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Resumen: Usando seis microsatélites tetranuclectidicos (DYS19, DYS389 a y

b, DYS390, DYS391, DYS393) y el locus bialelélico YAP, todos especificos del
cromosoma Y, se analizaron 34 varones fenotipicamente negros. Se identificaron
27 haplotipos, de los cuales los mas frecuentes fueron el Y8 (20.6%) y el Y9
(5.9%). En general, los microsatélites presentaron de cuatro a seis alelos y
frecuencias méaximas superiores al 50%. E| DYS393 presentd una reducida
diversidad nucleotidica, estando el alelo de 13 repeticiones en un 70.6% de los
individuos. E| YAP di6 los dos alelos el YAP+ (79.4%) y el YAP- (20.6%), por ser
un grupo negroide de reconocida ancestria africana era de esperar encontrar el
YAP+ en mayor proporcién. Al comparar los alelos mas frecuentes con otras
poblaciones (amerindias y africanas), se nota similaridad en las frecuencias del
alelo de 11 repeticiones con los africanos para el DYS38%a, mientras el mas
frecuente en amerindios para este mismo marcador es el de 10 repeticiones. Se
encontrd una alta diversidad haplotipica total (96.1%). El AMOVA comparando
estos negroides con grupos del noroeste de Africa, muestra una varianza del
100% dentro de las poblaciones. Sin embargo, el DYS391 y el DYS393
presentaron diferencias significativas en sus valores de Rst (p<0.001analisis de
permutacion), lo que se podria explicar por ser grupos negroides de distintas
regiones gue portan diferentes distribuciones haplotipicas. El anélisis de
componentes pri ncipiales indica que los marcadores que mas influyen en la
diferenciacion interpoblacional de los haplotipos son el DYS389 3 y b, el YAP y el
DY$S393 que dan una varianza explicada de 30.3%, 23.8% 14.4% y 14.1%

respectivamente.



Variacion del cromosoma Y en la
poblacion afrocostarricense de Limon,
Costa Rica.

INTRODUCCION
Historia

Con la llegada de Cristobal Colén a las costas de Costa Rica en 1502
empieza una nueva y compleja historia genetica para el pais, ya que éntes de eso
los unicos habitantes eran los amerindios, quienes estarian mezclados solamente
entre sus tribus. Pero con la llegada de Colén y los posteriores conquistadores
espanoles que vinieron a sus costas. acompafnados de sus sirvientes negros, fue
cambiando la estructura genética de los habitantes, al irse mezclando entre elios
producto del sometimiento y establecimiento de las primeras poblaciones
(Meléndez y Duncan 1972),

La constitucion genética de la poblacién de Costa Rica, y en general, de
toda Centroamérica, refleja los rasgos genéticos heredados de sus antepasados
indigenas y de los inmigrantes africanos, asiaticos y europeos que aqul se
establecieron. Por tanto, la investigacion en grupos étnicos especificos es de gran
interés genético y antrupciﬁgiﬁo ya que provee informacion sobre la composicion
genica de los individuos, la composicién étnica del pais y la influencia migratoria

gue ha sufrido.




El negro en Costa Rica

Es bien sabido que poblaciones de raza negra y caucasica emigraron a

Centroamérica de distintas partes de Africa, las Antillas y Europa y que la
contribucién de los amerindios autéctonos a las presentes poblaciones varia
mucho de un pais a otro debido a los diferentes grados de mezcla racial (Morera-
Brenes 1995). Asi hay registros que indican que, para el siglo XVIl habia algo mas
de 15 000 personas en “la provincia” de Costa Rica entre ellas 330 espafiocles y
unos 300 negros, mulatos y mestizos (Rodriguez 1980). En los siglos siguientes
fue aumentando la migracién de raza neara destinada a trabajarlen la agricultura
y proveniente en su mayor parte del Africa Ecuatorial en cuyas costas existian los

mercados de esclavos (Meléndez 1981).

En los inicios de Puerto Limén, localizado en la costa Atlantica
costarricense, cerca de 1872 se estima que el grupo de negros era de mil
trabajadores. Para 1902 hay una nueva oleada migratoria de individuos negros,
pero esta vez desde Jamaica motivada por la construccién del ferrocarril y el
desarrollo de |a actividad bananera en la zona Atlantica del pais. Para el censo de
1927 hay un total de 19 136 negros jamaiquinos en Costa Rica, de los cuales un
94.1% residian en Limén, representando un 4.1% del total de la pablacion. En
1949 el Gobierno de la Replblica de Costa Rica integré a todos los antillanos de
color radicados en el pais, a la ciudadania costarricense, intensificandose asi el

entrecruzamiento entre las razas. (Meléndez y Duncan 1972).
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Asi, enestudios de hemoglobinas anormales se ha detectado una alta
prevalencia de hemoglobina S (HbS) en la region Atlantica (8.2 %), como también
en Guanacaste (7.5%). Varios estudios han mostrado gue la presencia en alta
frecuencia de esta variante de hemoglobina en poblaciones humanas es propia de
zonas endeémicas a la malaria sobre todo en el Africa (Madrigal 1989). Sin
embargo, en Costa Rica, se ha apreciado una significativa diferencia en las
frecuencias de hemoglobina C (HbC) entre individuos de raza negra de Limon
(2.4%) y la poblacion de Guanacaste (0.2%) (Saénz, Chaves y Quintana 19886).

La diferencia en HbC y similaridad en HbS, entre los individuos de raza
negra de Limon y Guanacaste, se puede deber a que son descendientes de
negros de areas de Africa diferentes. Asi entonces, los negros que se
establecieron en Guanacaste, en donde |la prevalencia de HbC no es alta,
debieron de provenir de zonas africanas donde también es baja la frecuencia de
HbC. A diferencia de la inmigracion jamaicana que llegd anos después contratada
para la construccion del ferrocarril y se establecié en Limon, los cuales debian ser
descendientes de negros del Africa Occidental en donde hay una alta frecuencia
de HbC (Saeénz, Chaves & Quintana 1986).

A la vez, Morera-Brenes (1995) al estimar la mezcla racial de Ia poblacion
costarricense, usando 15 loci de 10 sistemas sanguineos y cuatro de proteinas
del suero, llega a determinar que las proporciones de genes de origen caucasico,
amerindio y africano son respectivamente, 61.04%, 29.91% y 9.05% en la

poblacion en general. Sin embargo, el andlisis por regiones muestra que la zona
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Atlantica y Guanacaste presentan un incremento en los genes de ancestria

africana, 13.54% y 13.78%, respectivamente.

Por lo tanto, el estudic de grupos étnicos especificos usando diferentes
indicadores genéticos, es de gran importancia para la antropologia genética, para
la genética de poblaciones y para la genética forense, ya que se obtiene un
Cuadro mas completo del flujo génico de las poblaciones ancestrasles a las

poblaciones actuales.

Cromosoma Y

El cromosoma Y, uno de los mas pequefios del genoma humano, es una
molecula de ADN lineal, de aproximadamente 80 Mb. Cftui['}gicamente.-
comprende una region de heterocromatina en la parte distal del brazo largo, gue
es de longitud variable entre individuos, y una parte constante de eucromatina de

unos 30 Mb, que comprende las regiones de mayor interes genetico (Figura 1).

El cromosoma Y tiene caracteristicas singulares, que lo hacen idéneo para
los estudios de genética de poblaciones: es haploide, es heredado en la via
masculina unicamente, por lo que esta sujeto a mutaciones macho-especificas y
no se recombina, aunque la region pseudoautosémica es homologa (Par1 y Par2)
y puede recombinar con el cromosoma X (Scozzari ef al. 1997). Ademas, el
cromosoma Y en su mayor parte, hasta un 60%, consiste de repeticiones en

tandem. Estas propiedades permiten, en principio, reconstruir la historia de linajes
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patemales al comparar los polimorfismos del cromosoma Y de humanos
modernos, construyendo Aarboles filogenéticos y trazando asi la historia

poblacional {Jcbring et al. 1997).

