América.
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MATERIAL Y METODOS

Nomenclatura de los alelos O

Los alelos del grupo sanguineo O, fueron nombrados de acuerdo a la nomenclatura
no oficial de acuerdo a Olsson y Chester (Olsson and Chester 1996b) seguido entre
paréntesis (si es el caso) de nombres alternativos de otros autores (Roubinet et al.
2004).

En general, no se utilizé el término “Amerindias” para describir a las poblaciones
indigenas de Meso América y Sudamérica, debido a que la mayoria de los linguistas
no aceptan la validez de este grupo (ver introduccion). En su lugar se usé el término
“nativas americanas”. Por otra parte, se consideré como individuo mestizo, al individuo
que nacié en México, que tiene un apellido de origen espafiol y que tiene ancestros de

origen mexicanos tres generaciones hacia atras (Gorodezky et al. 2001).

Colecta de muestras y serologia de los grupos sanguineos ABO

Las muestras sanguineas se colectaron en tubos con EDTA de 180 individuos
mesoamericanos de fenotipo O, incluyendo 37 Nahuas de Guerrero, 50 Mazahuas del
Estado de México, 50 Mayas de Yucatan, y 43 mestizos de la ciudad de México
(Figura 9 y Tabla 3). El tipo sanguineo ABO fue confirmado por métodos serologicos
mediante anticuerpos anti-A, anti-B, y anti-AB, de acuerdo a las instrucciones del
productor (Immucor Gamma). Individuos mestizos mexicanos con fenotipo A se

usaron como controles.
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Este estudio, siguid los lineamientos sobre la investigacion cientifica con
humanos sin riesgo evidente, sefialados en el Cdédigo Etico para el personal
académico del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Hudson R et al.
2007) y fue autorizado por el Comité de Bioética de este Instituto. Todos los individuos
participaron voluntariamente. A todos los sujetos se les informé de manera accesible
acerca de los posibles riesgos y beneficios personales, asi como de la relevancia
cientifica de la investigacion. Después de haber comprendido la informacién, y si
decidieron participar, firmaron la carta de Consentimiento informado, dénde se explica
en lenguaje sencillo y accesible la informacién sobre el proyecto y su participacién.
Posteriormente, se realizé la coleccion de la muestra de sangre.

Para llevar a cabo un analisis comparativo de la diversidad genética y estructura
poblacional, se usaron datos reportados para los alelos O, de 301 individuos
sudamericanos de 9 poblaciones (ver Figura 9 y Tabla 3).

Para el analisis de las secuencias de DNA, se construyd una base de datos, con
las secuencias de los exones 6 y 7 del alelo O de Cayapas de Ecuador (35 individuos)
y Aymaras de Bolivia (63 individuos) reportados previamente (Roubinet et al. 2001).

Para los analisis comparativos adicionales, se compilaron las frecuencias de los
alelos O', 0", and O'™(®**?4 gptenidas en ensayos de RFLP-PCR de los siguientes
grupos: Arara (n = 15), Kayapo (n = 16), y Yanomama (n = 17) de la regidn
amazonica de Brasil (un total de 48 individuos) (Chester and Olsson 2001); 62
indigenas Parakana (de la tribu Yupi) de Brasil (Barjas-Castro et al. 2003), y sujetos
chilenos de las poblaciones Aymara (n = 84), Huilliche (n = 75), y mestiza de Santiago

(n = 82) (Llop et al. 2006) (ver figura 9). Adicionalmente, para algunos analisis, se
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incluyeron sujetos de poblaciones asiaticas de Japén (n = 278), China (n = 80), y de

Korea (n = 141) (Chester and Olsson 2001), tal como se indica en el texto (Tabla 3).

Preparacion del DNA, amplificacién y secuenciacion de los exones 6y 7

El DNA gendmico, se obtuvo a partir de leucocitos de sangre periférica con
proteinasa K (Roche Diagnostics, Meylan, France), seguido de una extraccién con
fenol-cloroformo.

Las amplificaciones por PCR se llevaron acabo en un volumen final de 50 ul que
contenia: 50 mM de MgCl, (1.5 ul); 2 Mm de dNTPs (5 ul) 2 U de Taq Polymerasa
(Applied Biosystems, Foster City, CA); 200-300 ng de DNA gendémico, y 1 uM de
concentracion final de cada iniciador. Los pares de iniciadores ABO-1/2 y 23/8 se
emplearon para amplificar respectivamente los exones 6 and 7, de acuerdo a

Ogasawara y colaboradores (Ogasawara et al. 1996).

Se amplificaron fragmentos de 187-pb del exén 6 y de 737-pb del exdn 7. Los
amplicones se analizaron en geles de agarosa al 2.0% y posteriormente se purificaron
de acuerdo a las instrucciones del proveedor (QIAGEN Qiaquick gel extraction Kkit).
Los productos amplificados se secuenciaron directamente con el kit de secuenciacion
Big Dye Terminator cycle utilizando el analizador ABI Prism 310, de acuerdo a las
condiciones del proveedor (Applied Biosystems).

La secuenciacion directa de los productos amplificados, produjo secuencias de los
exones 6 y 7 de 180 individuos con fenotipo O. Las mutaciones fueron confirmadas

por secuenciacion de ambas cadenas de DNA.
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Tabla 3. Datos de las poblaciones estudiadas en el presente trabajo

Poblacion Pais n N Tipo de datos referencia

Meso América

Nahua México 37 74 Secuencia de DNA Este estudio
Mazahua “ 50 100 “ “

Maya “ 50 100 “ “

Mestiza “ 43 86 “
Sudamérica

Cayapa Ecuador 35 70 Secuencia de DNA Roubinet et al., 2001
Aymara Bolivia 63 126 “ “

Arara Brasil 15 30 RFLP-PCR Olsson et al., 1998
Kayapo “ 16 32 “ “
Yanomama “ 17 34 “ “
Parakana “ 62 124 Barjas-Castro et al., 2003
Aymara Chile 84 168 “ Llop et al.,2006
Huilliche “ 75 150 “ “

Mestiza “ 82 164 “

Asia

Japén - 278 556 RFLP-PCR Chester and Olsson, 2001
China - 80 160 “ “

Korea - 141 282 “ “

Total 1128 2256

n, numero de individuos; N, nimero de cromosomas.

52



YANOMAMA

@ | ARARA

@ AYMARA b

AYMARA c

MESTIZOS ™ .
DE CHILE

HULLICHE /@

Figura 9. Localizacion geografica de las poblaciones mesoamericanas estudiadas y

de las poblaciones sudamericanas usadas para comparacion.
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La caracterizacion de diferentes alelos se confirmo mediante RFLP-PCR con las
enzimas de restriccion Mbol (646 nt), Ddel (771 nt), y Nhel (542 nt) (Olsson et al.

1998).

Analisis de las secuencias de DNA

Después de editar las secuencias de los exones 6 y 7, se construyd una base de
datos de secuencias con 826 bases de longitud. Debido a la diferente tasa de
sustituciéon entre las transiciones y transversiones del alelo O, los datos de las
secuencias, se analizaron utilizando las distancias corregidas para multiples hits con el
modelo de 2 parametros de Kimura (Kimura 1980). Con esta distancia, se estimé la
diversidad nucleotidica dentro (m;) y entre (1;) poblaciones. Se realizaron “pruebas
exactas” para evaluar la diferenciacion por parejas “pairwise” de las poblaciones
(Rousset and Raymond 1995).
La grafica de Escalamiento multidimensional (MDS) se generd a partir de una matriz
1m; con el software SPSS version 10.0 para Windows.
El Analisis jerarquico de la Varianza Molecular (AMOVA) se realizé después de definir
los grupos mesoamericanos y sudamericanos. Los componentes de la varianza se
emplearon para computar los indices de fijacion y su significancia
se examind por medio un abordaje de permutacién no-paramétrico (Excoffier et al.
1992). Todos los calculos se llevaron acabo usando la prueba AMOVA implementada
en el paquete ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al. 2005).
Para evaluar las relaciones entre los haplotipos, un analisis “median joining network”
se realizd con el software libre phylogenetic Network (http://www.fluxus-

engineering.com/sharenet.htm) (Bandelt et al. 1999).
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Posteriormente, para comparar los datos provenientes del analisis de RFLP-PCR
entre los mesoamericanos y los sudamericanos, se calcul6 la diversidad genética a
partir de la heterocigosidad esperada (HE) bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg, la
heterocigocidad observada (HO) y el indice de fijacion (F = (He-Ho)/Hg); Solamente
las poblaciones de Nativos Americanos con la distribucion de genotipos disponibles
fueron incluidas para este propdsito. Se usaron Cadenas de Markov para evaluar el
equilibrio de Hardy-Weinberg (Guo and Thompson 1992); si el valor del indice F
resultaba positivo, la hipotesis sobre un déficit o exceso de heterocigocidad era
examinada para la poblacién en cuestién (Rousset and Raymond 1995).

El Coeficiente de Coancestria de Reynolds, se calculé a partir de las frecuencias
poblacionales de los tres alelos O predominantes (O1, O1v, and O1%(C%2A)
observadas en las poblaciones Nativas Americanas y Asiaticas con el programa
Genetic Data Analysis (GDA) version 1.1 (Lewis PO and Zaykin D 2001). Se prefirié
usar esta distancia genética, porque se supuso que la deriva génica es el principal
factor que actua sobre la diferenciacidon genética entre poblaciones estrechamente
relacionadas o para una evolucion a corto plazo (Reynolds et al. 1983; Weir 1996). Se
construyé un arbol sin raiz a partir de los coeficientes de coancestria con la
metodologia “Neighbour-Joining” (NJ) (Saitou and Nei 1987). Para investigar si el
aislamiento por distancia (IBD, por sus siglas en inglés) podria explicar la
diferenciacién genética entre los grupos de nativos americanos, se examind la
correlaciéon entre las distancias geograficas y genéticas entre estas poblaciones. De
esta forma, se evalu6 un escenario de efecto fundador en serie, es decir, si la
heterocigocidad disminuia cuando la distancia se incrementaba con respecto al origen

geografico de los ancestros de los nativos americanos (presumiblemente Beringia)
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(Ramachandran et al. 2005; Wang et al. 2007). La validez estadistica de estas
correlaciones se evalu6é mediante la prueba de Mantel.

Las distancias en kilometros entre las poblaciones, se calcularon con el programa
Great Circle Calculador empleando las coordenadas geograficas
(http://www.gb3pi.org.uk/great.html). Finalmente, se efectud la prueba de Tajima D
junto con sus valores P para las poblaciones de nativos americanos con los datos de

secuencias de los exones 6y 7.
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Resultados

Se obtuvieron las secuencias directas a partir de amplicones de los exones 6 y 7
del gene ABO de los siguientes individuos: 37 Nahuas, 50 Mazahuas, 50 Mayas, y 43
mestizos mexicanos. Todos los individuos que se incluyeron en el presente estudio
tienen el grupo sanguineo O y en todos ellos, se encontré la delecion G261 en estado

homocigoto; esta delecién es caracteristica de los alelos O' (001) y O (002).

