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RESUMEN

Se estudié la rariacién en el ADNmt de los amerindios
cuna de Panama mediante secuencias del segmento I de la
regién control vy la determinacidén de polimorfismos de

restriccidén fuera de ésta.

El andlisis de sitios de restriccidén reveld que los cuna
presentan genomas mitocondriales pertenecientes a dos (A y B)
de los cuatro haplogrupos amerindios. Se compararon estos
resultados con los descritos para otros siete grupos chibchas
(ngébé, huetar, teribe, guatuso, boruca, bribri y cabécar), y
otros siete grupos amerindios, geograficamente cercanos (los
maya, waundan, embera, macushi, yanomama, piaroa 3%
makiritare). Con excepcidén de los huetar y boruca, todos los
grupos chibchas presentaron genomas mitocondriales
pertenecientes a sdlo dos de los cuatro haplogrupos (A y B),
mientras que en la mayoria de 1los grupos no chibchas se
detectaron genomas mitocondriales pertenecientes a los cuatro
haplogrupos (A,B,C y D).

A nivel de andlisis de secuencias en 1los cuna se
identificaron siete haplotipos que se ubicaron en dos grupos,
A y B, caracterizados por poseer sustituciones de tipo
transicién y ausencia de deleciones e 1nserciones. La
diversidad haplotipica (h) fue 0.59 y las nucleotidicas 7w y
E(v) fueron 0.0109 y 2.1, respectivamente. Estos resultados
se compararon con los de otros grupos chibchas (ngdbé,
huetar) y no chibchas (waundan, emberia, nuu chah nulth vy
mapuche) . En ese oxden 1los valores de diversidades
haplotipicas (h) fueron 0.76, 0.71, 0.91, 0.95, 0.95 y 0.91;
y sus diversidades nucleotidicas 7 y E(v) fueron 0.013(2.7),
0.011(3.1), 0.018(7.0), 0.017(5.5), 0.017(5.5) y 0.016(5.0),
respectivamente. Ademds, se establecieron comparaciones con
otras tribus chibchas ({(guatuso, bribri, cabécar y bugle) con
base en sus diversidades haplotipica solamente. En ese
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orden, los valores fueron los siguientes: 0.64, 0.73, 0.57 vy
0.87, respectivemente. Se muestra que los chibchas presentan

los valores de diversidad mé&s bajos.

Las redes de minima distancia construidas para
establecer las relaciones filogenéticas entre los haplotipos
de los cuna, ngébé, huetar, nuu chah nulth, mapuche y haida
permitieron la realizacién de wun analisis cualitativo vy
cuantitativo (andlisis de varianza molecular) que en general,

demostraron la ausencia de estructura filogeografica.

El anédlisis comparativo de las distribuciones de 1las
diferencias entre pares de haplotipos para los cuna, ngébé,
huetar, nuu chah nulth, mapuche y haida indicé que los seis
grupos comparten una cresta que suglere una expansion
ocurrida entre 84000-56000 anos atras. Ademas, los grupos
chibchas presentan una segunda cresta gque suglere una

expansién mas reciente hace aproximadamente 10000 afios.

Este estudio permitidé diferenciar los grupos chibchas de
los amerindios no chibchas a nivel del ADNmt. Los primeros
poseen menor diversidad genética y la mayoria tienen genomas
mitocondriales que pertenecen a sdélo dos haplogrupos, A y B,
mientras que las tribus no chibchas poseen mayor diversidad
genética y la mayoria presentan ADNmts de 1los cuatro
haplogrupcs A,B,C y D. Se sugiere que la baja diversidad en
el ADNmt de los grupos chibchas, se debe al posible origen a
partir de una pequefla poblacién fundadora y a un aislamiento

biolégico y cultural de las tribus descendientes.
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INTRODUCCION.