La porcién no recombinante del cromosoma Y (NRY) puede estar afectada
por un numero de procesos evolutivos que son poco comunes en regiones
genomicas que estan bajo recombinacion, por lo que se pueden fijar mutaciones
neutras ligadas a variantes seleccionadas.

Dos procesos son los que mas afectan la NRY, el arrastre genético que se
refiere a la fijacion de una mutacion ventajuéa y la fijacion asociada a mutaciones
neutras, este efecto depende del coeficiente de seleccién, de la tasa de evolucién
adaptativa y de latasa de recombinacion (Wiehe & Stephan 1993). El otro
es la seleccion negativa, que es la eliminacion selectiva de  mutaciones
deletéreas, este efecto depende de la tasa de mutaciones deleléreas para una
region dada, del coeficiente de seleccion y la frecuencia de recombinacion.
Ambos procesos pueden contribuir a reducir los niveles de polimorfismo
nucleotidico en regiones del genoma con poca recombinacidn (Stephan ef al.
1998) .

Ademas, la reducida variabilidad en la NRY se puede deber a los relativos
pocos genes funcionales y por lo tanto a la baja probabilidad de seleccion en esta
ragié.n. Se han caracterizado 20 genes funcionales en los 60Mb de ADN que
conforma la NRY humana (Lahn & Page 1997). Ademas, el tamafio efectivo de la

poblacion para la NRY es un cuarto del tamario efectivo de |a poblacion para los
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autosomas, con lo cual la eficacia selectiva es mas débil al ser Ia poblacion
pequena (Nachman 1998). Y llegan a ser mas pronunciados los efectos aleatarios

de la deriva genética.

Par1 S

(Yo

=

>— Eucromatina (30 Mb)

Regién no
racombinante
fNRYY | —
Yq

AL L]

> Heterocromatina

Y

Par? — . el

Figura 1. Representacion esquemética del cromosoma Y. indicando
localizacién de los loci analizados (Carvalho-Silva et al. 1999).

ADN mt ycromosomayY

Mientras el cromosoma X y los cromosomas somaticos tienen multiples
ancestros, todos los cromosomas Y modernos tienen un sélo ancestro paterno,
igualmente todos los genomas mitocondriales actuales tienen un sélo ancestro

materno, por lo que se puede decir que, como contraparte del cromosoma Y se
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encuentra el ADN mitocondrial (ADNmt) el cual es una molécula circular, se
conoce su secuencia completa, tiene una alta densidad de genes con poco ADN
no codificante, es heredado por la linea materna, es haploide, tiene abundantes
polimorfismos ya que presenta una tasa mutacional diez veces mayor que el ADN
nuclear, no presenta recombinacién por lo que permanece iﬁalterarda de
generacion en generacion (Giles ef al. 1980) y ha sido mucho mas estudiado que
€l cromosoma Y. Sin embargo, este Ultimo posee varias ventajas sobre el
ADNmt, al ser mas grande, cerca de 4000 veces el tamafio del ADNmt (6x10°
pares de bases (pb) contra 1.65x10* pb), puede portar una mayor variedad de
polimorfismos tales como: inserciones, deleciones, duplicaciones e
inversiones, y polimorfismos asociados a las repeticiones en tandem en las

secuencias sateliticas (macro y micro).

Por estas caracteristicas singulares es que el cromosoma Y es importante
para el estudio de genética de poblaciones, principalmente por gue es transmitido
de padres a hijos sin cambios, excepto por la acumulacion gradual de mutaciones
( tasa de mutacién 5x107 ), lo que permite la reconstruccion de linajes paternales,
por comparacion de polimorfismos, ya que posee secuencias repetidas en
tandem, familias de repeticiones dispersas y secuencias (inicas, lo que permite la

elaboracion de arboles filogenéticos (Scozzari et al. 1997, Bianchi ef al. 1998).

La posibilidad de wusar el cromosomaY para proveer fechas

relevantes a la historia humana ha sido usada, primero, porque la diversidad de



secuencias del cromosoma Y humane han sido comparadas con la
divergencia de secuencias entre humanos y chimpancés y se ha estimado un
tiempo de coalescencia para todos los cmmmmés Y humanos de 188 000 afios,
con un 95% de confianza en un intervalo de 51 000 a 411 000 ancs (Hammer

1995),

Entonces, al construir arboles flogenéticos que muestran Ias relaciones
entre los haplotipos del cromesoma Y  en diferentes pablaciones, permite
conocer mejor la historia genética de esos grupos humanos. Asj , Jobling, Pandya
& Tyler-Smith (1997), demuestran la utiidad de los arboles filogenéticos al
comparar la distribucion de diferentes haplogrupos del cromosoma Y en
diferentes grupos poblacionales, en donde se ve el marcade grado de
especificidad poblacional. Por ejemplo, ellos asignan el haplogrupo 8 a Africa
Sub-Sahariana, el haplogrupo 5 a japoneses y el haplogrupo 18 a amerindios de
Sur América. Por lo tanto, al analizar poblaciones particulares, se puede encontrar
que la mayoria de sus miembros pertenecen a un haplogrupo especifico del
cromosoma Y con lo que se podria establecer la existencia de sub-estructuracion

poblacional.

Mientras la alta tasa de sustitucion de bases del ADNmt crea problemas,
como por ejemplo, no es posible el determinar estados ancestrales entre especies
0 la tasa mutacional es tan alta que algunas sustituciones pueden reverir o

recurnr dentro de linajes humanos: en el cromosoma Y tales sustituciones son
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raras por lo que pueden ser consideradas como eventos Unicos, y por tanto, los
estados ancestrales pueden ser determinados (Jobling & Tyler-Smith 1995). Asi
entonces, la historia de los cromosomas Y humanos puede ser diferente de la de
los ADNmt, por lo que podria reflejar aspectos de la historia poblacional, como
practicas culturales, que gni:smaba'n la estructura de cruces y las diferencias de
comportamiento de machos y hembras en migraciones, guerras y colonizaciones.
Pero, al complementar con los datos obtenidos de ADNmt y de autosomas se
puede aumentar la informacién en los estudios poblacionales, estudios de
biologia molecular, genética de poblaciones, estudios evolutives y analisis
forenses y de paternidad (Jobling & Tyler-Smith 1995; Santos & Tyre;'—Smith 1996;

Deka ef al. 1996 Jobling, Pandya & Tyler-Smith 1997).

Microsatélites Y-especificos

Los genes autosomicos de un ancestro dado son transmitidos a la
descendencia en una proporcién que disminuye a la mitad por cada generacion
de acuerdo a la expresion 0.5" , donde n es el numero de generaciones: mientras
el ADNmt y el cromosoma Y heredan sus genes a la descendencia de acuerdo a
la expresion 1" | debido a que son sistemas haploides. Y por las caracteristicas
singulares de cada uno de esos ADNs es que se usan para trazar y comparar

linajes patermos y maternos en poblaciones humanas.
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Entonces, los microsatélites de estos sistemas pueden ser usados para
comparar poblaciones. Pablaciones con diferentes distribuciones de microsatélites
son distintas. Sin embargo, poblaciones con distribuciones de microsatélites
'similares no necesariamente son similares. En lo que respecta al cromosoma Y,
esto es asi porque la evolucion convergente puede llevar a diferentes
cromosomas Y portando la misma distribucién de alelos microsatélites (Hammer
1893). Por lo tanto, la naturaleza convergente de las mutaciones en microsatélites
puede oscurecer las verdaderas relaciones filogenéticas de los haplotipos. Por lo
que, dos haplotipos pueden ser iguales por estado vy no por descendencia, o
sea, dos idénticos haplotipos pueden no derivar de un haplotipo ancestral comun

y un haplotipo puede mutar a ofro por mdiltiples vias (Hammer 1995).