Diversidad de secuencias de los haplotipos O encontrados en las poblaciones
nativas de Meso Américay Sudamérica

En la Tabla 4, se muestra la diversidad de secuencias de los haplotipos
encontrados en las poblaciones nativas americanas. Un total de cuatro haplotipos
diferentes se encontraron en las poblaciones mesoamericanas (Hp 1-4). Se tomé
como referencia las posiciones relevantes de los exones 6 y 7 y cada haplotipo se
atribuyé a un alelo O en particular (como O', O", y otros) tal como lo definenha
Roubinet et al (Roubinet et al. 2004).

Las frecuencias de los haplotipos, representadas por el tamafio de los circulos y los
eventos mutacionales que los conectan, se presentan en una red minima de
haplotipos (Figura 10). La mayoria de las secuencias, se agrupan en los tres

haplotipos O, 0", y O™(€%¥2% (011). Ademas, se encontré un haplotipo raro (O05).

La mutacion G542A se encontrd exclusivamente asociada con el alelo O"; se
presentd en estado heterocigoto (GA) en individuos con genotipos O'/ O™ y 0™/0™
en las cuatro poblaciones mexicanas estudiadas; se presentd en estado homocigoto

(AA) en individuos con genotipo O™/O" en los Nahuas, Mayas y mestizos;
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Tabla 4. Variaciones de las secuencias nucleotidicas en los exones 6y 7 de los

haplotipos O observados en las poblaciones Nativas Americanas

E6 E7
Hp  Alelo/posicion  —361 297 498 538 542 646 681 771 829
A1 G A C C G T G C G
1 Olv - G . A A T A
2 O1v542 - G A A A T A
3 o1 . s e e x s s
4 005 LG s e e e e
5 ov7 - G * * A" T A
6 032 - G * T * A AT
7 033 - G T A AT A

Hp, haplotipo; los cambios de bases, se muestran con referencia a la secuencia del

alelo A1.
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Figura 10. Red minima de los siete haplotipos O, observados en las poblaciones
nativas de Meso Ameérica y Sudamérica. Se muestran las conexiones entre los
haplotipos, unidos por pasos mutacionales; el tamafio de los circulos esta relacionado

con la frecuencia de los haplotipos de las poblaciones estudiadas.
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y no se encontré en individuos con genotipo O'/O', tal como ha sido reportado

anteriormente en las poblaciones sudamericanas (Tabla 5).

La Tabla 6 describe las frecuencias haplotipicas, la diversidad de haplotipos y la
diversidad nucleotidica para las poblaciones mesoamericanas, en conjunto a las
poblaciones de Cayapa y Aymara de Sudamérica, que fueron estudiadas
anteriormente. El haplotipo mas frecuente que se encontré en estas poblaciones, fue
el haplotipo O", excepto en los Cayapas de Ecuador, en dénde el haplotipo O, fue el
haplotipo predominante (51.4 %). Todas las poblaciones nativas americanas
estudiadas, tienen el haplotipo O™(®%*2A mientras que la frecuencia del haplotipo
O™(C%2A) " fue mas alto en en las poblaciones de Mesoamérica que en las de
Sudamérica. Por otra parte, otros cuatro haplotipos fueron detectados a bajas
frecuencias. El haplotipo O05, fue observado en las poblaciones Maya y Cayapa; el
haplotipo O'" estuvo presente Unicamente en los Cayapas, mientras que los
haplotipos 032 y O33 se detectaron en la poblacion Aymara de Bolivia (Figura 10 y
Tablas 4 y 6).

La diversidad haplotipica (H) fue mayor en las cuatro poblaciones
mesoamericanas (H > 0.60) que en las dos poblaciones sudamericanas (H < 0.60).
Por el contrario, la diversidad nucleotidica dentro de las poblaciones (w;) fue mas alta
en los Cayapas, seguida por la de las poblaciones de mestizos y Mazahuas; con los

valores observados mas bajos en los Nahuas y en los Mayas (Tabla 6).
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Tabla 5. Correlacion de la mutacion G542A y el alelo O

Genotipo GG GA AA
Nahuas

0'0’ 4 0 0
o'o" 4 3 0
oo™ 13 11 2
Mazahuas

0'0’ 6 0 0
o'o"™ 16 4 0
oo™ 9 15 0
Mayas

0'0’ 1 0 0
o'o"™ 9 7 0
oo™ 13 17 2
Mestizos

0'0’ 7 0 0
o'o" 14 3 0
oo™ 11 5 3

Los numeros indican, el numero de individuos con la mutacion G542A en estado
homocigoto (AA) o estado heterocigoto (GA).



Tabla 6. Estimados de la diversidad de secuencias en los alelos O de las

poblaciones Nativas Americanas

Haplotipo Nahua Mazahua Maya Mestizos Cayapa Aymara
México Bol
O1v 0.554 0.400 0.520 0.477 0.4140 0.595
01v542 0.243 0.280 0.280 0.163 0.0429 0.119
o1 0.203 0.320 0.180 0.360 0.5140 0.27
005 0 0 0.020 0 0.0143 0
Ov7 0 0 0 0 0.0143 0
032 0 0 0 0 0 0.008
033 0 0 0 0 0 0.008
N 74 100 100 86 70 126
Nh 3 3 4 3 5 5
H 0.6009 0.6659 0.6246 0.6235 0.5698 0.563
m (x107%) 2.435 3.154 2.419 3.158 3.16 2.718

N = Numero de cromosomas; Nh = Numero de haplotipos; H = Diversidad
Haplotipica; mr; = Diversidad nucleotidica dentro de las poblaciones.
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Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las poblaciones mesoamericanas
y sudamericanas

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) mostré la variabilidad dada por los
haplotipos O entre los sujetos de las poblaciones de Mesoamérica (Fr= 0.121;
P =0.033); La mayoria de esta variabilidad representa la diferenciacién entre los
individuos dentro de las poblaciones (Fr = 0.104; P = 0.059). Cuando las dos
poblaciones sudamericanas se incluyeron como un segundo grupo en la prueba
AMOVA, la mayoria de la variacion genética se encontré dentro de las poblaciones
(Fr = 0.132; P = 0.01), dando como resultado una diferenciacion baja y no
significativa entre estas regiones (Fcr = 0.004; P = 0.264). Aunque mucha de esta
variabilidad representa diferencias entre los individuos dentro de las poblaciones (Fis =
0.087; p = 0.062), los grupos Mesoamericano y Sudamericano presentaron una

diferenciacion significativa dentro de las poblaciones (Fsc = 0.046; P = 0.001)(Tabla 7).

Heterocigocidad nucleotidica pareada entre poblaciones Nativas Americanas
Para la heterocigocidad nucleotidica pareada entre poblaciones (r;), los valores
mas altos fueron obtenidos entre las poblaciones Cayapa y Maya (z; = 0.197) y entre
las poblaciones Cayapa y Nahua (7; = 0.184), mientras que los valores mas bajos
fueron obtenidos entre las poblaciones Mazahua y Mestiza, y entre las poblaciones
Nahua y Maya (mm; = 0). Después de aplicar la correccion de Bonferroni para analisis
multiples (0.0083), los valores de diversidad nucleotidica entre la poblacién Cayapa y

todas las demas poblaciones, fueron significativos excepto el obtenido con la
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poblacion mestiza (Tabla 8). Mientras que entre las poblaciones nativas

mesoamericanas, no se encontraron valores significativos
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Tabla 7. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las poblaciones
mesoamericanas y sudamericanas

Entre individuos  Entre individuos
Ndmero de Entre poblaciones dentro de dentro de la
grupos Z Entre grupos dentro de grupos poblaciones poblacion total

Fct valordeP Fsc valordeP Fs valordeP Ft valorde P

Dos 6 0004 0264 0046 0001 0087 0062 0132 0.010
Uno 6 0.048 0,000 0087 0.054 0.131 0.009
sin Cayapa 5 0.015 0124 0073 0.095 0087 0.060
Mesoamérica 4 0.020 0088 0104 0.059 0121 0.033

Grupos, mesoamericano y sudamericano; Z, numero de poblaciones. Grupo
mesoamericano, Nahua, Maya, Mazahua y Mestizo; Grupo sudamericano, Cayapa y
Aymara de Bolivia.
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Tabla 8. Diversidad nucleotidica pareada (TT;) entre las poblaciones

Nativas Americanas

Nahua Mazahua Maya Mestizo  Cayapa Aymara Bol
Nahua 0.135 0.973 0.018 0.000 0.207
Mazahua 0.020 0.045 0.405 0.000 0.126
Maya —-0.011 0.023 0.018 0.000 0.126
Mestizo 0.044 —0.002 0.051 0.027 0.108
Cayapa 0.184 0.079 0.197 0.040 0.000
Aymara B 0.007 0.007 0.015 0.008 0.109

La diversidad nucleotidica pareada (1;) se indica abajo de la diagonal, y sus respectivos

valores P se indican arriba de la diagonal. Parametros de acuerdo al modelo de

Kimura. Se resaltan en negritas los valores que son significativos después de aplicar la
correccion de Bonferroni (P = 0.05/6 = 0.0083).
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Figura 11. Representacion de Escalamiento Multidimensional basada en la
diversidad nucleotidica pareada (17;j) entre las poblaciones Nativas Americanas.

Stress =0.00323.
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después de aplicar la correccion de Bonferroni. Este patrén de diferenciacion se
representd en una grafica MDS (Figura 11); de manera interesante, los Aymaras de
Bolivia se encontraron cercanos a las poblaciones mesoamericanas, mientras que los
Cayapas, fueron la poblacién mas diferenciada.

Esta caracteristica excepcional de los Cayapas con respecto a las poblaciones
indigenas restantes podria involucrar los siguientes procesos: a) efecto fundador y/o
deriva génica como los que se han descrito en los grupos Amerindios (Wang et al.
2007); b) mezcla europea, y c) sesgo en el muestreo de la poblacién. Aunque no se
pudo descartar alguna de estas explicaciones, los Cayapas presentaron la diversidad
nucleotidica mas alta (), un numero de diferentes haplotipos, y una diferenciacién
genética (m y valores P) con respecto a las otras poblaciones nativas americanas

(Tablas 5y 6) (Figuras 10y 11).

Diversidad genética de los alelos O en las poblaciones Nativas Americanas.