A. Evolucidn de los grupos nativos americanos.

De acuerdo con la evidencia mas reciente los ancestros
de los aborigenes americanos llegaron a nuestro continente a
través del estrecho de Bering hace varios milenios de afios, y
sus descendientes se dispersaron en el continente hasta
llegar a Suramérica. El1 origen, el numero y el tiempo de
llegada de aquellos primeros inmigrantes han constituido
materia de miltiples investigaciones y controversias (Meltzer
1993, Szathmary 1993). En la actualidad existe un concenso
sobre el origen asiatico de los aborigenes americanos
(Wallace et al. 1985, Schurr et al. 1990, Torroni et al.
1992, Wallace y Torroni 1992), pero la polémica sobre el
tiempo de ingreso y el numero de migraciones al continente
continua (Szathmary 1993).

Los grupos aborigenes estan integrados por poblaciones
que han vivido adaptandose a su medio ambiente a través del
tiempo. No obstante, algunas tribus han estado expuestas a
factores externos (ej. conquista europea) que de una u otra
forma han contribuido a modificar sus estructuras
poblacionales y genéticas. Por 1lo tanto, la composicidn
genética de estos grupos es el producto de interacciones
entre los factores genéticos y ambientales (Summers 1987).
Hay evidencia de que algunos grupos de aborigenes americanos
se han extinguido (Romoli 1987, Torres de Aralz 1981) y Qque
otros se han integrado a poblaciones de diferentes origenes.
Sin embargo, existen en la actualidad otros grupos aborigenes
que se han mantenido en relativo aislamiento en diferentes
partes del continente lo que ha facilitado la reconstruccidn
de sus historias evolutivas (Neel et al. 1977, Barrantes et
al. 1990). Los aborigenes existentes exhiben una marcada
diversidad lingiiistica y cultural. Por ejemplo, existen siete

tribus con 1lenguajes diferenciados en el pequefio pais de
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Panama (Constenla 1991) y ademds, abundantes registros
antropoldégicos y arqueoldgicos (Cooke y Ranere 1992) que
permiten la realizacidn de estudios multidisciplinarios.

A.1 Arqueologia, lingliistica y genética.

La primera disciplina en estudiar el tema de 1la
colonizacién de América fue la arqueologia. Posteriormente,
también intervinieron la linglistica, la antropologia fisica
y mas recientemente, la genética. Todas buscan concretar un
mismo objetivo: reconstruir 1la historia evolutiva de 1los
aborigenes americanos mediante el uso de métodos especificos.
La arqueologia basa sus estudios en la caracterizacidén vy
asignacién de fechas a los materiales encontrados en 1los
sitios arqueoldégicos utilizando diferentes métodos (ejemplo
Cl4). La linglistica utiliza varios métodos para recontruir
la historia evolutiva de 1los grupos. Uno de 1los mas
utilizados, en este sentido es el método glotocronoldgico
(Swadesh 1955), el cual consiste en la identificacidén de
similitudes y diferencias entre 1las palabras de diversas
lenguas, reconstruccidén de filogenias y estimacidén del tiempo
en que ocurridé la divergencia entre ellas. La genética
estudia el ADN y sus diferentes formas de expresidén, el ARN y
las proteinas, utilizando diversos métodos de biologia
molecular. La finalidad es detectar variaciones que permitan
discriminar entre 1los grupos étnicos y reconstruir sus
filogenias. E1 ADN es fundamental para entender los procesos
evolutivos, debido a que en él se acumulan los registros
histéricos de cada organismo viviente. De esta manera, la
historia evolutiva, aunque incompleta en muchos grupos, deja
caracteristicas distintivas en su material genético que han
permitido la reconstruccién de filogenias, la identificacién
de los mecanismos responsables de los cambios genéticos y la
determinacién de los efectos que tienen 1las fuerzas

evolutivas de seleccién natural, deriva genética y 1la
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migracion sobre tales cambios. Las tres formas de andlisis
tienen practicamente el mismo sustento tedrico y propdsitos

similares.