Hasta un 0% del cromosoma Y consiste de repeticiones largas en tandem,
loczlizadas en el extremo Yq, estas son secuencias de hasta 3.4 kilobases (kb) de
la subfamilia satelitica Hae lll llamada DYZ1 y de 2.47 kb de la subfamilia
satelitica Msp | llamada DYZ2, en donde se encuentran los microsatélites
DY5388, DYS390, DYS391 y el YAP. Otro grupo de secuencias cortas se hallan
en el extremo Yp, por ejemplo las DYZ4 y DYZ5, aqui se ubican los microsatélites
DYS393 y DYS19 (Figura 1). La mayoria de estos polimorfismos pueden ser
detectados por |la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Roewer et al. -

1992; Santos, Pena & Tyler-Smith 1995),



11

Por ser la duplicacién del ADN durante Ia gametogenesis masculina
excepcional, ha llevado a la prediccién de que la tasa mutacional del cromosoma
Y sea mas elevada que la del resto del genoma nuclear. Esto es asi, porgue la
produccion de esperma se realiza mas constantemente y conlleva mas divisiones
celulares que en las células somaticas, con lo que se aumenta el potencial
mutagenico durante la replicacion de su ADN.

Sin embargo, hay una reducida diversidad de los cromosomas Y. Hay
varias explicaciones para ello, la explicacion mas sencilla es la numérica: por
cada cromosoma Y en una pareja de individuos, hay cuatro de cada autosoma y 3
cromosomas X. Esto reduce el tamario de la poblacién cromosémica, lo cual se ve
reflejado en la reducida diversidad del cromosoma Y. Oira explicacion, la cual
tiene que ver con poblaciones humanas especificas, es la de los patrones de
cruces: si un pequefio nimero de machos son mas exitosos en reproducirse y
dejan mas descendencia, mientras otros |o hacen poco o nada, entonces el
tamano efectivo de la poblacién y la diversidad de los cromosomas Y se ve
reducida. Una explicacion alternativa involucra la falta de recombinacién del Y- si
una mutacion Y-especifica se selecciona por dar ventaja selectiva, los portadores
presentaran poca variacién en sus cromosomas y las variantes al no poder

recombinarse con otros cromosomas Y se iran perdiendo.

La mayoria de genetistas y muchos paleontdlogos apoyan la hipdtesis de
‘la salida de Africa” para el origen del Homo sapiens modemo, la cual se refiere a

un ancesiro comin de origen africanc y su posterior dispersién por fodo el
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mundo, con lo cual se predice que el ancestro paterno de todos los cromosomas
Y modernos vivio en Africa. Por lo tanto, el estudio de los microsatélites del
cromosoma Y puede llevar a la elaboracion de arboles filogenéticos que muastren
las relaciones modernas entre los cromosomas Y, y por tanto su origen. Asi, con
las medidas de las frecuencias de diferentes haplotipos de cromosomas se
pueden diferenciar poblaciones. Poblaciones cercanamente relacionadas tendran
frecuencias similares de haplotipos, mientras las mas distanciadas  se
espera muestren progresivamente mayores diferencias.

A la vez, las migraciones grandes pueden llevar al establecimiento de
nuevas poblaciones con un mismo tipo de cmmusﬁmas Y, mientras el movimiento
de pequefos grupos poblacionales que se mezclan con poblaciones existentes
llevaran a la mezcla de los cromosomas Y, este evento puede ser reconocible por
comparar las distribuciones de los haplogrupos de los cromosomas Y en
combinacion con el estudio de otros genes igual de informativos (ADNmt,

polimorfismos autosdmicos).

Asi entonces, con la informacion que proveen los polimorfismos del
cromosoma Y se pueden establecer lineas paternas y relaciones con un ancestro
comun, como también las frecuencias de los haplotipos en poblaciones
especificas pueden ser usados para determinar relaciones genéticas entre grupos

(Santos & Tyler-Smith 1996).
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De esta forma, es que varios investigadores han informado resultados
concluyentes. Por ejemplo, Bianchi ef al. ( 1998), reportan que el haplotipo
alfoide satelitico «h Il esta asociado con el alelo A del microsatelite DYS19 vy es
especifico para amerindios. Usando los datos obtenidos por Underhill ef al.
(1996) sobre cromosomas Y de grupos lingiisticos amerindios, ellos encontraron
asociacion del alelo DYS19A con Ia transicion C-T en la posicion 181 del I;::cus
DYS199. A su vez, Bianchi et al (1997) muestran que hay desequilibrio de
ligamiento de «h Il, DYS199T y DYS19A, definiendo asi con gran certeza la
especificidad del cromosoma Y amerindio.

Ruiz-Narviez (1998), estudiando Fa;s tribus chibchas de Costa Rica y
Panaméa encontré una alta diversidad haplotipica para los microsatélites del
cromosoma Y, lo cual no es diferente para otros grupos amerindios del continente,
por lo que se ha llegada a concluir que los amerindios de Norte y Suramérica
poseen el mismo haplotipo fundador del cromosoma Y (Pena et al. 1 995, Santos

et al. 1996a).

Asi entonces, el andlisis de la variacidn del cromosoma Y en asociacion
con otros estudios a nivel de ADNmt y autosémico, ayudara a conocer mejor la
composicion genética del pais, su composicién étnica ¥ la influencia migratoria

gue ha sufrido.

Por lo tanto, tomando el hecho de que, historicamente se reconoce a los

negros residentes en la zona Atlantica costarricense como de origen africano, con



variado grado de mezcla racial autoctona, es que se ha seleccionado un grupo de

negroides de Limén para realizar el siguiente estudio genético basado en los
polimorfismos del cromosoma Y. siendo este el primer estudio que se hace a este
nivel con esta etnia, con el fin de conocer mejor la contribucién que ha hecho este

grupo al acervo genético de la poblacion costarricense en general,
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Objetivo general:

Estudiar los polimorfismos del cromosoma Y en un grupo negroide de Limén,

Costa Rica.

Objetivos especificos:

Determinar los haplotipos de siete locus especificos del cromosoma Y en esta
poblacién.

Analizar la variacion intrapoblacional mediante el calculo de sus frecuencias y
la diferenciacion entre haplotipos.

Analizar la variacion interpoblacional mediante la comparacion de sus
frecuencias con otros grupes negroides reportados a nivel mundial.

Comparar estas frecuencias con aquellas de ofros grupos étnicos

costarricenses reportados.
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Materiales y métodos

1. Muestra poblacional

Limon, se encuentra en la costa Aflantica de Costa Rica su
poblacion es predominantemente negra. Para este estudio, se selecciond una
muestra de 34 varones fenotipicamente negros, con ambos apellidos en inglés Y
no refacionados entre si. Se les tomé 5 mi de sangre periférica con anticoagulante
EDTA-2Na (1-2 mg/dl). La muestra fue tomada de pacientes ambulatorios que
Iban a examenes de rutina al Laboratorio Clinico del Hospital Tony Facio de

Limén, Costa Rica. Entre el 22 y el 27 de Abril de 1999

2. Extraccion del ADN

A dicha muestra se le extrajo el ADN por el método de precipitacion con
cloruro de sedio (Miller af al. 1988) como sigue: se trasvasan los S ml de sangre a
un fubo cénico plastico de 50 mi y se le afiaden 10 ml de buffer de lisis pH 7.4
(NH4CI 155 mM, KHCO; 10 mM, Na;EDTA 0.1 mM) lavando y centrifugando la
sangre hasta obtener un botén de leucocitos, los cuales se resuspenden en 5 ml
de buffer SE pH 8.0 (NaCl 75 mM, Na;EDTA 25 mM), con 25 pl de pronasa E (10
mg/ml) y 250 pl de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 20%. Luego se incuba toda |3
noche a 37 °C. Después de |3 digestion se les agrega 1.4 ml de NaCl 6 M y se

centrifuga, se recoge el sobrenadante y sé le afade un doble volumen de etanol




absoluto frio lo que produce la precipitacion del ADN, este luego se recoge y

resuspende en 200 ul de buffer TE pH 8.0 (Tris-HCI 10 mM. EDTA 1 mM).