En la tabla 9, se muestra la diversidad genética (Hg), y el indice de fijacion (Fs) de
los alelos O para las poblaciones mesoamericanas, junto con los de las poblaciones
sudamericanas con genotipos previamente obtenidos por RFLP-PCR. En general, tal
como se mostré para la diversidad haplotipica, se notd que la diversidad genética (Hg)
fue mas alta en las poblaciones mesoamericanas que en las poblaciones
sudamericanas. Sin embargo, debido a que no se pudo calcular el error estandar por
trabajar con un solo locus, no se pudo realizar una comparacion entre los valores de
heterocigocidad. Algunas poblaciones, presentaron un exceso de homocigotos

(valores Fis positivos), mientras que otras exhibieron un déficit de homocigotos
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(valores Fis negativos). Sin embargo, todos los grupos con déficit de homocigotos
estuvieron dentro del equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0.05), mientras que los
grupos Nahuas y mestizos mexicanos mostraron un exceso significativo de
homocigotos (P < 0.05).

Para propdsitos comparativos, en la Figura 12 (y Tabla 10) se presenta, la
distribucion de los tres alelos O predominantes observados en los nativos

americanos (O', OV, y O"(G%424)

en un total de 13 poblaciones americanas y tres
asiaticas. Es particularmente notable, que el haplotipo O™(¢%*?A fue exclusivamente
observado en americanos pero no en poblaciones asiaticas, en un rango de 0.042 a
0.56 en las tribus Cayapa y Yanomama, respectivamente.

Entre las poblaciones americanas, la frecuencia mas alta del haplotipo O' fue
observada en Cayapas (0.53), seguidos por los mestizos chilenos de Santiago
(0.40) y mestizos mexicanos (0.36). Por el contrario, la frecuencia mas baja de
O’ fue observada en los Arara (0.03), seguido por los Yanomama (0.09). Finalmente,
la frecuencia mas alta del haplotipo O fue observada en los Huilliches de Chile (0.7)
asi como en los Araras de Brasil (0.67) (Figura 12).

Los datos de las poblaciones de la Figura 12 fueron usados para construir un
dendrograma NJ basado en las distancias de los coeficientes de coancestria (Figura
13). En el arbol NJ, se puede observar un panorama amplio de las relaciones
genéticas entre las 16 poblaciones, basado exclusivamente en los tres alelos O (O,
O", y 0™(©%424) " En principio, se puede observar que no hay un orden en relacién a la
localizacion geografica de las poblaciones; sin embargo, se debe tener cuidado en

hacer interpretaciones extensivas acerca del origen y evolucion con respecto a estas

poblaciones con datos de tres alelos de un solo gen.
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Tabla 9. Diversidad genética (Hg), indice de fijacion (Fis) y valores P basados en

las frecuencias de los alelos O de nueve poblaciones Nativas Americanas.

Poblacion N He Fis Valor de P
Nahua 37 0.586 0.180 0.04
Mazahua 50 0.621 -0.117 0.12
Maya 50 0.601 —-0.047 0.30
Mestiza 43 0.618 0.202 0.02
Amazoniana 48 0.543 -0.144 0.18
Aymara c 84 0.585 -0.119 0.05
Huilliche 75 0.462 0.084 0.38
Cayapa 35 0.537 0.082 0.38
Aymara Bol 63 0.544 —-0.051 0.64
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Tabla 10. Frecuencias de los principales alelos O en trece
poblaciones Americanas y tres poblaciones Asiaticas.

Poblacion o1' 01 01
Nahua 0,56 0,24 0,20
Mazahua 0,40 0,28 0,32
Maya 0,53 0,29 0,18
Mest Mex 0,48 0,16 0,36
Cayapa 0,43 0,04 0,53
Aymara b 0,60 0,12 0,27
Arara 0,67 0,30 0,03
Kayapo 0,44 0,41 0,16
Yanomama 0,35 0,56 0,09
Parakana 0,44 0,22 0,35
Aymara Chi 0,53 0,12 0,35
Huilliche 0,70 0,11 0,19
Mest Chi 0,52 0,08 0,40
Japoneses 0,49 0,00 0,51
Chinos 0,40 0,00 0,60

Coreanos 0,36 0,00 0,64




Japan

Korea

Kayapo “Yanomama

Figura 13. Arbol neighbour-joining sin raiz, que muestra las relaciones genéticas entre
trece poblaciones Americanas y tres poblaciones Asiaticas, basado en los tres alelos

O predominantes.
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Correlacion entre las distancias genética y geogréafica de las poblaciones
Nativas Americanas

Si las poblaciones nativo americanas, siguieran un modelo de “aislamiento por
distancia” (IBD), se esperaria encontrar que las poblaciones mas cercanas
geograficamente también fueran las mas cercanas genéticamente. De tal manera, si
se asume que hubo una sola fuente para las poblaciones nativas americanas, el
modelo de fundadores serial, predice una disminucion de la diversidad genética
(heterocigocidad) conforme se aumentara la distancia con respecto del lugar de origen
(Ramachandran et al. 2005; Wang et al. 2007). Por tal motivo, con el propdsito de
establecer si existia una correlacién entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas, se aplico la prueba de Mantel a las poblaciones nativas de América. Para
realizar esta prueba, fue necesario obtener tanto la matriz de distancias genéticas
(Tabla 11), como la matriz de distancias geograficas (Tabla 12) entre las diferentes
poblaciones.

Los resultaron mostraron que la correlacion entre distancias genética y geografica
no fue significativa entre las poblaciones nativas americanas. Aunque la prueba de
Mantel se repitio eliminando al grupo Cayapa, considerando que este grupo fue el mas
diferenciado, ninguna correlacion significativa fue establecida entre las distancias
genética y geografica. La prueba de correlacion fue repetida solo con las poblaciones
sudamericanas (sin los Cayapas), pero tampoco se encontré una correlacion
significativa (P = 0.047), después de aplicar la correccion de Bonferroni (P = 0.05/4 =
0.0125). Todos estos resultados no apoyan un modelo de “aislamiento por distancia”.

De manera similar, el descenso de la diversidad genética de los haplotipos O con
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respecto a la distancia geografica a partir del posible lugar de origen (Beringia) no fue

significativo (P >0.05) (Tabla 13 y Figura 14).

Prueba de neutralidad de Tajima para los haplotipos O en los Nativos
Americanos

La distribucion de los polimorfismos en la secuencia de bases, puede ser usada
para estudiar la seleccidén a nivel molecular. La prueba de neutralidad de Tajima (D
de Tajima) se basa en la deteccidon de las diferencias entre dos estimadores de la
diversidad genética : el primero, 7, se refiere a la diversidad nucleotidica (el numero
de nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas al azar) (Nei and Li
1979). Y el segundo, 6, que se puede calcular utilizando el numero total de sitios
segregativos o polimoérficos en un grupo de secuencias (Tajima 1983). Si D resulta
negativa quiere decir que 6 posee un valor mayor que 1, y significa que hay un exceso
de polimorfismos de baja frecuencia, indicando un ecrecimiento poblacional histérico
y/o seleccion positiva. En cambio, si D resulta positiva quiere decir que 1 tiene un
mayor valor que 6, y significa que existe un nivel bajo de polimorfismos de alta y baja
frecuencia, indicando una reduccién del tamafio poblacional y/o seleccién
equilibradora. Si D es igual a cero quiere decir que no existe diferencia alguna entre
ambos estimadores y que existe un equilibrio mutacién-deriva génica (Tajima 1983;
Tajima 1989).

Al efectuar la prueba de Tajima D, para examinar posibles escenarios de
seleccion con respecto a los haplotipos O en seis poblaciones nativas americanas,
se encontraron valores positivos (de 1.21449 a 2.80438), pero no significativos (P>

0.89) (Tabla 14).
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Tabla 11.

Distancias genética (coancestria de Reynolds) entre las poblaciones Nativas Americanas

Nahua
Mazahua
Maya
Cayapa
Aymara b
Arara
Kayapo
Yanomama
Parakana
Huilliche
Aymara ¢

Nahua Mazahua Maya Cayapa Aymarab  Arara Kayapo  Yanomama Parakana Huilliche
0,02994

0.00914  0,02685

0,13140  0,07576  0,14850

0,01753  0,05666  0,03515  0,08853

0,02360 0,10582  0,02292  0,29269 0,07392

0,02332 0,02191 0,00784  0,20195 0,09447 0,04630

0,11519  0,09010 0,08264  0,34430 0,22658 0,12935 0,00780

0,02812 0,00456  0,03167 0,04896 0,03688 0,11163  0,04444  0,13277

0,03402 0,11883  0,05555 0,18353 0,01840 0,05177 0,13854  0,28744 0,09515
0,03185 0,03632 0,04732  0,04021 0,01228 0,11727 0,09535 0,21959 0,01734 0,05480

b, Bolivia; c, Chile.
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Tabla 12. Distancias geograficas entre las poblaciones Nativas Americanas

Nahua Mazahua Maya Cayapa  Aymara,b Arara Kayapo  Yanomama Parakana Huilliche
Nahua
Mazahua 0.0230
Maya 0.1239 0.1066
Cayapa 0.2985 0.3005 0.2477
Aymara b 0.5234 0.5281 0.4780 0.2313
Arara 0.4301 0.4336 0.3804 0.1344 0.0976
Kayapo 0.5959 0.5927 0.5109 0.3078 0.1856 0.2098
Yanomama 0.4555 0.4493 0.3606 0.1964 0.2246 0.1727 0.1543
Parakana 0.6265 0.6260 0.5528 0.3297 0.1536 0.2101 0.0702  0.2102
Huilliche 0.7078 0.7205 0.7039 0.4651 0.2711 0.3524 0.4060 0.4943 0.3401
Aymara ¢ 0.5238 0.5301 0.4863 0.2387 0.0310 0.1098 0.2157 0.2525 0.1791 0.2468

Las distancias geograficas estan expresadas en Km x 10, b, Bolivia; c, Chile.
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Tabla 13. Prueba de Mantel para evaluar la correlacion entre la distancia

genéticay la distancia geogréfica de las poblaciones Nativas Americanas

Poblaciones analizadas r Valor de P
A Meso América y Sudamérica -0.1643 0.8470
B Todas, excepto Cayapa -0.0762 0.6160
C Sudamérica, sin Meso América 0.3092 0.1290
D Sudameérica, sin Cayapa y sin 0.5345 0.0470

Meso América

Después de 999 permutaciones. r, coeficiente de correlacion; P, nivel de
significancia; correccion de Bonferroni: P = 0.05/4 = 0.0125. Las poblaciones
analizadas fueron, por parte de Meso América: Nahua, Mazahua y Maya; por
parte de Sudamérica: Cayapa, Aymara de Bolivia, Arara, Kayapo, Yanomama,
Parakana, Huilliche y Aymara de Chile.
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Tabla 14. Prueba de neutralidad de Tajima para los haplotipos O de
Meso Américay Sudamérica.