La 1informacién aportada por cada una de estas
disciplinas ha sido insuficiente, al menos hasta el momento,
para resolver las controversias sobre el tiempo y el nUmero
de migraciones al <continente americano (Meltzer 1993,
Szathmary 1993). La dificultad en la reconstruccién de 1la
evolucién se ha dado porque los grupos nativos han
interactuado en formas miltiples con los factores
ambientales, y porque los métodos utilizados en algunas
disciplinas cientificas tienen ventajas y desventajas con
respecto a los métodos empleados en otras.

Estudios recientes, han tratado de dar un enfoque
multidisciplinario que integre los resultados obtenidos en el
registro f6sil, en los analisis de frecuencias génicas y en
la informacién linguistica (Greenberg et al. 1986, Cavalli-
Sforza et al. 1988, Barrantes et al. 1990). Quizas asi se
pueda reconstruir la historia evolutiva de los grupos nativos

americanos con mayor precisién.

Actualmente, los efectos provocados por estudios previos
son los siguientes: en la arqueologia, existen dos tendencias
principalmente relacionadas con el tiempo de llegada de 1los
ancestros de los nativos americanos. La primera sostiene que
los nativos americanos descendieron de un grupo relativamente
pequefio de cazadores recolectores que cruzaron el estrecho de
Bering en una sola migracién hace ~12,000 afios (Bada et al.
1984, Nelson et al. 1986). Estos representan la cultura
Clovis distribuida en forma sincrdénica a 1lo largo del
continente (Meltzer 1993). La segunda sostiene una ocupacién
mas temprana (~20,000-30,000 afios), con base en el material

encontrado en los sitios arqueoldgicos de Monte Verde en
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Chile (Dillehay y Collins 1988), Meadowcroft Rockshelter en
Pennsylvania (Adovasio et al. 1983) y Boqueirao do Sitio da
Pedra Furada en Brasil (Guidon y Delibrias 1986) .

Una segunda hipdétesis alternativa, basada en caracteres
linguisticos, dentales y en evidencias genéticas sostiene que
el Nuevo Mundo fue colonizado por tres migraciones separadas
desde el noreste de Asia (Greenberg et al. 1986). La
migracién mas temprana, correspondiente a los amerindios,
ocurridé alrededor de 12000 afios A. P. y dio 1lugar a la
cultura Clovis. Las otras dos migraciones correspondientes a
los na-dene y eskaleut ocurrieron después. Cada una de las
migraciones trajo consigo un lenguaje ancestral que
finalmente origindé muchos lenguajes descendientes.

A.2 Utilizacidén del ADNmt en el estudio de grupos nativos
americanos.

Hace aproximadamente dos décadas, los genetistas
encontraron en el ADNmt un instrumento para explorar 1los
origenes, tiempo de divergencia y patrones de migracién de
los humanos modernos (Cann et al. 1987). La molécula de ADNmt
tiene forma circular y consta de 16569 pares de bases (pb),
organizadas en una regién codificadora y otra no codificadora
(Anderson et al. 1981). La regidén codificadora se caracteriza
porque sus 37 genes carecen de intrones y estan separados por
muy pocos nucledtidos entre si. Estos genes especifican 22
ARNt, 13 ARNm y 2 ARNr (Fig.l). Entre las proteinas
codificadas estadn siete subunidades de 1la deshidrogenasa
NADH, tres subunidades de 1la <citocromo oxidasa, dos
subunidades de la ATPasa y el citocromo b (Anderson et al.
1981, Attardi 1985). Los genes de ARNt estan dispersos entre
los genes codificadores de proteinas y los ARNr forman un
s6lo grupo.
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La regidén no codificadora o control estd formada por
1122 pb y ubicada entre los genes de ARNtP™ y ARNtfer-  En
esta regién se encuentran el origen de replicacién de 1la
hebra H (Anderson et al. 1981, Stephen et al. 1979), el asa D
("D loop") y los origenes de transcripcidén de las dos hebras
(L,HY. E1 asa D es un segmento de ADN ubicado cerca del
origen de duplicacién, y se forma cuando se sintetiza un
corto segmento de ADN de la hebra H, la cual desplaza la
hebra H parental. La regidén control es el area que presenta
mayor tasa de evolucidén (Fig. 1). Esta a su vez presenta dos
segmentos que son mas variables que el resto de la regidn
(Vigilant et al. 1989). El origen de replicacién de la hebra
L estda ubicado en un pequeflo segmento no codificante,
aproximadamente a 5.7 kb del origen de duplicacidén de 1la
hebra H (Anderson et al. 1981).