3. Marcadores genéticos

Como ya se menciond, la mayor parte del cromosoma Y consiste de
repeticiones en tandem. Hasta el 50% del cromosoma Y esta formado por
secuencias largas en tandem, localizadas en el extremo Yq, estas son secuencias
de hasta de 2,47 kb de la subfamilia satelitica Msp | llamada DYZ2, en donde
se encuentran los marcadores DYS389, DYS390, DYS391 y el YAP. Otro grupo
de secuencias cortas se hallan en el extremo Yp, en DYZ4 y DYZ5, aqui se
ubican los marcadores DYS393 y DYS19 (Figura 1). La mayoria de estos
polimorfismos pueden ser detectados por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Roewer et al. 1992; Santos, Pena & Tyler-Smith 1985).

Se hizo la amplificacién del material genetico usando los siguientes siete
marcadores, de los cuales seis son microsatélites polimorficos: el DYS19
tetranucledtido que presenta diez alelos, el DYS389a tetranucledtido con siete
alelos, el DYS389b tetranucledtido con nueve alelos, el DYS390 tetranucleétido
que presenta 10 alelos, el DYS391 tetranucledtido con seis alelos, el DYS393
tetranucledtido con seis alelos. E! otro marcador es: el locus YAP (Y Alu

Polimorphism) con dos alelos el YAP+ y el YAP- (Cuadro 1).
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La eleccién de estos tetranucledtidos responde basicamente a razones

practicas, dada su abundancia y ubicacién en el genoma,

asignacion de alelos en repeticiones de

ademas que la

cuatro nucledtidos muestra menos

problemas que la de los microsatélites con repeticiones menores, y que hay

suficientes referencias bibliograficas para estos marcadores en otras poblaciones.

Cuadro 1. Caracteristicas principales de los microsatélites del
cromosoma Y estudiados.

— — —_— e

Locus Mativo Nimero Rango da Secuencia de los primers ;f:ﬁﬂ'mmm
repetido de alelos repeticionsas {53 PCR (pb)
CTACTGAGTTTCTGTTTATAGT
1 - 174-210
DYs19 (CTATIC)n 0 10-19 o TR AT A
CCAACTCTCATCTGTATTATCTAT
DYS38%a  (TCTGITA), 7 7-13 GTCTTATCTCOACOOACCAGA 239-253
CCAACTCTCATCTGTATTATCTAT
DYS389b  (TCTGITA), g 23-31 CTCTTATCTCCACE CACOAGE 353-385
TATATTTTACACATTTTTGCGCD
191-227
- DYs390 (CTGIAT), 10 18-27 FEABART AR Otarre e 22
CTATTCATTCAATCATACACCCA
75-285
s (CTAT] H e GGATTCTTTCTGETTEGGTCTE -~
CCAACTCTCATCTGTATTATCTAT :
DYS393 (GATA}, [ 915 ETCTTATCTCCACE CACCAGA 108-132
YAP + = =Aly CAGGGGAAGATAAAGAAATA 150 (-)
, Insercion Alu ACTGCTAALAGGGGATGRAT 455 (+)
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4. PCR

Todas las amplificaciones se hicieron en un termociclador Perkin Elmer
2400 y para las electroforesis se usd una camara de secuenciacién Cam Sec

Hoefer SE-400.

Locus YAP, conocido como Elemento Polimérfico Alu del cromosoma Y.
Presenta dos alelos el YAP+ con un tamafio de 455 pb y el YAP- con un tamario
de 150 pb, el tamafio depende de la presencia (YAP+) o ausencia (YAP-) de un
elemento ALU (Hammer 1984). La amplificacion por PCR se hizo de acuerdo a lo
descrito por Hammer & Horai (1995) usando 10-20ng de ADN en un volumen de
reaccion final de 12.5 ul, con 1.25 mM de cada dinucledtido, 1.25 mM de cada
iniciador y 1U de Tagq polimerasa, con el siguiente perfil: 94 °C por 2 min. , luego
30 ciclos de 94 °C por 1 min., 51 °C por 1 min. y 72 °C por 1 min. La lectura de
resultados se efectud por electroforesis de agarosa Nusieve al 1% terido el gel

con bromuro de etidio,

Locus DYS19, presenta un polimorfismo de al menos 10 alelos de 174 a
210 pb en incrementos de 4 pb, debidos a la presencia de diferentes repeticiones

en tandem del tetranucledtido CTAT/C (Arnemann ef al. 1986).

Los loci DYS389a y DYS389b se amplificaron simultdneamente con un

unico par de iniciadores. El marcador DYS389a presenta siete alelos de 239 a
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263 pb y el locus DYS389b tiene nueve alelos de 353 a 385 pb. Ambos en
incrementos de 4 pb de la secuencia repetida TCTG/TA. Para determinar e
tamanio del microsatélite DYS3892 se le resta al amplificado del DYS389(a+b)
el producto del DYS389b. La PCR, Ia electroforesis y la tincién se realizé igual

que para los loci DYS19, DYS390. DYS391 y DYS393,

Locus DYS390, microsatslite que posee diez alelos, de 191 a 227 pb en
incrementos de 4 pb, repitiéndose el tetranucledtido CTG/AT (Kayser et al. 1997,

Knijff ef al. 1997),

Locus DYS391, presenta un polimorfismo de seis alelos, de 275 a 295 pb
en incrementos de 4 pb. La secuencia repetida es el tetranucledtidc CTAT

(Kayser et al. 1997, Knijff et af 1987).

Locus DYS393, microsatélite que posee seis alelos, de 108 a 132 pb en
incrementos de 4 pb. El motivo repetido es el tetranucledtido GATA (Kayser &t al,

1897, Knijff ef al. 1997).

Los anteriores cuatro loci (DYS19, DYS390, DYS391 y DYS393), se
amplificaron usando de 10-20ng de ADN en un volumen de reaccion final de 12.5
ul, con 1.25 mM de cada dinucledtido, 1.25 mM de cada iniciador y 1U de Taq
polimerasa, segun &l siguiente perfil: 94 °C por 3 min., seguido por 35 ciclos de 51

°C por 30 seg., 72 °C por 90 seg. y 94 °C por 30 seg., con un ciclo final de
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extension a 72 °C por 10 min. Los resultados se leyeron haciendo una
electroforesis de poliacrilamida al 12%, corriendo el gel por 22 horas a 150 voltios

y tinendo luego con nitrato de plata.

Las lecturas para todos los marcadores usados se expresan de la siguiente
forma: los microsatélites son identificados por el nimero de repeticiones, segin
las tablas de referencia Kniiff ef al. (1997) y Kayser ef al. (1997), el marcador
YAP se designa como la presencia (YAP+) o ausencia (YAP-) de un elemento

ALU .

Los analisis de laboratorio se efectuaron en el Centro de Investigaciones en
Hemoglobinas Anormales y Trastornos Afines (CIHATA) y en el Instituto de

Investigaciones en Salud (INISA) ambos de la Universidad de Costa Rica.

5. Analisis estadistico

Se estimaron per metodos estadisticos convencionales usando el programa
Statistica version 4.5;
- Frecuencias alelicas y haplotipicas
- Diversidades genicas y haplotipicas
- Prueba exacta de diferenciacion de las frecuencias alélicas

La vanabilidad genética fue estudiada por medio del analisis de varianza
molecular (AMOVA) de los haplotipos, usando el paquete estadistico poblacional

Arlequin version 1.1 (Shneider et al. 1997).
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Resultados

La combinacién de alelos Y-especificos observados para cada individuo
usando seis microsatélites y el locus YAP, se pueden ver en el Cuadro 2. El
Figura 2 presenta las frecuencias alélicas para cada uno de los sistemas
polimorficos analizados. Para la estimacion de estas frecuencias se usaron los 34

cromosomas Y para los cuales fue posible probar todos los marcadores.