Nahua Mazahua Maya Mestizo Cayapa Aymarab
N 74 100 100 86 70 126
S 6 6 6 6 6 8
r 2.01148 2.60525 1.99838 2.60821 2.61035 2.24483

D Tajima  1.49919 2.80438 1.62771 2.72895 2.61767 1.21449

valor de P 0.940 0.999 0.949 0.993 0.992 0.898

N, tamano de la muestra; S, sitios segregantes; m, diversidad nucleotidica.

81



DISCUSION

Los grupos sanguineos ABO, fueron los primeros polimorfismos humanos
descritos (Landsteiner 1901). Y aunque estos, todavia constituyen el sistema
sanguineo mas importante en las practicas de transfusion y de transplantes, los
grupos sanguineos ABO, inicialmente se usaron para propoésitos antropoldgicos,
encontrandose amplias variaciones entre individuos de diferente origen étnico
(Hirszfeld L and Hirszfeld H 1919). Desde la elucidacion de las bases moleculares
de los genotipos ABO, los polimorfismos genéticos de este locus, se han
investigado extensivamente a nivel de secuencia del DNA, demostrandose la
existencia de varios alelos O entre las diferentes poblaciones del mundo (Chester
and Olsson 2001; Yip 2002).

El presente trabajo, representa el primer reporte de los polimorfismos
moleculares del alelo O entre los indigenas de Meso América (México). El analisis
de las secuencias de los exones 6 y 7 de los alelos O, mostré que todas las
poblaciones estudiadas presentaron los haplotipos O' (001), O" (002) y
O™(®%24) De acuerdo con reportes anteriores sobre indigenas de Sudamérica, las
frecuencias del haplotipo O' obtenidas en este estudio fueron mas altas que las
del haplotipo O (excepto para las del grupo Cayapa, ver Tabla 6) en contraste a
las demas poblaciones del mundo (Barjas-Castro et al. 2003; Chester and Olsson
2001; Llop et al. 2006; Olsson et al. 1998; Roubinet et al. 2004; Roubinet et al.

2001).
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La mutacién G542A como un Marcador Informativo de Ancestria (AIM) del
componente Nativo Americano.

El haplotipo O™(**?* se encontré tanto en las poblaciones mesoamericanas
como en las sudamericanas. La presencia constante de la mutacion G542A en
todas las poblaciones nativas americanas apoya el empleo de esta mutacién como
un Marcador Informativo de Ancestria (AIM) relacionado con el componente Nativo
Americano. Sin embargo, se requiere examinar su presencia en mas poblaciones
europeas y africanas para confirmar y/o determinar su valor como AIM en el
estudio de poblaciones mezcladas.

G%42A)  ha sido

Se debe considerar, que ocasionalmente, el alelo o™
encontrado en algunos individuos europeos y del Este Medio (6 daneses, 2
kuwaities y 1 inglés) (Olsson et al. 1998; Yip 2000; Yip et al. 2006). Tres
posibilidades pueden explicar estas observaciones: flujo genético, polimorfismo
ancestral o mutacién recurrente. Con respecto a la primera posibilidad, hay
diversos ejemplos de flujo genético de nativos americanos hacia Europa, muy
probablemente mediado a través de individuos con una ancestria mezclada
(poblaciones hispanicas o latinoamericanas). Probablemente, la mejor evidencia
proviene del analisis detallado de las secuencias de mtDNA publicadas. De hecho,
los linajes nativos americanos A2, C1, y D1 pueden ser facilmente reconocidos en
varias poblaciones a lo largo del continente, como puede observarse en los
diferentes reportes de Europa (Behar et al. 2004; Crespillo et al. 2000; Helgason et
al. 2000; Pfeiffer et al. 2001; Picornell et al. 2005; Pinto et al. 1996; Rando et al.

1999). Ademas, también existen algunos ejemplos del flujo de mtDNA de nativos

americanos en algunas poblaciones africanas (Jackson et al. 2005; Salas et al.2002).
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La segunda posibilidad, de que una mutacion recurrente pueda explicar la
presencia irregular y ocasional de la mutaciéon G542A en Europa y en el Este Medio
parece poco probable, ya que esta mutacion, solo se ha encontrado asociada al
alelo 0"y no a otros alelos (Calafell et al. 2008; Roubinet et al. 2004). Finalmente,
la tercera posibilidad consiste en que el alelo O™®**?" sea un polimorfismo
ancestral, que se originé ya sea en Europa o en Africa. Se ha encontrado evidencia
de que los alelos Owy o', que se encuentran distribuidos en todas las poblaciones
del mundo, divergieron de su alelo ancestral A' hace aproximadamente ~2.5 y
~1.5 millones de afios respectivamente en Africa (Calafell et al. 2008). Sin

O™(E%2A) 5 pesar de tener un solo

embargo, es importante hacer notar que el alelo
cambio con respecto al alelo O mas antiguo, tiene una baja frecuencia tanto en
Kuwait e Inglaterra (<1%) y esta ausente en varias poblaciones europeas, asiaticas
y africanas (Kang et al. 1997; Ogasawara et al. 1996; Roubinet et al. 2004; Yang et
al. 2007; Yip 2000). Aunque esta distribucion parece ser muy restringida para la
distribucion de un alelo ancestral, seria importante establecer la posible edad del
alelo O™ gj ¢l alelo se origind recientemente (América), es mas plausible

considerar que este alelo haya sido dispersado a lo largo del mundo via un flujo

latinoamericano

Incubacién en Beringia, posible origen de la mutacion G542A

El haplotipo O™(G>424)

, que guarda una estrecha relacién con el haplotipo
0" (un solo evento mutacional), es el haplotipo mas frecuente en la mayoria de los
nativos americanos (Figura 10). Este hecho apoya que la mutaciéon G542A se haya

podido originar en el haplotipo o", que es muy frecuente en las poblaciones

asiaticas (Kang et al. 1997; Ogasawara et al. 1996; Roubinet et al. 2004; Yang et
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al. 2007; Yip 2000). Evidencias recientes, principalmente provenientes del mtDNA
con respecto al poblamiento de América (Fagundes et al. 2008b; Kitchen et al.
2008; Mulligan et al. 2008; Schroeder et al. 2007; Tamm et al. 2007) permite inferir
que esta mutacién pudo haber surgido durante uno de los siguientes momentos: (i)
en los ancestros asiaticos de los nativos americanos antes de llegar a Beringia; (ii)
durante el tiempo en que los ancestros de los nativos americanos estuvieron
viviendo en Beringia, o (iii) durante la expansion poblacional a América en el final
del Ultimo Maximo Glacial (LGM), hace ~18,000-15,000 afios AP. Como se
menciond anteriormente, el haplotipo O'(®**?% se ha encontrado de forma
persistente y casi exclusivamente en las poblaciones nativas americanas y no en
las asiaticas (Figura 12), de tal forma que este hallazgo no apoya el que la
mutacion G542A haya surgido en los ancestros asiaticos antes de llegar a
Beringia. Por otro lado, si esta mutacion hubiera surgido durante la expansion
poblacional, es dificil explicar de explicar la amplia distribucién del haplotipo
O'V(C342A) gn todas las poblaciones nativas americanas estudiadas a la fecha. Por lo
tanto, resulta mas plausible que el surgimiento de la mutacion G542A haya tenido
lugar en Beringia, de acuerdo al Modelo de Incubacion Beringiana (BIM), el cual
sugiere que los emigrantes asiaticos estuvieron aislados por un periodo amplio de
tiempo, previamente a entrar a América, dando lugar a linajes fundadores en los
ancestros de los nativos americanos y diferenciados de los subclados asiaticos
(Tamm et al. 2007). La presencia exclusiva del haplotipo O"(®%*?% en Beringia y su
ausencia en las poblaciones asiaticas (Asia Central) podria ser una contribucion
substancial al Modelo de Incubaciéon Beringiana desde la perspectiva del grupo

sanguineo O (Figura 6).
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Los alelos ABO de los nativos americanos y el poblamiento de América

La distribucion geografica de los grupos sanguineos ABO es compleja en
el continente Americano. En Norte América, las poblaciones eskimales tienen
grupos sanguineos A, B, y O, mientras que las poblaciones na-dene y otras, tienen
grupos sanguineos A y O; y todas las demas poblaciones nativas americanas del
Norte, Centro y Sudamérica tienen casi exclusivamente el grupo O (Cavalli-Sforza
et al. 1994). Para explicar las diferentes distribuciones geograficas de los alelos
ABO, existen dos hipoétesis de trabajo relacionadas con el poblamiento de América:
i) el modelo clasico de las tres-oleadas propuesto por Greenberg y colaboradores
(Greenberg JH et al. 1986), y ii) el modelo reciente de tres-etapas que acentua un
solo origen (Fagundes et al. 2008a; Kitchen et al. 2008; Mulligan et al. 2008;
Perego et al. 2009). Sin embargo, existe un acuerdo general de que los indigenas
eskimales-aleutianos y los na-dene representan la ultima y mas reciente expansion
significativa hacia el Nuevo Mundo (Gonzalez-Jose et al. 2008; Schurr and Sherry
2004; Tamm et al. 2007; Volodko et al. 2008). Por tal motivo, la emergencia de los
grupos circun-articos no sera abordada aqui.

La distribucion geografica tanto del alelo autosémico privado D9S1120
como de las variantes mitocondriales y del cromosoma Y, ubicuas en América,
sugiere que todos los nativos americanos contemporaneos son descendientes de
una poblacién fundadora comun (Dillehay 2009; Gonzalez-Jose et al. 2008; Kitchen
et al. 2008; Schroeder et al. 2007; Tamm et al. 2007; Wang et al. 2007). De manera
similar, la distribucién de los alelos O entre las poblaciones nativas americanas y

o', o™ME%2A) v O fueron parte

mestizas (Figuras 10 y 12) sugiere que los alelos
de la fuente genética ABO original presente entre los primeros nativos americanos.