El ADNmt tiene propiedades Unicas que lo han convertido
en una herramienta muy UGtil para efectuar estudios de
genética de poblaciones y evolucidén porque: 1) su alta tasa
de evolucidn, cinco a diez veces mas alta que la del ADNn
(Brown et al. 1979), permite comparar grupos humanos que
tienen relativamente poco tiempo de separacidén y 2) la forma
de herencia por via materna (Giles et al. 1980) y su aparente
haploidia (Raymond y Lawrence 1985), facilitan los andlisis e
inferencias debido a que en él no existen las ambigltedades
causadas por la recombinacién.
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Figura 1. Organizacién de los genes en la molécula de ADNmt
humano. Esta molécula contiene 13 genes codificadores de
proteinas {tres subunidades de citocromo oxidasa (COI-III),
siete subunidades de NADH deshidrogenasa (ND1-6, ND4L), dos
subunidades de ATPasa (6-6L), y citocrome b (Cyt Db); dos
genes de ARNr (12S y 16S); y 22 ARNt ubicados entre los genes
de proteinas y de ARNr}. Los origenes de replicacién de la
hebra H y L estdn indicados en el interior del circulo. La
seccién aumentada representa la regién control delimitada por
el ARNtP*™ vy ARNt'™, 1la cual muestra los dos segmentos
hipervariables.
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Se han propuesto varias alternativas para explicar la
alta tasa de evolucién del ADNmt. Una de ellas es la
demostracién que la polimerasa de ADNmt es aproximadamente
cinco veces menos exacta en la duplicacidén que la polimerasa
responsable de duplicar el ADN nuclear (ADNn) (Kunkel y Loeb
1981), una diferencia que puede contribuir a la tasa mas alta
de sustitucién en el ADNmt que lo observado para el ADNn
(Brown y Simpson 1982). Esta alta tasa de error en la
duplicacién ha sido claramente observada en un segmento de
catorce pares de bases que contiene homopolimeros de A y C
interrumpidos por una T en la posicidén 16189, al cual se le
ha denominado dominio hipervariable (Horai y Hayasaka 1990),
debido a que cuando ocurre la mutacidén de T-C en la posicidn
16189 el numero de C y A varia (Vigilant et al. 1989, Horai y
Hayazaka 1990, Horai et al. 1993). Otra proposicidén, es la
ausencia de un mecanismo de reparacién eficiente, lo que
provoca una alta incidencia no sdélo de transiciones, sino
también de mutaciones de longitud que se acumulan (Cann y
Wilson 1983). Por lo tanto, ya que la regidén control sélo
lleva su nombre debido a que en ella se encuentran los puntos
de inicio de la transcripcidén de la hebra H y L y el punto de
inicio de la duplicacién de la hebra H, esta area tiene sélo
funciones reguladoras que facilitan 1la ocurrencia de 1los
procesos de duplicacidén, transcripcién y traduccidén. No
obstante, el hecho de que en esta area se formen estructuras
secundarias no es un motivo para que ocurra un alto namero de
mutaciones. Por ejemplo, el ADNmt de plantas evoluciona
rapidamente en estructura, pero lentamente a nivel de
secuencias (Gray  1989). Por consiguiente, quizas la
combinacién de la formacidén de estructuras secundarias, su
exposicién a agentes oxidativos y el hecho de gque no
codifican por ningin producto podrian ser los responsables de
esta alta tasa de mutacidén en la regidén control.
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Hasta la fecha, la blUsqueda de caracteres diagndsticos
que permitan reconstruir la historia evolutiva de los grupos
nativos americanos a nivel del ADNmt, ha estado basada en
procedimientos que permiten detectar los polimorfismos en los
sitios de restriccidn, la variacidén en longitud de la regidn
V y las mutaciones en la regidén control. Para estos estudios
se utiliza como referencia la secuencia publicada por
Anderson et al. (1981). Los genomas mitocondriales que tienen
diferencias o mutaciones con respecto a la secuencia de
referencia se denominan haplotipos independientemente del
método utilizado para su identificacidn (Szathmary 1993). Los
haplotipos que forman una agrupacién en un arbol
filogénetico, porque comparten un descendiente comin, forman
linajes de ADNmt (Szathmary 1993). Esta terminologia es
comin, pero el haplotipo es denominado linaje individual por
algunos estudiosos de este tema, situacidén que confunde a los
lectores (ejemplos en Szathmary 1993, p. 213). Por lo tanto,
en este trabajo se denominarda haplotipo al conjunto de
mutaciones asociadas en los ADNmts, independientemente del