Se encontraron 27 diferentes haplogrupos, dos fueron los mas frecuentes:
+-13-16-11-24-11-13 presente un 20.6% + 7.0% de los casos y el - -13-16-11-24-
11-13 presente un 5.9% + 4.1% de los casos, para los marcadores YAP-DYS19-
DYS389a-DYS389b-DYS390-DYS391-DYS393, respectivamente, con nueve
individuos entre ambos haplogrupos (26.5%), diferenciandose Unicamente por el

YAP, los demas haplogrupos representan un 73.5% de los casos (Cuadro 5).

El microsatelite DYS19 presenté cuatro alelos, de 13 a 16 repeticiones. El
mas frecuente fue el de 13 repeticiones en un 55.9% + 8.6% de los individuos
(Cuadro 3). La diversidad haplotipica fue de 0608 = 0.064 . no siendo
significativamente diferente de las de los demas microsatélites, a su vez el

numero promedio de diferencias fue de 0.88 + 0.63 (Cuadro 6).
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Cuadro 2. Alelos de los marcadores Y—especfﬁcos encontrados para
un grupo afrocariberio de Limén, Costa Rica

fNa. IND. T _HAPLOTIPOS DEL CROMOSOMA ¥ 0
|_DYS19 | DYS38%a | DYS389b | DYS390 | DYS391 | DYS393 | YAP
OINL | 14 10 27 23 9 15 +
0ZNL_ | 14 = 27 24 10 | 14 oL
!’ 03NL | 13 11 27 24 11 | 13 +
|_O04aNL | 13 11 27 24 4| ‘13 -
| OSNL | 13 11 28 | 23 11 13 | + |
06NL |~ 3 11 N2 24 11 i N
| O7NL | 13 10 26 25 11 T
O08NL | 18 9 27 21 g 13 + |
_O09NL | 13 11 27 24 11 | 15 +.
| 10NL | 13 11 27 24 1t | 43 +
_TINC | 14 10 25 23 11 | 14 +
12NL | 13 11 26 25 11 13 +
NL | 76 | Ty I os e 10 13 +
l 14NL | 13 | " g 26 22l 10 4+ |
15NL_ [ 13 | qp 26 25 | 10 13 | + |
16NL_ | — 14 L9 7 Soimea R
7ML |~ 13 | g 20° | oo n N 13 | +
__18NL 13 11 27 24 TEsa 13 + ]
| 19NL_ | 13 10 27 24 [ 13 +
L 2NL T4 [ 10 | 26 |~ o5 12 -
2INL_ | 43 11 28 1 758 11 14 + |
| 22NL | 15 12 28 23 10 13 + |
23NL | 11 27 24 v o 13 =1
24NL | 13 a1 28 [ T e 14 + |
[ 25NL | 13 11 - S T 11 13 £ |
26NL | 15 13 28 | 24 12 15 + |
L 27NL | "33 " | 47 27 | =z 11 13 = |
L 28NL [ 43 [ 11 L. 2 | 22 i 14 S |
_20NL_ 14 | 27 1 23 12 13 +
L_SDNL 14 10 28 .| . 23 14 13 =_. §
| 3INL | 14 M 2r | 24 | ™ 13 |
| 32NL 15 11 27 | o3| 14 13 + ]
C 33INL_ | 14 11 27 | 25 | 1% 13 +
34NL | 1q 11 27 | 24 M 15 +
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Cuadro 3. Frecuencias alélicas de los marcadores del cromosoma Y
enconfradas para un grupo afrocaribefio de Limon, Costa

Rica.

MARCADOR ALELOS FRECUENCIAS |MARCADOR ALELOS FRECUENCIAS
(2 D.E.) (£D.E)
DYS19 13 0.559+0.086 |DYS390 21 0.059 = 0.041
14 0.294 + 0.079 22 0.059 + 0.041
15 0.088 + 0.049 23 0.235 + 0.074
16 0.059 + 0.041 24 0.471 + 0.087
DYS389a 14 0.029 + 0.029 25 0.176 + 0.066
15 0.088+0.049 |DYS391 9 0.059 = 0.041
16 0.588 + 0.086 10 0.206 + 0.070
17 0.176 £0.066 | 11 0.559 + 0.086
18 0.088 + 0.049 12 0.088 + 0.049
20 0.029 + 0.029 14 0.088 + 0.049
DYS38% 9 0.147 £0.062 |DYS393 12 0.029+0028
10 0.206 +0.070 | 13 0.706 + 0.079
11 0559+ 0086 | 14 0.176 + 0.066
12 0.059 + 0.041 15 0.088 + 0.049
| + 0,794 + 0.070
13 0.029+002% | YAP
: 0.206 + 0.070

(Ninguno presenta diferencias significativas p<0.05)
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Figura 2. Frecuencias alélicas para los marcadores del cromosoma Y

El marcador DYS389a presentd seis alelos, de 14 hasta 20 repeticiones.
Un 58.8% + 8.6% de los individuos presentaron el alelo de 16 repeticiones como
el mas frecuente. Mientras el marcador DYS389b, mostrd cinco alelos que fueron
de nueve a 13 repeticiones, El mas frecuente fue el alelo de 11 repeticiones,
presente un 559% + 8.6% de las veces (Cuadro 3). Ambos, DYS389a y b,
presentaron diversidades haplotipicas similares de 0.624 £ 0.082 y 0.638 + 0.072,
y sus numero promedio de diferencia 1.03 = 0.71 y 0.95 + 0.67, también son

similares, no siendo diferentes estadisticamente entre si (Cuadro 6).
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Para el microsatélite DYS390 se encontraron cinco alelos, de 21 a 25
repeticiones. Como se observa en e Figura 2 el alelo de 24 repeticiones fue el
mas frecuente (0.471 + 0.087), saﬁuido por el de 23 repeticiones (0.235 + 0.074),
Presentando la mayor diversidad haplotipica (0.706 + 0.056) de todos los
marcadores usados, no presentando diferencias significativas con respecto a los
demas loci, su nimero de promedio de diferencias es de 1.10 + 0.74 que resulta

ser uno de los mas altos también (Cuadro 6).

El locus DYS391 presenté cinco diferentes alelos. Estos fueron de nueve g
14 repeticiones. El mas comun fue el de 11 repeticiones, q.ue se observé en 19
individuos o que representa un 55.9% + 8.6% de los casos (Figura 2). El valor de
la diversidad haplotipica fue de 0.645 * 0.075 y el numero promedic de

diferencias fue de 1.15 + 0.76 (Cuadro 6).

El marcador DYS393 mostrd cuatro alelos, que variaron de 12 a 15
repeticiones. El més frecuente fue el de 13 repeticiones que se observd en el
70.6% = 7.9% de los casos (Figura 2). Este fue el que presenté la menor
diversidad haplotipica (0.476 + 0.091) de los microsatélites usados, su nimero

promedio de diferencias es a su vez el mas bajo, 0.63 + 0.50 (Cuadro 8).
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El marcador YAP genero ambos fragmentos, siendo el mas frecuente el
YAP+, presente enun 794% +£7.0% delos individuos y el YAP- enun
20.6% * 7.0% (Cuadro 3). La diversidad haplotipica resulté ser baja (0.337 +

0.083) por el hecho de que sélo son dos alelos los que tiene (Cuadro 6).

La diversidad haplotipica total fue estimada en 0.961 + 0.026 para los siete
marcadores usados, con un valor promedio 0.576 + 0.126. La mayor diversidad la
presentan los microsatélites DYS38%a y b, DYS390 y DYS391 y menor
diversidad los loci DYS19, DYS393 y el YAP (Cuadro 6). No hay diferencias

significativas entre los valores (p > 0.5).