La presencia constante de los tres haplotipos en los grupos nativos americanos de
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las regiones de Meso América y Sudamérica es acorde con la hipétesis de una
sola poblacién fundadora. Por el contrario, la ausencia de linajes predominantes
compartidos entre poblaciones nativas de Meso América y Sudamérica, apoyaria
modelos de multiples migraciones. Adicionalmente, aunque la amplia distribucién
de los mismos tres haplotipos O a través de América no nos permite descartar
hipétesis especificas concernientes al poblamiento de América (Perego et al.
2009), esta distribucion esta de acuerdo con la fuerte expansién poblacional que
probablemente ocurrié hacia el final de el Ultimo Glacial Maximo (LGM), indicando
un rapido poblamiento del Nuevo Mundo, presumiblemente a lo largo de la ruta de
la costa del Pacifico (Fagundes et al. 2008b; Kitchen et al. 2008; Mulligan et al.
2008; Tamm et al. 2007). Tal como fue descrito, los resultados del presente trabajo,
apoyan propuestas recientes acerca del poblamiento del Nuevo Mundo; Sin
embargo, los haplotipos O deben ser obtenidos de poblaciones asiaticas y nativas
americanas (especialmente de Siberia y Norteamérica) para confirmar las

hipétesis del escenario del grupo O.

El predominio de los alelos O en los nativos americanos

Los nativos americanos de Centro y Sudamérica (y algunos de América del
Norte) son unicos en haber perdido en su mayoria los alelos A y B. Tres hipétesis
se han propuesto para explicar la alta frecuencia del grupo sanguineo O. Primero,
un efecto fundador ocurrido durante el poblamiento inicial de América; segundo,
seleccion natural de los grupos sanguineos O asociados con alguna ventaja
selectiva todavia no identificada, y tercero, una deriva génica relacionada con el
descenso poblacional asociado con el contacto europeo. En un estudio reciente,

las frecuencias ABO observadas entre los nativos americanos antiguos (pre-

87



contacto) y los contemporaneos de la misma region, no fueron significativamente
diferentes, hecho que sugiere que los eventos ocurridos después del contacto
europeo no alteraron el patron de diversidad ABO (Halverson and Bolnick 2008).
Sin embargo, esta afirmacion debe ser confirmada en diferentes regiones del
continente para descartar hipétesis alternativas. Con respecto a la seleccion
natural, el hecho de que los haplotipos o' y 0" sean alelos nulos y, que en
principio tengan valores selectivos idénticos, apoya la nocion de que el azar (efecto
fundador y deriva génica azarosa) pueda ser el responsable, tanto para el
predominio de los haplotipos O como para la fijacion del grupo sanguineo O. En
apoyo de esta inferencia, se obtuvieron valores no significativos en la prueba de
Tajima D en todas las poblaciones estudiadas aqui. Sin embargo, aun si la deriva
génica fuera la responsable para la fijacion del grupo O en las poblaciones
americanas, es dificil de excluir definitivamente el efecto de la seleccidén natural con

los datos disponibles de este estudio.

La estructura genética de las poblaciones de Meso Américay Sudamérica

El analisis de la estructura genética (AMOVA) para las poblaciones nativas
americanas mostré diferencias no significativas entre Meso América y Sudamérica.
Sin embargo, si se observd una diferenciacion significativa entre las poblaciones
dentro de los grupos. Este resultado puede involucrar patrones de diferenciaciéon
por deriva génica y flujo genético previos al contacto europeo, tal como ha sido
inferido de los analisis del mtDNA, cromosoma-Y y Repetidos Cortos en Tandem
(STR), tanto en Sudamérica (Rodriguez-Delfin et al. 2001; Tarazona-Santos et al.
2001) como en Mesoamérica (Rangel-Villalobos et al. 2008; Wang et al. 2007). Sin

embargo, una mezcla via contacto post-europeo no puede descartarse, porque
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esta ya se ha detectado y/o inferido en Cayapas (este estudio) y en las poblaciones
mesoamericanas (Bonilla et al. 2005; Lisker et al. 1996). Para las poblaciones
mesoamericanas y sudamericanas, no se encontré correlacion entre (i) las
distancias genéticas y las distancias geograficas y (ii) un descenso linear de la
diversidad genética con respecto a la distancia geografica desde Beringia, el
presumible origen de los nativos americanos. Este resultado se relaciona con la
distribucion observada del alelo privado del locus D9S1120 en los nativos
americanos, que se desvia del patron global y que no muestra un gradiente de
norte a sur en las frecuencias alélicas (Wang et al. 2007). Esta distribucion se
explica mas facilmente por la difusiéon espacial inicial de variantes raras durante el
poblamiento de América, mas que por seleccidén natural a través del continente. No
se ha encontrado apoyo para el modelo IBD al analizar marcadores relacionados
al cromosoma Y de las poblaciones mesoamericanas, sugiriendo un escenario
complejo, influido por un elevado flujo genético entre las poblaciones nativas
americanas en ciertas regiones y con particulares historias demogréficas (Rangel-
Villalobos et al. 2008), tal como se ha descrito para las poblaciones sudamericanas

(Rodriguez-Delfin et al. 2001; Tarazona-Santos et al. 2001; Wang et al. 2007).
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CONCLUSIONES

Las frecuencias del haplotipo O fueron mas altas que las del haplotipo O
(excepto para Cayapa) al contrario de las demas poblaciones del mundo.

G542A)

La distribucidn de los mismos haplotipos O', 0", y O™ , en las poblaciones

mesoamericanas y sudamericanas indican que:

1) Estos haplotipos constituyen el principal pool genético de las primeras

poblaciones nativas americanas.

2) Estos haplotipos provienen de la misma poblacion fundadora ancestral.

3) La presencia constante y restringida de la mutacion G542A en todas las
poblaciones nativas americanas, indica que esta mutacion surgié en su poblacion

fundadora.

4) La presencia constante y restringida de la mutacion G542A en los nativos
americanos, permite proponer a esta mutacién como un Marcador Informativo de

Ancestria (AIM).
En base al conocimiento actual del poblamiento de Ameérica, se sugiere que la

mutacion G542A pudo haber emergido en Beringia durante la diferenciacion de los

linajes asiaticos que dieron lugar a la poblacion fundadora de América.
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Perspectivas

Para confirmar las observaciones anteriores, se requiere que se realicen

estudios adicionales de la diversidad de secuencias del gene ABO, particularmente

en las poblaciones norteamericanas y noro-asiaticas (Siberia, por ejemplo).
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ABSTRACT All major ABO blood alleles are found in
most populations worldwide, whereas the majority of
Native Americans are nearly exclusively in the O group.
0O allele molecular characterization could aid in elucidat-
ing the possible causes of group O predominance in
Native American populations. In this work, we studied
exon 6 and 7 sequence diversity in 180 O blood group
individuals from four different Mesoameﬂcan popula-
tions. Additionally, a comparative analysis of genetic di-
versity and popu tion structure ineludi g South Ameri-
can populations was performed. Results revealed no sig-
nificant differences among Mesopamerican and Sout

American groups, but showed significant differences
within population groups attributable to previously
detected differences in genetic drift and founder effects
throughout the American continent. Interestingly, in all

In contrast to the high diversity of their cultures and
languages, contemporary Native American populations
show a low level of genetic diversity. This pattern could
have been formed from a population bottleneck of moder-
ate intensity during or after the peopling of the Ameri-
cas (Rosenberg et al., 2002; Zhivotovsky et al, 2003;
Battilana et al., 2006). It is now widely accepted that the
ancestors of Native Americans arrived from Asia via
Beringia; however, the debate on timing, place(s) of ori-
gin, and number of waves of migration persists
(Mulligan et al., 2004; Schurr, 2004; Goehel et al., 2008).

A three-wave migration theory has proposed that
Amerind, Na-Dene, and Aleut-Eskimo are language fam-
ilies that represent three separate migrations to America
that occurred im this order (Greenberg et al., 1986). This
theory has received support from early analysis of ABO
blood groups, mitochondrial DNA (mtDNA), and several
autosomal markers (Torroni et al., 1993; Cavalli-Sforza

@2000 WILEY-LISS, INC,

genetic drift; founder effect; ABO; blood groups; Americas peopling; Native American

Amerlcan populations, the same set of h iolt:y
0, and QIWG5124) was present, suggesting

(1) 'that they constitute the main genetic pool of the
founding population of the Americas and (2) that they
derive from the same ancestral source, partially support-
ing the single founding population hypothesis. In addi-
tion, the consistent and restricted presence of the G5424A
mutation in Native Americans compared to worldwide
populations allows it to be employed as an Ancestry
informative marker (AIM) Present knowledge of the
peopling of the Americas allows the prediction of the
way in which the G542A mutation could have emerged
in Beringia, probably during the differentiation process
of Asiangi_\neages that gave rise to the founding popula-
tion of the continent. Am J Phys Anthropol 142:85-94,
2010, & 2009 Wiley-Liss, Ine.

et al., 1984). Although the three-wave theory has been
criticized, mainly for claiming the existence of a linguis-

Grant sponsor: PAPIT (PAPIIT, UNAMY Grant number:
IN212895; Grant sponsor: The Third World Academy of Sciences
{TWAS)

*Correspondence to: Alejandro Garcia-Carranca, PhD, Unidad de
Investigaciin Biomédica en Cancer, Instituto Nacional de Canecerolo-
gin, Av. San Fernando No. 22, Col. Seccion XVI, Tlalpan, 14080
Meéxico, DUF., México. E-mail: carranca@biomedicas. unam.mx

Received 26 November 2008; accepted 25 August 2009

DOT 10,1002/ pa. 21204
Published online 27 October 2009 in Wiley InterScience
(www.interscience, wiley.com ).

102



86 B. ESTRADA-MENA ET AL.

tic unity of the Amerind family, this theory has been the
reference hypothesis over the past two decades against
which new genetic data are compared (Bolnick et al,
2004; Schurr, 2004; Gonzalez-José et al., 2008).

The majority of contemporary Native American popula-
tions exhibit five different mtDNA (A, B, C, D, and X) and
two Y chromosome (C and @ founding haplogroups.
Although earlier studies of both mtDNA and Y chromo-
some suggested multiple migrations to the Americas, more
recently scientists advocate that both sets of data are con-
sistent with the single migration model (Schurr et al,
1990; Torroni et al, 1992 Merriwether et al, 1995
Bonatto and Salzano, 1997; Zegura et al,, 2004; Tamm et
al., 2007, Achilli et al., 2008; Fagundes et al., 2008b; Goe-
bel et al., 2008). A unique allele at autosomal microsatel-
lite locus D9S1120 is present in all Native American popu-
lations studied, including Na-Dene and Aleut-Eskimo, and
in related western Beringian groups (Schroeder et al,
2007). Such a distribution is best explained by assuming
that the same founding population contributed to all mod-
ern Native American populations (Zhivotovsky et al,
2003; Schroeder et al., 2007; Wang et al., 2007).