método utilizado para su identificacidn.

Para detectar los polimorfismos de restriccidén se ha
utilizado la técnica de analisis de restriccidn. Esta técnica
es Util debido a que el ADN de algunos individuos varia en
las secuencias de 1los sitios que reconocen las enzimas de
restriccidén. De esta forma se originan fragmentos llamados
"de restriccidén" de longitudes diferentes, los cuales
reflejan las variaciones existentes entre los individuos vy
por lo tanto, son informativos al comparar las diferencias
genéticas entre las poblaciones. Haciendo uso de este enfoque
Wallace et al. (1985) y Schurr et al. (1990) estudiaron las
diferencias presentes en grupos nativos de Norte, Centro y
Suramérica y documentaron que éstos exhiben altas frecuencias
de algunas variantes raras encontradas en Asia, y que los

ancestros de los nativos americanos pasaron por cuellos de
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botella. Posteriormente, Torroni et al. (1992) estudiaron
grupos amerindios y na-dene, y sugirieron que éstos fueron
fundados por dos migraciones distintas que se expandieron en
América en tiempos diferentes. De acuerdo con ellos, la
primera migracidén acarred solamente genomas mitocondriales
asidticos que subsecuentemente evolucionaron en cuatro
haplogrupos especificos de amerindios A, B, C y D. La segunda
migracidén dio lugar a los na-dene y sdblo acarred ADNmts de
los haplogrupos A y B. No obstante, en estudios posteriores
se pPropuso que los na-dene acarrearon sbélo ADNmts
pertenecientes al haplogrupo A (Torroni et al. 1993a,b). Un
estudio muy reciente confirmé la existencia de los cuatro
haplogrupos de ADNmt especificos de los amerindios, pero
también encontraron evidencia para proponer otros haplotipos
fundadores (Bailliet et al. 1994).

Otro de 1los caracteres estudiados, la regidn V, estéa
ubicada entre los genes que codifican la citocromo oxidasa II
y el ARN,'*. Esta delecién se ha identificado principalmente
en poblaciones asiaticas (Wrischnik et al. 1987, Horai vy
Matsunaga 1986), en poblaciones derivadas del este de Asia
(Herzberg et al. 1989) y en poblaciones cuyos ancestros
habitaron el este de Asia, como seria el caso de los
amerindios. La presencia de la delecidén de 9 pb en el Nuevo
Mundo se utiliza como un cardcter diagnéstico para distinguir
uno de los cuatro linajes fundadores propuesto por Torroni et
al. 1992 y Wallace y Torroni 1992. La ausencia de la delecidn
entre los dogrib (na-dene), se cita como evidencia para
sugerir que los ancestros de los amerindios Yy na-dene
llegaron en migraciones separadas (Torroni et al. 1993b). Sin
embargo, la alta frecuencia de la delecidén en los na-dene
Navajo se explica como producto de mezcla racial con grupos
amerindios (Torroni et al. 1992). En 1los amerindios la
delecién ha sido observada en Norteamérica (Schurr et al.
1990, Ward et al. 1991, Torroni et al. 1992) ; en
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Centroamérica (Torroni et al. 1993a, Santos et al. 1994,
Kolman et al. en prensa) y en Suramérica (Horai et al. 1993).