Cuadro 4. Alelos mas frecuentes en varias poblaciones

i i POBLACION ]
LIMON AFRICA N.O.| CHIBCHAS | AMERINDIO
LOCUS ALELO (Este {Bosch et al. Ruiz- (Bianchi et
estudio) 1999) Narvaéz al. 1998)
By e SRS ) Rt
DYS19 _ B 0.559 0681 0.817 0.817
DYS389a 10 e , - D613 0.676
11 0588 | 0581 — —
 DYS389b o7 0559 | 059 0559 0.320
DYS390 24 0471 | 0503 | 0558 | 0568
DYS391 9 = 0.597 = =
10 m—— _— 0.753 0.857
= 11 0558 | woeenn — i
~ DYS383 13, 0706 | 0798 0.796 0.870
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El Cuadro 7 muestra el resultado del andlisis de varianza molecular total
(AMOVA) comparando los afrocaribefios con los grupos amerindios chibchas de
Costa Rica y Panama (Ruiz-Narvaéz 1998) en los cuales se usaron los mismos
microsatélites que en este estudio, se comparan las frecuencias haplotipicas
encontradas. La varianza para el andlisis entre grupos fue de 16.58% vy la
varianza intrapoblacional fue de 83.42%. A su vez, se obtuvo un valor de
diferencias al cuadrado Ry de 0.166, lo que indica que si hay variacién entre

ambos grupaos étnicos.

Al comparar por AMOVA las frecuencias zlélicas de los mismos
microsatélites usados en este estudio. y los obtenidos por Bosch ef al. (1999) en
varias poblaciones del nor-oeste de Africa (Cuadro 8) se obtiene que los valores
de Ry para los locus DYS19, DYS389a, DYS5389b, DYS390 v YAP no fueron
significativamente diferentes de cero (P=0.05, andlisis de permutacion), por lo que
la mayor varianza genética (hasta 100%) se da dentro de las poblaciones. Sin
embargo, los microsatélites DYS391 y DYS393 presentaron diferencias
estadisticamente significativas en estos dos marcadores, 0.586 y 0.213,

respectivamente (p<0.001, andlisis de permutacion).



Cuadro 5. Frecuencias haplotipicas del cromosoma Y encontradas

Para un grupo afrocaribefio de Limén, Costa Rica.
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HAPLOTIPOS
HAPLOGRUPO | YAP | DYS19 | DYS3892 | DYS389b | DYS390 | DYS391 | DYS393 | FRECUENCIA

Y1 v | 13 17 iR 22 10 14 002810029 |

2 ¥ 13 20 | o 23 10 13 0.028 =0.029
Y3 + 13 ® | 10 25 | 10 | 13 | 0.029 to.0z8
¥4 : 13 18 0 26 1 13 0,029 10.028 I
Y5 + 13 17 | 10 24 11 13| 0.028 =0.029
Y6 + 13 15 | 11 25 11 3| 0025 10.029

; Y7 T 13 I T2 14 14 | 0029+0.029

: Y8 x| 18 15 i 11 24 11 13 0.206 +0.070
Yo - 13 16 ' 11 24 1 13 0.058 +0.041
Y10 I + 13 TR R 1| 23 1 13 0.023 10,029
Y11 + 13 17 | E e aas 11 14 00290029 |

= R * 13 17 [ 11 14 0,029 £0.029 |
Y13 : ¥ 14 L ’|_ 21 10 13 0028 10028 |

_ Y14 + | 14 | 18 9 B - 10 | 14 | 0029:0029

[ Y15 + | 14 | B 1] = 11 14 0.029 :0.028
Y16 - 14 16 10 | 28 12 12 0.029 +0.029
Y17 ! + 14 ETa 10 . 23 9 15 0.029 100289

T | ~ | 1| ' | 1o | 24 14 13 | 0029:0029

- LS PR o (TSN : ! e = |

i Y13 ¥ 14 ® | I 12 i3 00250029 |
Y20 1 - 14 Y B v 5 11 13 | oo. 10029 |
vz1 1 * 14 16 on | 24 1 15 000028 |
ve2 v ® 1 25 11 13 i 0.029 20,029
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Ty v + 15 1 —" 11 23 14 13 0.029 +0.029 |
|7 T 15 16 i 12 23 10 13 u.uzg«-..u.uzsr_l
Y25 + 15 15 13 24 12 15 0.029 0023 |

[ vze ¥ 16 18 ) 21 13 13 0.029 +0.029

3 Y27 + 16 IR = 25 13 13 0.020:0028 |

=l | | I |

_

Cuadro 6. Diversidad haplotipica y niimero promedio de diferencias
de los haplotipos del cromosoma Y, para cada marcador
en un grupo afrocaribefio de Limén, Costa Rica.

' No.ALELOS | " DIVERSIDAD | NUMERO PROMEDIS DE

| MARCADOR | -
| ‘ ENCONTRADOS HAPLOTIPICA DIFERENCIAS '
T Towsts 4 0.608 +0,064 088x063
r DY$369a r 6 0.624 1 0.082 1.03 +0.71
' Dysssep | 5 0638 + 0072 0951067 T
~ Ovssso | 5 0.706 + 0,056 1.10+ 074 1
I Dvsaei 5 0.645 + 0.075 1.15+0.76
 DYS393 4 047610091 | 0.63 + 0.50
| vap 2 03370083 [ AR
" PROMEDIO 057610126 | 0.96 +0.67

TOTALx |o: = o 0.961 +0.026 | 5741282 ]

T Numero promedio de ioci diferentes por haplotipo.
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Figura 3 (A y B). Analisis de componentes principales de los

haplotipos del cromosoma Y de negroides de Limon,
Costa Rica.
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Cuadro 9. Anélisis de componentes principales de los haplotipos del

cromosoma Y de negros de Limén, Costa Rica.

Variable Factor | Factor | Factor | Factor | Factor | Factor | Factor
1 2 3 4 5 ] 7
YAP -0.37 0.74* 0.002 0.25 -0.47 -0.11 -0.13
DYS19 014 | 057 | 056 | 047 | 0.21 | 026 | -0.08
DYS389a 076" | 037 [ 041 | -008 | -0.08 | 047 | 0.18 |
| DYS389b 0.81* | 039 | 015 | -0.02 | -015 | 0.09 | 037
_DYS39%0 | 062 [ 018 [ 007 | 065 | 013 | -033 | -0.14
DVS391 | 056 | 042 | 030 | 052 | 029 | -0.46 | 021 |
DYS393 011 | 054 | 075 | 006 | 032 | 007 | 009 |
Varianza total 30.3 23.8 14.4 | 141 7.1 B.5 3.8
] o .
Varianza 30.3 54.1 685 | 826 89.7 | 962 100
acumulada (%) ; |

En el analisis de componentes principales (Figuras 3 A y B), se nota que el
Factor 1 estd positivamente correlacionado (r = 0.81) con el DYS38% vy
negativamente (r = -0.76) con el DYS389a (Cuadro 8). Dando una varianza
explicada de 30.3%. Mientras el Factor 2 esta positivamente correlacionado (r =
0.74) con el YAP y una varianza explicada de 23.8%. Se aprecia claramente en la
Figura 3A una distribucion de haplogrupos en cuatro agrupamientos. al centro los
haplogrupos mas heterogéneos, siguiendo el movimiento de las manecillas del
reloj, hallamos en el extremo derecho agrupados, los haplogrupos Y25 y Y27
siendo los que presentan los alelos mas bajos para el DYS389a pero los alelos
mas altos para el DYS389b: siguiendo estan los haplogrupos que presentan el
YAP- como un sélo grupo y en el extremo izquierdo estan los haplogrupos gue

presentaron los alelos mas altos para el DYS389a ( 2 16 repeticiones) y los mas

bajos para el DYS389b.




En la Figura 3B se nota que el Factor 3 esta positivamente correlacionado

{r = 0.75) con el DYS393 (Cuadro 9), con una varianza explicada de 14.4 y el
Factor 4 muestra una varianza explicada de 14.1%, por lo que se aprecia una
distribucion de haplogrupos en dos grupos, los del lado derecho que tienen los
alelos mas altos para el DYS393 y en el lado izquierdo los que tienen los alelos

mas bajos.