The molecular basis of the ABO blood groups has been
well established (Yamamoto et al., 1990). This locus
exhibits three major alleles: A, B and O. A and B alleles
encode glycosyltransferases that either add N-acetylga-
lactosamine or galactose to various glycoconjugates to
form A and B antigens. Both alleles differ from each
other by seven nucleotide positions, resulting in four
amino acid substitutions in the corresponding glycosyl-
transferases. On the other hand, several O alleles encod-
ing inactive -usually truncated- enzymes have been
described; the two most frequent are O (001) and O
(002). These alleles differ in exons 6 and 7 by nine nu-
cleotide substitutions and exhibit a point deletion in
exon 6 (G261-) (Chester and Olsson, 2001). Such com-
mon deletion induces a frame shift that creates a prema-
ture stop codon (nucleotides 352-354), resulting in a
truncated (117- amino-acid) protein that is enzymatically
inactive. Other variants of O! and 0 alleles that differ
by a few point mutations have been described
(Yamamoto et al,, 1993; Olsson and Chester, 1996a). In
addition, rare O alleles which do not contain the G261
deletion have been described, including a silent O allele
(02 or 003) observed only in Europeans and at low
frequencies in sub-Saharan Africans (Yip, 2000; Grunnet
et al., 1994; Yamamoto et al., 1993) and alleles 03 (or
0Q08), 04, and 05, which also display inactivating muta-
tions (Yamamoto et al., 1990; Chester and Olsson, 2001).

Although blood group ABO polymorphisms are distrib-
uted worldwide, they exhibit remarkable variations in
their frequencies among different populations. Surpris-
ingly, the O allele, although not functional, is the most
abundant, ranging from 61% to 98%. The geographical
distribution of ABO alleles is remarkably different in the
Americas with respect to other parts of the waorld. In
North America, Na-Dene populations have A and O blood
groups, whereas Eskimo populations have A, B, and O
blood groups (Cavalli-Sforza et al., 1994). In contrast, phe-
notypic studies of ABO blood groups have revealed that
all other Native American populations from North, Cen-
tral, and South America belong nearly exclusively to the
O group (Mourant et al., 1976; Lisker, 1981).

Three hypotheses have been proposed to explain the
high frequency of O blood type in Native Americans.
First, a founder effect oceurred during the initial peo-
pling of the Americas. Second, natural selection of the O

American Jowrnal of Physical Anthropology

blood group is associated with infectious diseases. O
individuals are more resistant to infectious agents that
utilize the A and B antigens as receptors and produce
anti-A and anti-B antibodies, which potentially protect
them against infectious agents expressing A and B
motifs (Mourant, 1985; Cavalli-Sforza et al., 1994).
Third, genetic drift related to population-size reduction
as a consequence of European contact. Evidence from
archaeological and historical studies indicate that Euro-
pean contact and eolonialism led to significant indige-
nous population decline (Cook and Borah, 1971; Ramene-
novsky, 1987; Mulligan et al., 2004; Seymour et al.,
2004; Halverson and Bolnick, 2008),

The aim of this study was to characterize the diversity
and distribution of molecular polymorphisms of O alleles
among several Native American groups from Mesoamer-
ica and to compare these with other indigenous popula-
tions from America. Proposals are discussed based on
the entire analysis in an attempt to provide additional
evidence on the events involved during the peopling of
the Americas that gave rise to the contemporary diver-
sity of ABO alleles among Native American populations.

MATERIALS AND METHODS
Allele nomenclature

Major blood group O alleles were named according to
the unofficial nomenclature of Olsson and Chester
(Olsson and Chester, 1996b) followed when useful, by
alternative names conferred by other authors in paren-

theses (Roubinet et al., 2004).

Sample collection and blood group serology

Blood samples were collected in EDTA from 180 unre-
lated Mesoamerican individuals of phenotype O, includ-
ing 37 Nahuas from Guerrero, 50 Mazahuas from the
State of Mexico, 50 Mayas from Yucatan, and 43 Mexi-
can-Mestizos from Mexico City (see Fig. 1). The ABO
blood type was confirmed by serological methods using
anti-A, anti-B, and anti-AB antibodies, according to the
manufacturer’s instructions (Immucor Gamma). Mexi-
can-Mestizos with phenotype A were used as controls.

All individuals participated voluntarily and informed
written consent was obtained prior to the collection of
each blood sample. This research received ethical ap-
proval from the Bioethics Committee of the Biomedical
Research Institute at the National Autonomous Univer-
sity of Mexico. To perform a comparative analysis of
genetic diversity and population structure, we used pre-
viously reported data on O alleles from 301 South Amer-
ican individuals from nine populations (see Fig. 1).

For DNA analysis, we obtained a dataset with O allele
sequences from exons 6 and 7 from Cayapas from Ecua-
dor (35 individuals) and Aymaras from Bolivia (63 indi-
viduals) reported previously (Roubinet et al., 2001). For
additional comparative analysis, frequencies of 0L oY,
and OYG5%24) gleles from RFLP-PCR assays were com-
piled from the following groups: Avara (n = 15), Kayapo
(n = 16), and Yanomama (n = 17) from the Amazon
region of Brazil (a total of 48 individuals) (Chester and
Olsson et al, 2001); 62 Parakana Indians (Yupi tribe)
from Brazil (Barjas-Castro et al.,, 2003), and Chilean
suhjects from Aymara (n = 84), Huilliche (n = 75), and
Santiago (Mestizo) populations (n = 82) (Llop et al,
2006) (see Fig. 1). In addition, people from the Asian

103



O ALLELES AND THE PEOPLING OF THE AMERICAS BT

AYMARA c® .l 2 -~
g L
0 R
'l_'J ( ur
MESTIZOS o | b
DE CHILE | y
5 ]
1 -.J |

L 2
HUILLICHE * )
| S

Fig. 1. Geographical location of Mesoamerican populations
studied herein, including those previonsly reported South Amer-
ican populations used for comparison,

populations of Japan (n = 278), China (n = 80), and
Korea (n = 141) were included for some analyses (Ches-
ter and Olsson, 2001), as properly indicated in the text.

DNA preparation, amplification of exons 6 and 7,
and sequencing

Genomic DNA was prepared from peripheral blood leu-
koeytes using proteinase K (Roche Diagnostics, Meylan,
France), followed by phenol-chloroform extraction. PCR
amplifications were performed in a final volume of 50 ul
containing the following: 50 mM MgCly, 1.5 pl; 2 mM
dNTPs 5 pl; 2 U of Tag Polymerase (Applied Biosystems,
Foster City, CA); 200-300 ng of genomic DNA, and 1 pM
final for each primer. Pairs of primers ABO-1/2 and —3/8
were employed for amplification of exons 6 and 7, respec-
tively, according to Ogasawara et al. (1996). The authors
targeted ABO 187-bp (exon 6 and 737-bp (exon T)
genomic fragments. Amplicons were analyzed in 2.0%
agarose gels and subsequently purified aceording to the
manufacturer’s instructions (QIAGEN Qiaquick gel
extraction kit). Amplified products were directly
sequenced applying the Big Dye Terminator ecycle
sequencing kit into the ABI Prism 310 genetic analyzer,
according to the manufacturer’s instructions (Applied
Biosystems). Direct sequencing of amplified products
produced sequences of exon 6 and exon T of 180 individu-
als with O phenotype. Mutations were confirmed by
sequencing both sense and antisense strands. Character-
ization of the different O alleles was confirmed by RFLP-
PCR with Mbol (646 nt), Ddel (771 nt), and Nhel (542
nt) restriction enzymes (Olsson et al.,, 1998).

Sequence analysis

After editing exon 6 and exon 7 sequences, a dataset
of sequences with 826 bases was constructed. Because of
different substitution rates between O allele transition
and transversion, sequence data were analyzed utilizing
distances corrected for multiple hits by the two-parame-
ter model of Kimura (Kimura, 1980). Using this dis-
tance, we estimated nucleotide diversity within (m;) and
between () populations. Exact tests were performed in
order to evaluate the pairwise population differentiation
(Rousset and Raymond, 1995). From a normalized =y
matrix, a Multidimensional scaling (MDS) plot was gen-
erated using SPSS software version 10.0 for Windows.
After defining Mesoamerican and South American
groups, we conducted a hierarchical analysis of molecu-
lar variance (AMOVA), allowing partitioning of total
genetic variance within and among populations. Var-
iance components were then employed to compute fixa-
tion indexes and their significance was tested using a
non-parametric permutation approach (Excoffier et al.,
1992). All computations were carried out using the
AMOVA test implemented in the ARLEQUIN 3.11 pack-
age (Excoffier et al., 2005). To evaluate the relationship
among haplotypes, a median joining network was
performed with a free phylogenetic Network soft-
ware (http//www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm)
{Bandelt et al., 1999).

Furthermore, to compare Mesoamerican data with
those from South America (analyzed by RFLP-PCR),
unbiased estimates were calculated for expectations of
Hardy-Weinberg eqguilibrium (Hg), observed heterozygos-
ity (Hp), and fixation index (F = (Hg-HoVHg); only
Native American populations with available genotype
distribution were included for this purpose. A Markov
Chain test was used to evaluate Hardy-Weinberg equilib-
rium (Guo and Thompson, 1992); if F index value was
positive, a deficit or excess of heterozygosity hypothesis
was tested by population. This test is more powerful
than the general Hardy-Weinberg equilibrium (Rousset
and Raymond, 1985). With population frequencies of the
three predominant © alleleyh&plot;rpes observed in
Native American populations (0!, 0", and Q@524
eoancestry coefficient was caleulated with available data
on American and Asian populations (Reynolds et al.,
1983) using the Genetic Data Analysis (GDA) program
version 1.1 (Lewis and Zaykin, 2001). This genetic dis-
tance was preferred because genetic drift is assumed to
be the main factor acting in genetic differentiation
among closely related populations or for short-term evo-
lution (Reynolds et al.,, 1983; Weir 1996). We computed
an unrooted tree from the coancestry coefficient using
Neighbour-Joining (NeJ) methodology (Saitou and Nei,
1987). In this case, NJ tree was preferred because it
allowed us to include additional populations without
overlap regarding the population’s names. To investigate
whether Isolation-by-distance (IBD) ecould explain
genetic differentiation among Native American groups,
the correlation between genetic and geographic distances
among these populations were checked. Assuming there
was a single source for Native American populations, the
serial funding model predicts a linear decline of genetic
diversity from the source location (Ramachandran et al.,
2005; Wang et al, 2007). Thus, we evaluated whether
heterozygosity diminishes when distance with respect to
geographic origin of Native American ancestors (presum-
ably Beringia) is increased. The statistical significance of
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TABLE 1. Nucleotide sequence variation in exons 6 and 7 of O haplotypes observed in Native American populations
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Fig. 2. Network joining tree of the seven O haplotypes
observed in Native American populations from Mesoamerica
and South America. The size of the circles is related to the fre-
quency of the haplotype in the studied populations.

these correlations was evaluated by the Mantel test. Dis-
tances in kilometers between populations were computed
employing geographic coordinates with the Great Circle
Caleulator program (http://www.gh3pi.org.uk/great.html).
Finally, the Tajima D test was performed, and significant
P values were estimated for Native American popula-
tions with available sequence data for exons 6 and 7.