Para determinar las mutaciones en la regidén control del
ADNmt se utiliza 1la técnica de secuenciacidén, 1la cual
consiste en la determinacién de la disposicién de 1los
nucledétidos en un segmento particular de ADN. Se ha
estudiado 1la regidén control porque es la regidén mas
polimérfica del genoma mitocondrial humano (Vigilant et al.
1989, Aquadro y Greenberg 1983, Cann et al. 1984, Horai vy
Hayasaka 1990, Stoneking et al. 1991). La mayoria de 1la
variacidén de esta regidén esta concentrada en dos segmentos
hipervariables (Vigilant et al. 1989) [Fig.l1l]. A la fecha hay
mayor cantidad de estudios realizados en el segmento I de la
regién control debido a que se encontrdé un nimero mayor de
polimorfismos en ciertas poblaciones (Vigilant et al. 1989,
Rienzo y Wilson 1991). No obstante, en estudios recientes se
ha encontrado niveles equivalentes de polimorfismo en ambos
segmentos (Kolman et al. en prensa) y mayor polimorfismo en
el segmento II (Santos et al. 1994). Los estudios realizados
a nivel de secuencias del segmento I de la regidén control de
los nuu chah nulth de Norteamérica (Ward et al. 1991), de
grupos amerindios de Norte, Centro y Suramérica (Horai et al.
1993), de 1los huetar (Santos et al. 1994) y ngdbé de
Centroamérica (Kolman et al. en prensa) y de los mapuches de
Suramérica (Ginther et al. 1993) han demostrado la existencia
de mutaciones especificas que definen cuatro haplogrupos, que
han sido Gtiles en la caracterizacién de las tribus étnicas y
se ha demostrado su correspondencia con 1los cuatro
haplogrupos de andlisis de restriccidén determinados por
Wallace y Torroni (1992). No obstante, estos estudios también
han servido para proponer hipétesis diferentes sobre el
nimero de migraciones y tiempo de llegada de los inmigrantes
a América. Los trabajos de Ward et al. 1991 y Horai et al.

1993, sugieren que una considerable diversidad mitocondrial
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fue introducida durante el tiempo de la colonizacidén inicial
Yy, por lo tanto, no apoyan la hipdtesis de que la formacidn
de 1los grupos étnicos amerindios estuvo necesariamente
acompafiada de un severo cuello de botella genético. Ademas,
Horai et al. (1993), proponen que probablemente ocurrieron
cuatro ondas de migraciones hacia el Nuevo Mundo hace 14000 a
21000 afios atradas y que algunas de las cuatro poblaciones
migratorias pudo haber experimentado alglin grado de cuello de

botella genético.

B. Antecedentes de estudios genéticos en los amerindios de
Panamd y Costa Rica.
La mayoria de los grupos de Panama y Costa Rica son
representantes del phylum linglistico chibcha-paya (Constenla
1991) . En Costa Rica los chibchas estan representados por las

tribus bribri, cabécar, guatuso, huetar (guetar) y brunca

(boruca), mientras que en Panamda estan los guaymi (movere,
ngbdbé), bugle (bokotéd, guaymi sabanero), tiribi (teribe) vy
cuna (tule). Segun evidencia arqueoldgica y genética la

existencia de los grupos chibchas de Panamda y Costa Rica data
de al menos 10000 afios atras (Cooke y Ranere 1992, Barrantes
et al. 1990). La estructura del istmo centroamericano ha
conducido a la hipdtesis de que en él han ocurrido cuellos de
botella y mezclas con Jgrupos que migraban hacia Norte vy

Suramérica.