Discusion

El presente estudio tiene informacion detallada en cuanto a la variabilidad,
de seis microsatélites tetranuclectidicos y el locus YAP, marcadores genéticos
especificos del cromosoma Y, usados en un grupo de afrocaribefios de Limon,

Costa Rica.

Se obtuvieron 27 haplogrupos diferentes en una muestra de 34
cromosomas Y de negroides, usando siete marcadores, esto muestra que la
informacion poblacional proporcionada por estos marcadores contribuye con su
validacion para andlisis forenses y demuestra su informatividad para estudios de
genética de poblaciones (Cuadro 4). Esia diversidad genica es consistente con
otros estudios, en donde se ha mostrado una mayor diversidad en poblaciones
africanas que en no africanas (Stoneking et al 1997, Deka ef al. 1896), lo que
apoya la hipotesis del poblamiento del mundo por irradiacion a partir de ancestros
africanos. Sin embargo, la diversidad genética esta relacionada, principalmente,
con eventos demograficos en la historia de las poblaciones, mas que con edad
de la poblacion, como también por una alta tasa de mutacion y el tamafo efectivo
de la poblacién. De alli, que la variabilidad encontrada en este grupo negroide
parece indicar a individuos provenientes de distintas regiones del Africa, lo que
esta en conformidad con la historia de la colonizacion de Américé. aunque no se
puede determinar con los datos obtenidos la contribucion de los demas factores,

como tamano poblacional y haplotipos fundadores.
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Sin embargo, se puede ver, por haberse obtenido dos haplogrupos como
los mas frecuentes (Y8=29.6%, Y¥9=5.9%) que la variacion genética del

cromosoma Y esta fuertemente estructurada por haplogrupos fundadores.

Los microsatélites analizados, en general, presentaron de cuatro a seis
alelos, con una frecuencia mayor alrededor de dos alelos en particular (Figura 2),
en promedio las frecuencias mas altas rondaron el 50%. sin embargo, el
microsatélite DYS393 Yy el elemento YAP+ presentaron frecuencias superiores al
70% para uno de sus alelos. lo que muestra para esta poblacion, que estas

regiones pfesentan baja diversidad nucleotidica (Hammer 1985).

Los cromosomas YAP+, que contienen la insercién Alu, son encontrados
en frecuencias altas en poblaciones africanas y en frecuencias bajas. pero
detectables, en poblaciones europeas y asiaticas. Asi, se encuentra que la
frecuencia de los cromosomas YAP+ en poblaciones japonesas es de un 42%, de
un 68-78% en poblaciones africanas sub-Saharianas y de un 0-11% en
poblaciones caucésicas (Hammer 1884, Hammer & Horai 1995: Spurdle et al,
1994; Bianchi ef al. 1997). Por lo que, la insercién del elemento Alu que da origen
al YAP+ es considerado como indicador de ancestria africana, la cual ha ocurrido
solamente una vez en humanos modernos del Africa (Hammer 1994). Como seria
de esperar para este estudio, al estar trabajando con una poblacién de reconocida
ancestria africana, se obtuvo una frecuencia alta (79.4%) para el fragmento YAP+

y de 20.6% para el YAP-. lgualmente, Bosch et al. (1899) informan para las
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poblaciones del nor-oeste de Africa frecuencias de 80.4% y 18.6% para el YAP+y
el YAP-, respectivamente, las cuales son muy parecidas a las reportadas en este

estudio.

Los microsatélites también pueden ser usados para comparar poblaciones.
Poblaciones con diferentes distribuciones de microsatélites son distintas. Sin
embargo, poblaciones con distribuciones de microsatélites similares no
necesariamente son similares. Esto es asi porque, la evolucidn convergente
puede llevar a diferentes cromosomas Y portando la misma distibucion de alelos
micrusatélitﬁa, (Hammer 1895). Deka ef al (1996) muestran que el alelo mas
frecuente en 14 de 15 poblaciones, étnica y geograficamente distintas, estudiadas
para cinco microsatélites Y-especificos, es el 283 pb (11 repeticiones) del locus
DYS391, lo que resulta consistente con este estudio, donde se obtuvo una
frecuencia de un 55.9% para el mismo alelo. Para el DYS390, dos poblaciones
africanas (Benin y Sokoto) presentaron el alelo de 203 pb (24 repeticiones) como
el mas frecuente, el cual es raro en poblaciones no africanas, asi para un estudio
del nor-oeste de Africa (Bosch ef al. 1999) informan para este microsatélite una
frecuencia de 50.3% para el alelo de 24 repeticiones. En el caso del presente
estudio, el DYS390, presentd el alelo de 24 repeticiones en un 47.1% de los
individuos. Dos mecanismos pueden ser |6 responsables para la observacién de
alelos frecuentes en diferentes poblaciones: ancestria comun y/o migraciones

entre poblaciones, lo cual esta en concordancia con los datos reportados por los
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autores ya mencionados, ¥ que demuestra la historia de migraciones negroides

hacia nuestro pais.

La diversidad haplotipica total, para los siete marcadores Y-especificos
usados fue de 0.961, que no es muy diferente al 0.937 obtenido por Ruiz-Narvaez
(1998) para cinco tribus amerindias de Costa Rica y Panama o al 0.990 obtenido
para mayas y muskokes de norteamerica, o al 0.930 estimado para poblaciones
del nor-oeste de Africa por Bosch et al. (1999) con los mismos microsatélites que
en este trabajo. De acuerdo a Santos ef af (1896a, 1996¢), la alta diversidad
haplotipica observada en grupos indigenas norteamericanos, se debe a Ia
introduccion de haplotipos de origen negro y caucasico en los muskokes,
igualmente se puede concluir para las poblaciones negras que se han establecido
en otras latitudes, en donde se han ido mezclando con las poblaciones ya
establecidas, producto del sometimiento y la asimilacion de las nuevas culturas,

COmMo s en este caso.

Esto contrasta con resultados previos de ADNmt, sequn los cuales las
tribus  chibchas de Costa Rica y Panama, presentan una diversidad
haplotipica reducida del ADNmt al com pararios con otros grupos no chibchas yla
razon para ello es la misma, Ia introduccion de genes foraneos via varones dentro
de las tribus (Santos 1992, Batista ef a/ 1985). Asi entonces, la historia de
los cromosomas Y humanos puede ser diferente de la de los ADNmt, por lo que

podria reflejar aspectos de la historia poblacional, como practicas culturales, que
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gobernaban la estructura de cruces y las diferencias de comportamiento de
machos y hembras en migraciones, guerras y colonizaciones.

Por la rapida tasa de evolucion, el modo de herencia maternal y no
presentar recombinacion, es que e ADNmt ha sido usado en estudios
poblacionales y ha provisto mucha informacion sobre evolucion humana (Bortolini
et al. 1997). Los diferentes estudios han mostrado un mayor grado de
diferenciacion en el ADNmt africano que en el de otros grupos humanos, lo que
apoya la hipotesis de un origen africano, y que es consistente con lo informado
por Cavalli-Sforza (1998) sobre la mayor diversidad genética entre poblaciones
africanas, al compararlas por ADNmt y ADNn, contra las no africanas, esta alta
diversidad también ha sido observada en poblaciones afrobrasilefias (Bortolini et
al. 1897). Asi es como una vez mas, al igual que con el cromosoma Y, se va

consolidando la hipotesis del poblamiento humano a partir de ancestros africanos.