RESULTS

Direct sequences from exon 6 and exon 7 amplicons of
the ABO gene from 37 Nahua, 50 Mazahua, 50 Mayan,
and 43 Mexican-Mestizo individuals were obtained. All
subjects included in the present study were blood group
O and homozygous for the G261 deletion, which is char-
acteristic of the O (001) and 0 (002) alleles. Sequence
variation of haplotypes found in Native American popu-
lations is shown in Table 1. A total of four different hap-
lotypes were found in Mesoamerican populations (Hp 1-
4). Each haplotype was attributed to a particular O
allele (such as 01, Olv, and others) using the relevant
positions in exon 6 and exon 7 as defined by Roubinet
et al. (2004). Mutational events connecting these haplo-
types and their frequencies, represented by circle size,
are presented in a network-joining tree (see Fiﬁ. 2). The
three haplotypes, ie, 0 O and O3 (011),
aceounted for the majority of the sequences. One rare
haplotype was found as well (005). In agreement with
previous reports, the G542A mutation was exclusively
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associated with the O' allele in these four Mexican
populations.

Table 2 depicts haplotype frequencies, haplotype
diversity, and nucleotide diversity for Mesoamerican
populations, together with previously studied Cayapa
and Aymara populations from South America. The most
frequent haplotype found in these populations was the
O haplotype, except in the Cayapas from Ecuador,
where haplotype O' was predominant (51.4%). All
Native American populations studied had the QG524
haplotype, while the frequency of the Q™©5424) haplg-
type was higher in Mesoamerican than in South Ameri-
can populations, yet another four haplotypes were
detected at low frequencies. The Q05 haplotype was
observed in Nahua, Maya, and Cayapa populations; the
0" haplotype was only present in Cayapas, while 032
and 033 haplotypes were detected in Aymara population
from Bolivia (Table 2).

Haplotype diversity (H) was higher in the four Mesoa-
merican populations (H > 0.60) than in the two South
American populations (H < 0.60). Conversely, nucleotide
diversity within population (r;) was higher in Cayapas,
followed by Mestizos and Mazahuas; with the lowest
values observed in Nahuas and Mayas (Table 2). For nu-
cleotide diversity between populations (r;), higher values
were obtained between Cayapa and Maya (m; = 0.197)
and between Cayapa and Nahua populations (my; =
0.184), while lowest values were both between Mazahua
and Mestizo as well as between Nahua and Maya popu-
lations (my = 0). Nucleotide diversity values between
Cayapa and all other populations were significant (Table
3). Among Native Mesoamerican populations, Maya was
different from Mazahua and Mestizo populations (P <
0.05), while Nahua was only different from Mestizo pop-
ulations (P < 0.05). This differentiation pattern was rep-
resented in a MDS plot (Fig. 3A). Interestingly, the Bo-
livian Aymara was close to Mesoamerican populations,
whereas Cayapa was the most differentiated population.
The aforementioned exceptional characteristics of the
Cayapas regarding the remaining Native American pop-
ulations could involve different processes as follows: (a)
founder effects and/or genetic drift as deseribed in Amer-
indian groups (Wang et al, 2007) (b) European admix-
ture, and (¢) population sampling bias (e.g., undetected
inbreeding). Although we were unable to discard any of
these explanations, they did present the highest nucleo-
tide diversity (n;), a number of different haplotypes, and
genetic differentiation (m; and P values) with respect to
Native American populations (Tables 2 and 3) (Fig. 3A
and 3B), favoring the European admixture proposal.

Analysis of molecular variance (AMOVA) revealed the
variability supplied by the O haplotypes among subjects
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TABLE 2. Sequence diversity parameters in Native American O alleles
Haplotype Nahua Mazahua Maya Mexican Mestizo Cayapa Aymara Bol
Olv 0.554 0.400 0.520 0.477 0.4140 0.595
01vi42 0.243 0.280 0.280 0.163 0.0429 0.119
01 0.203 0.320 0.180 0.360 0.5140 0.27
00& ] 1] 0.020 0 0.0143 0
OvT 0 1] 1} 0 0.0143 1]
032 0 0 0 0 ] 0.008
033 0 0 0 0 0 0.008
N 74 100 100 86 70 126
Nh 3 3 4 3 b 5
H 0.6009 0.6659 06246 0.6235 0.5698 0.563
X (3107 2435 3.154 2419 3.158 3.16 2.718
Hp, Haplotype; N, number of chromosomes; Nh, number of haplotypes; H, haplotypic diversity.
TABLE 8. Pairwise nucleotide diversity (my (below diagonal) and their P values (above diagonall among
Native American populations
Nahua Mazahua Maya Mestizo Cayapa Aymara Hol
Nahua 0.135 0.973 0.018 0.000 0.207
Mazahua 0.020 0,045 0.405 0.000 0.126
Maya ~0.011 0.023 0.018 0.000 0.126
Mestizo 0.044 ~0.002 0.051 0.027 0.108
Cayapa 0.184 0.079 0.197 0,040 0.000
Aymara B 0.007 0.007 0.015 0.008 0.109
Parameters according to the Kimura model.
A siress = 0.00323
hua
0.504 L
0.25- M
Mss. Mﬂ.}'ﬂ
MNahua
0.00 = v
Cayapa
o 0254
§
5 -0.501
E
o
0754 Ayr;!araBﬂl
-3 2 R ‘i 2 Kayapo * Yanomama
Dimension 1

Fig. 3. A: Multidimensional scaling plot based on pairwise nucleotide diversity (n;) among Native American populations; B:
Neighbor-joining tree between 13 American and three Asian populations based on the three predominant O haplotypes in Native

Americans.

in Mesoamerica populations (Frp = 12.1%; P = 0.033};
the majority of this variability represents differentiation
among individuals within populations (Fpp = 104%; P =
0.059). When the two South American populations were
included as a second group in the AMOVA test, the ma-
jority of the genetic variation was within populations
(Frp = 13.2%; P = 0.01), with low and non-significant
differentiation resulting among these regions (Fop =
0.4%; P = 0.264). Although most of this variability repre-
sents differences among individuals within populations
(Fig = 8.7%; P = 0.062), Mesoamerican and South Amer-

ican groups displayed significant differentiation within
populations (Fgo = 0.046; P = 0.001).

Table 4 shows gene diversity (Hg), and fixation index
(F1g) of O alleles for Mesoamerican populations, together
with South American populations with available geno-
types previously obtained by RFLP-PCR. As displayed by
haplotype diversity (H), genetic diversily (Hg) was
higher in Mesgamerican than in South American popula-
tions. Mazahuas and Mestizos exhibited the highest val-
ues in genetic diversity (Hg = 0. 62), whereas the Huil-
liches presented the lowest values (Hg = 0. 46). Some
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TABLE 4 Genetic diversity (Hy), fixation index (Frs) and
P values based on O allele frequencies of nine
Native American populations

Population n H: Fis P value
Nahua a7 0.586 0.180 0,04
Mazahua 50 0621 -0.117 012
Maya 50 0.601 -0.047 0.30
Mestizo 43 0618 0.202 0.02
Amazonian 48 0.543 ~0.144 0.18
Aymara c 84 0.585 ~-0.119 0.05
Huilliche 75 0462 0.084 0.38
Cayapa 35 0.537 0.082 0.38
Aymara Bol 63 0.544 ~0.051 0.64
n, number of individuals,

populations showed an excess of homozygotes (positive
Fg values), while others exhibited a deficit in homozy-
gotes (negative Fyg values). However, all groups with
homozygote deficit were within Hardy-Weinberg equilib-
rium (P > 0.05), whereas Nahuas and Mexican Mestizo
groups demonstrated a significant excess of homozygotes
(P < 0.05).

For comparative purposes, the distribution of the three
predominant O alleles/hapl observed in Native
Americans (0!, O, and O™524) j5 praphically pre-
sented in a total of 13 American and three Asian popula-
tions (see Fig. 4). It was particularly noteworthy that
haplotype O'¢5424 was exclusively observed in Ameri-
can but not in Asian populations, ranging from 0.042-
0.56 in the Cayapa and Yanomama tribes, respectively.
Among American populations, the highest frequency of
haplotype O' was observed in Cayapas (0.53), followed
by Chilean Mestizos from Santiago (0.40) and Mexican
Mestizos (0.36). Conversely, the lowest frequency of 0!
was observed in the Arara (0.03), followed by the Yano-
mama (0.09). Finally, the highest frequency of haplotype
0 was observed in the Huilliches from Chile (0.7) as
well as in the Araras from Brazl (0.87) (see Fig. 4).

Population data from Figure 4 were used to construct
a NJ dendogram based on coancestry coefficient distan-
ces (Fig. 3B). The NJ tree displayed a broad landscape of
genetic relationships among 16 populations based exelu-
sively on three O alleles/haplotypes (0!, 0, and
(0 L '). Thus, care must be taken in terms of making
extensive inferences about the origin and evolution
regarding such populations. Finally, correlation between
genetic and geographic distance was not significant
among Native American populations. Although the Man-
tel test was repeated eliminating the Cayapa group, con-
sidering this was the most differentiated-and probably
admixed- group, no significant correlation was estab-
lished between genetic and geographical distances (P >
0.05). The correlation test was repeated only with South
American populations (without Cayapas), rendering a
slight correlation (#* = 0.2857; P = 0.047), which does
not support the IBD model. Similarly, linear decline of
genetic diversity of O haplotypes with geographic dis-
tance from the source location (Beringia) was not signifi-
cant (p >0.05). Finally, Tajima D for testing possible
selection scenarios concerning O haplotypes in six Native
American populations rendered positive, but non-signifi-
cant, values (data not shown).

DISCUSSION

The first recognized human polymorphisms were
described among the ABO blood groups (Landsteiner,

American Jowrnal of Physical Anthropology

1.00

0.80 020
o8 g ¥
0.70
0.60
0.50
040
0.30
0.20
0.10

GG

Fig. 4. Allele distribution in 13 American and three Asian
populntions of the three predominant O hnplotﬂu found in
Native American populations (O*, O, and O ),

* |

| 0@

1801). Although this still constitutes the most important
blood system in transfusion and transplantation prac-
tices, ABO blood groups were first used for anthropologi-
cal purposes and showed wide variations among individ-
uals of different ethnic origins (Hirszfeld and Hirszfeld,
1919). Since the elucidation of the molecular basis of
ABO genotypes, genetic polymorphisms of this locus
have been extensively researched at the nucleotide level,
demonstrating the existence of several O alleles among
different populations of the world (Chester and Olsson,
2001; Yip, 2002).