Como ya se ha mencionado, por sus caracteristicas singulares es gue &l
cromosoma Y es importante para el estudio de genética de poblaciones,
principalmente por que es transmitido de padres a hijos sin cambios, excepto por
la acumulacién gradual de mutaciones ( tasa de mutacién 5x107 ), lo que permite
la reconstruccion de linajes paternales por comparacion de polimorfismos y la
elaboracion de arboles filogenéticos (Scozzar et al. 1997). Mediante el analisis
por componentes principales que se hizo a partir de las frecuencias haplotipicas
halladas en este grupo afrocaribefio, se ve claramente que el factor 2 esta

correlacionado positivamente con el YAP y que por lo tanto logra separar los
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haplotipos en YAP+ y YAP-. De acuerdo al trabajo de Santos ef al. (1999) hubo
un haplotipo fundador localizado en Africa que era YAP- que irradié al resto del
mundo y que por un evento mutacional, en donde hubo una insercion Alu, la cual
ha ocurrido solo una vez en humanos moderncs, es que se obtuvo el YAP+ el
cual es expecifico de grupos africanos (Hammer 1994). En el estudio de Santos et
al. (1999). antes mencionado se estudiaron 11 poblaciones a nivel mundial y solo
las de reconocida ancestria africana mostraron el YAP+, por lo que era de esperar
en este trabajo, que al hacer un estudio por componentes principales, los
haplotipos que no presentaran la insercion Alu (YAP-) se agruparan en un solo
bloque como efectivamente ocurrio. Entonces, el andlisis de componentes
principales muestra gque los marcadores que mas influyen en la diferenciacion
intrapoblacional de los haplotipos son el DYS389a, DYS388b, YAP y DYS393 que

dan una varianza explicada de 30.3%, 23.8%, 14.4% y 14.1%, respectivamente.

De 41 negros uruguayos analizados, por Bravi et al. (1997), encontraron
que un 49% tenian linajes maternales de ancestria africana, 32% eran de
ancestria amerindia, 12% eran de ancestria caucasica y en un 7% no se pudo
determinar la ancestria. Por origen del cromosoma Y se establecio un 18% de
ancestria africana y un 23% de ancestria caucasica. Por ello concluyeron que,
debido & una mayor presencia de linajes maternales amerindios y menor de
linajes paternales amerindios, las comunidades negras estaban constituidas, mas
frecuentemente, por parejas de varones negros con mujeres amerindias que

entre varones amerindios y mujeres negras. E igualmente que eran mas




posible comprobar totalmente, sin embargo, es de esperar el mismo

comportamiento en el establecimiento y cruce de los grupos caucasoides,
amerindios y negroides que llegaron a formar Io que hoy dia somos en cuanto a

mezcla racial.

El AMOVA realizado Para comparar los negroides con grupos amerindios
de Costa Rica y Panama, mostrg que mas del 80% de I varianza genética se
encuentra dentro de los grupos, lo que permite identificar linajes especificos del
Cromosoma Y para diferentes grupos poblacionales, ya que se obtuvo un R, de
0.166 (p>0.05, analisis de permutacion), lo que indica casi un 17% de
diferenciacion entre las poblaciones negras e indigenas.

Ahora, al comparar por AMOVA Ias frecuencias alélicas de los mismos
microsatélites usados en este estudio, y obtenidos por Bosch ef al. (1999) en
varias poblaciones del nor-ceste de Africa se obtiene gue los valores de Ry para
los locus DYS19, DYS389a, DYS389h y DYS390 no son estadisticamente
diferentes de cero Yy que la mayor varianza genética (hasta 100%) se da dentro de
las poblaciones. Sin embarge, los microsatélites DYS391 y DYS393 s
presentaron valores de R, mayores que cero (0.586 y 0.213, respectivamente), y
que mostraron diferencias estadisticamente significativas en estos dos
marcadores  (p<0.001, analisis de permutacién). La razén para ello puede ser

que. si todos los loci son Y-especificos Yy No hay recombinacion, se debe tomar
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como que todos los marcadores usados son ligados, por lo que al obtener que
solo el DYS391 y el DYS393 presentaron diferencias significativas se puede
deber al tamafio muestral, al efecto de haplotipos fundadores presentes en ambas
poblaciones, a la deriva genética o a la tasa de mutacion especifica para cada
locus, no estimadas en este estudio, pero que si fueron calculadas por Ruiz-
Narvaéz (1998), para grupos amerindios, él obtuvo una tasa de mutacion para el
DYS391 de 7.53x10° y para el DYS393 de 1.78x10™ .que es mucho menor que la
tasa de mutacién empirica calculada por Bianchi et af. (1998) de 1.2x10° para
microsatelites del cromosoma Y, lo que muestra que en la variacion encontrada la
tasa de mutacion es menos importante que la deriva genética en la diferenciaciﬁﬁ
de grupos humanos. A la vez, la naturaleza convergente de las mutaciones en
microsatélites puede oscurecer las verdaderas relaciones filogenéticas de los
haplotipos, en poblaciones de origen ancestral. Por lo que, dos haplotipos pueden
ser iguales por estado y no por descendencia, o sea, dos idénticos haplotipos
pueden no derivar de un haplotipo ancestral comun y un haplotipo puede mutar a

otro por multiples vias (Hammer 1995),

En resumen, este grupo negroide presenta una alta diversidad haplotipica,
corroborando la idea que se trata de una etnia con larga historia ancestral, que es
de reciente establecimiento en Costa Rica y que posee una historia de
sustraccion de individuos de sus tierras natales con su posterior mezcla con las

efnias propias de las nuevas regiones.
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Para completar el estudio de la variacisn del cromosoma Y en poblaciones
negroides de Costa Rica, se recomienda ampliar este EHEIISIS a las pobladores
guanacastecos con evidente ancestria africana, PuUes como se menciond en la
introduccién, Ia historia poblacional del pais y los estudios en hemoglobinas
anormales muestran un importante componente negroide en la zona de
Guanacaste (Saénz, Chaves ¥y Quintana 1986). Esto es consistente con la historia

e Costa Rica, que registra dos oleadas migratorias de negros, la primera por
parte de los esclavos negros que los esparioles comercializaban y que se llegaron
a establecer en nuestro pais, propiamente Guanacaste, y la segunda oleada con
la construccién del ferrocarril y el desarrollo de la actividad bananera en Lirm:'m.'
Por lo tanto, ya esta estudiado a nivel de la variacisn del cromosoma Y este grupo

limonense, faltaria hacer lo mismo con los de Guanacaste,




Conclusiones

Esta investigacion a mostrado gue la variacién humana para el cromosoma
Y es una invaluable herramienta para el estudio de poblaciones, desde el punto
de vista genético y antropoldgico ya que provee informacién sobre la compasicidn
génica de los individuos, sobre la composicién étnica del pais y la influencia

migratoria que ha sufrido.

Como se sabe, una mutacion es especifica de ciertas poblaciones,
solamente, cuando el alelg mutante esta ausente o en muy baja frecuencia en
otras poblaciones, en este estudio no se encontré alelos Unicos, ni variantes

privadas, para los negroides de Limon,

Los loci macho-especificos del cromosoma Y aqui analizados, al ser
transmitidos paternalmente, no se recombinan y estan sujetos solo a tasas de
mutaciones macho-especificas: por lo que pueden ser especialmente usados para
la identificacion de linajes masculinos, para estudios poblacionales. de paternidad

y forenses.

La d:screpar!cia en los patrones de variacién geneética entre los genomas
mitocondriales y del cromosoma Y se pueden deber a tamafio de muestra,
poblacién en estudio, métodos Yy marcadores usados para diferenciar la variacion.
Esto hace que una estricta comparacion resulte problematica. Por lo tanto,

para diferenciar los patrones de mezcla de los genomas transmitidos paternal y
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maternalmente, el estudio debe ser llevado a cabo en las mismas poblaciones e,
idealmente, con los mismos individuos, restringiendo el andlisis a regiones
genomicas bien definidas, para contrarestar asi la heterogenidad de las

migraciones de las poblaciones ya sea pasadas o presentes, voluntarias u

obligadas.

Para dejar bien caracterizada a la poblacion negroide de Costa Rica es
necesario estudiar la poblacién guanacasteca, pues la historia menciona la
influencia de dos oleadas migratorias de negros a nuestro pais, y que se

establecieron en épocas distintas, una en Guanacaste y la otra en Limon.
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