To our knowledge, the present work provides the first

report of O allele molecular polymorphisms among
Native Americans from Mesoamerica (Mexico). Analysis
of sequences from exons 6 and 7 from O alleles showed
that all the studied populations present the O' (001)
and the 0" (002) haplotypes. In agreement with previ-
ous reports on Native Americans from South America,
the frequencies of the haplotype O' obtained in this
study are higher than those of haplotype O (except for
those of the Cayapa group, see Fig. 4) in contrast to
those of worldwide populations (Olsson et al.,, 1998;
Chester and Olsson, 2001; Roubinet et al., 2001; Barjas-
Castro et al., 2003; Roubinet et al., 2004; Llop et al.,
2006).
The O E™2A haplotype was found in both Mesoamer-
ican and South American populations (see Fig. 4). The
constant presence of G542A mutation in all Native
American populations supports the employment of
GH42A as the Anecestry informative marker (AIM)
related with the Native American component. However,
its presence requires testing in at least European and
African populations to confirm and/or determine its
value as the AIM for studying admixed populations.

We must consider that ocassionally, the ('V(G%2AI 51
lele has been reported in certain European and Middle
Eastern persons (Olsson et al., 1998; Yip, 2000; Yip et
al., 2006). Two main possibilities explain this observa-
tion: Gene flow, and recurrent mutation. Regarding the
first possibility, there are several examples of Native
American genetic flow into Europe, most probably medi-
ated through individuals of admixed ancestry (e.g., His-
panic or Latin American populations), The best evidence
probably stems from deeper inspection of published
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miDNA sequences. In fact, Native American lineages
A2 (1, and D1 can be easily recognized in several popu-
lations across the continent, as attested by the different
reports from Europe (Pinto et al, 1996; Rando et al,
1999; Crespillo et al.,, 2000; Helgason et al., 2000;
Pfeiffer et al., 2001; Behar et al., 2004; Picornell et al.,
2005). Examples of Native American mtDNA introgres-
sion are also available for a few African populations
(Salas et al., 2002; Jackson et al., 2005). Although we
have no specific examples of gene flow of Native Ameri-
can alleles via Latin Americans in Middle Eastern popu-
lations, it is important to note the absence or low fre-
quency of the G542A in the Middle East (e.g., Kuwait
<1%) and no reports of this mutation in a variety of
Asian populations (Kang et al., 1997; Ogasawara et al.,
1996; Yip, 2000; Roubinet et al., 2004; Yip et al., 2008;
Yang et al, 2007). Taken together, the probability that
recurrent mutations could explain the irregular and
occasional presence of G5424 in Europe and the Middle
East appears negligible, whereas it is more plausible
that GB42A has been dispersed throughout the world via
Latin American gene flow.

Regarding the origin of 09524 this haplotype dis-
played a elose relationship (one-step mutation) with 0
(see Fig. 2), the most frequent haplotype in the majority
of Native Americans. This fact supports that the G542A
mutation originated in the O haplotype, which occurs
very frequently in Asian populations (Ogasawara et al.,
1996; Kang et al., 1997; Yip, 2000; Roubinet et al., 2004;
Yip et al, 2006; Yang et al, 2007). Recent evidence, pri-
marily from mtDNA concerning the peopling of the
Americas (Tamm et al., 2007; Fagundes et al, 2008;
Mulligan et al., 2008) allows us to infer that such muta-
tion could have occurred during one of the following
moments: (i) in Asian ancestors of Native Americans
prior to reaching Beringia; (ii) during the time when
Native American ancestors paused in Beringia, or (iii)
during the population expansion to the Americas toward
the end of the last glacial maximum (LGM), (18,000-
15,000 Years before the present fyb{a]. As mentioned pre-
viously, to our knowledge, the 0524 haplotype has
been persistently and (almost) exclusively found in
Native American, and not Asian, populations (see Fig.
4), such a finding does not support that the G5H42A
mutation arose in Asian ancestors before arriving to
Beringia. On the other hand, if this mutation arose dur-
ing the population expansion, it would be difficult to
explain the wide distribution of the O©524) haplotype
throughout the entirety of Native American populations
studied to date. As a result, it appears more plausible
that the G542A mutation took place in Beringia, accord-
ing to the Beringian incubation model (BIM), which sug-
gests that Asian migrants were isolated for an extended
period of time prior to entering the Americas giving rise
to founder lineages differentiated from Asian subclades
in Native American ancestors (Tamm et al., 2007). The
exclusive presence of the 0524 haplotype in Berin-
gia and its absence in Asian populations (e.g., Central
Asia) would be a substantial contribution to the BIM
from the O blood group perspective.

The geographic distribution of the ABO blood groups
is rather complex in the Americas. In North America,
Eskimo populations have A, B, and O blood groups,
whereas Na-Dene and other populations have A and O
blood groups, and all other Native American populations
from North, Central, and South America belong nearly
exclusively to group O (Cavalli-Sforza et al., 1994). How

can such different geographical distributions of ABO al-
leles be explained? Regarding this matter, two useful
working hypotheses concerning the peopling of the
Americas were observed: (i) the classie three-wave model
proposed by Greenberg et al., (1986), and (ii) the recent
three-stage model that accentuates a single origin
(Fagundes et al., 2008a; Mulligan et al., 2008; Perego et
al., 2009). However, there is general agreement that
Eskimo-Aleuts and Na-Dene Indians represent the last
significant population expansion in the New World
(Shurr and Sherry, 2004; Tamm et al, 2007; Gonzdlez-
José et al., 2008; Volodko et al., 2008). Thus, the emer-
gence of circumartic groups will not be addressed here.

Phylogeographic distribution of autosomic private
allele D951120 and of Y-chromosomal and mitochondrial
variants ubiquitous to the Americas suggests that all
contemporary Native Americans are descended from a
common founding population (Zegura et al., 2004;
Schroeder et al., 2007; Tamm et al, 2007; Wang et al,,
2007; Gonzdlez-José et al., 2008; Kitchen et al., 2008;
Dillehay 2009). Similarly, distribution of O alleles among
all Native American and Mestizo populations (see Fig. 4)
suggests that O, OVOH2A) ahd O! alleles are part of
the original ABO genetic pool present among the first
Native Americans. This consistent presence of all three
O haplotypes in Native American groups from both Mes-
oamerican and South American regions is in agreement
with the single founding population hypothesis. On the
contrary, absence of predominant lineages shared among
Native populations from Mesoamerica and South Amer-
ica, which was not observed, would support multiple
migration models. In addition, although wide distribu-
tion of the same three O haplotypes throughout America
does not allow us to discard specific hypotheses concern-
ing the peopling of the Americas, it is in agreement with
the strong population expansion toward the end of the
Last glacial maximum (LGM), indicating a rapid settle-
ment of the New World, presumably along the Pacific
coastal route (Fagundes et al., 2008; Kitchen et al., 2008;
Mulligan et al., 2008). As described, our results partially
support recent proposals concerning the peopling of the
New World; however, O haplotypes must be obtained
from Asian and American Native populations (especially
Siberia and North America, respectively) to confirm
these hypotheses from the O group seenario.

Native Americans from Central and South America
{and some from North America) are unigue in having
nearly lost the A and B alleles completely. Three hypoth-
eses have been proposed to explain the high frequency of
blood type O. First, a founder effect occurred during the
initial peopling of the Americas; second, natural selec-
tion of the O blood group associated with some selective
advantage not yet identified, and third, genetic drifi
related with European contact-associated population
decline. In a recent study, the ABO frequencies obhserved
between precontact and extant Native Americans from
the same region were not significantly different, suggest-
ing that events following European contact did not alter
the ABO diversity pattern (Halverson and Bolnick,
2008). However, this statement should be confirmed in
different regions of the continent to discard alternative
hypothesis. Regarding natural selection, the fact that
haplotypes 0! and O both constitute null alleles and,
in principle have identical selective values, supports the
notion that chance (e.g., founder effect and random
genetic drift) could be responsible for both the predomi-
nance of O haplotypes and the O group fixation. In
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agreement with this inference, nonsignificant Tajima D
values were obtained in all the populations studied
herein. Even if genetic drift was responsible for (near)
fixation of the O group in American populations, it is dif-
ficult to definitively exclude the effect of natural selee-
tion with the data available from this study.

Genetic structure analysis (AMOWVA) for Native Ameri-
can populations displayed non-significant differences
between Mesoamerica and South America. However, dif-
ferentiation among populations into groups was
observed. This result could involve differential patterns
of genetic drift and gene flow prior to European contact,
as previously inferred with mtDNA, Y-chromosome, and
autosomal Short tandem repeats (STR) analysis, both in
South America (Rodriguez-Delfin et al., 2001; Tarazona-
Santos et al, 2001) and in Mesoamerica (Wang et al.,
2007; Rangel-Villalobos et al., 2008). However, admixture
bias by post-European contact not should be disregarded,
because the former has been detected and/or inferred in
Cayapas (this study) and in Mesoamerican populations
{Lisker et al., 1996; Bonilla et al., 2005).

For Mesoamerican and South American populations,
consistent correlation was not found between (i) genetic
distances and geographic distances and (ii) linear decline
of genetic diversity with geographic distance from the
presumably Native American source in Beringia. This
relates to distribution of the private Native American
allele at loeus D951120, which deviates from the ge-
nome-wide pattern and does not show a north-to-south
frequency gradient (Wang et al, 2007). Such distribu-
tions are most easily explained by the spatial diffusion of
initially rare variants during the peopling of the Ameri-
cas, rather than by natural selection throughout the con-
tinent. Lack of support for the IBD model has been
obtained in Mespamerican populations with Y-linked
markers, suggesting a complex scenario influenced by
elevated gene flow between Native American populations
in certain regions and in particular demographic histor-
ies (Rangel-Villalobos et al., 2008), as has also been
described for South American populations (Rodriguez-
Delfin et al., 2001; Tarazona-Santos et al, 2001; Wang
et al., 2007).

CONCLUSIONS

Frequency distribution of the same haplotypes, ie.,
0, 0" and 0™ "% hoth in Mesoamerican and South
American populations suggest that (1) these constitute
the main genetic pool of the first Native American popu-
lations, and (2) they derive from the same ancestral
source, partially supporting the single founding popula-
tion. The consistent and restricted presence of the
G542A mutation in Native Americans allows it to be
used as an Ancestry informative marker (AIM). Present
knowledge of the peopling of the Americas may suggest
that G542A could have emerged in Beringia during the
differentiation of Asian lineages that gave rise to the
founding population of the Americas. Further studies of
ABO sequence variation, including North American and
North Asian populations (e.g., Siberia), are needed to
eonfirm such observation.
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