Las investigaciones a nivel genético, en las poblaciones
amerindias de Panamda y Costa Rica, fueron muy escasas hasta
finales de la década del 70 (Barrantes 1993). Los primeros
trabajos consistieron en el estudio de la variacidén a nivel
de grupos sanguineos y proteinas del suero para caracterizar
algunos grupos chibchas (boruca, bribri, cabécar) (Matson y
Swanson 1965a). Posteriormente, se incluyeron 1los grupos
chocé de Panama (Matson y Swanson 1965b, Matson et al. 1965).



24

Otros investigadores estudiaron a los guaymi de Panamd (Tanis
et al. 1977, Spielman et al. 1979) y Costa Rica incluyendo
ademads proteinas eritrocitarias (Barrantes et al. 1982). En
los resultados de estos estudios se identificaron varias
caracteristicas genéticas que permiten distinguir las
poblaciones chibchas de Baja Centroamérica de los grupos de
Mesoamérica y del norte de Suramérica. Estas son: ausencia
del Di*A en la mayoria de los grupos, altas frecuencias de
TF*D-CHI y 6PGD*C, asi como frecuencias polimérficas de cinco
variantes restringidas a 1la regidén, TPI*2-BRI, TF*D-GUA,
ACP*GUAl, LDHB*GUAl, PEPA*2-KUNA (Barrantes et al. 1990).
Estos resultados apoyaron la hipdétesis de que las tribus de
esta regidén se originaron a partir de una pequeila poblacidn
fundadora y que han tenido un desarrollo in situ, durante un
largo periodo, semejante a lo propuesto por Neel (1977) para

tribus de Suramérica.

Trabajos recientes sobre variacidén genética a nivel del
ADNmt, mediante el uso de las técnicas de secuenciacidén vy
andlisis de restriccidén, demostraron la existencia de una
baja diversidad genética en los grupos chibchas, huetar de
Costa Rica (Santos et al. 1994), los ngdbé de Panama (Kolman
et al. en prensa), bribri, cabécar, teribe, guatuso (Torroni
et al. 1994, Barrantes no publicado). En general, estas
tribus se caracterizan por tener un numero menor de
haplotipos, menor diversidad genética con respecto a 1lo
documentado para los grupos chocdé de Panama (Kolman vy
Bermingham no publicado) y una delecidén de 6 pares de bases,
asociada al haplogrupo A, en el segmento II de la regidn
control del ADNmt (Santos et al. 1994).

C. Las poblaciones cuna.

Actualmente, el origen de los cuna no es muy claro.
Algunos estudiosos del tema proponen que se originaron de los
cueva, una de las tribus encontrada por los espafioles en la
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costa del pacifico de Panama. Asi, por ejemplo, los cueva
aparecen como afines a los cuna en clasificaciones como las
de Greenberg (1987). Segun Constenla (1991) la aceptacidn
despreocupada de esta clasificacidén no se justifica y méas
bien considera que los cuevas pudieron ser en parte choco.
Otros proponen que los cuna inmigraron desde la regidén del
chocé ubicada en el norte de Colombia y ocuparon el
territorio dejado por los cueva (Howe 1986). Romoli (1987),
quien apoya esta UGltima hipdtesis sostiene que la evidencia
histdérica muestra que las tribus de habla cueva
desaparecieron antes de mediados del siglo XVI, y que los
cuna llegaron al Tuira desde Colombia setenta aflos después de
la extincidén de los cueva. Ademas, aduce que la escasez de
datos linglisticos no permite establecer una relacidén firme
entre los cueva y los cuna. También se ha propuesto que los
cuna podrian representar un conjunto de tribus amerindias,
diezmadas durante 1la conquista espafiola, y no una tribu
diferente (Stier 1979). Howe (1978) sugiere que estos grupos
remanentes estuvieron ubicados en un &area de contacto entre
Colombia y Panama, la cual fue habitada por los grupos de
lenguaje chocd en el tiempo de la conquista, lo que conduce a
la posibilidad de que los cuna tienen un origen chocdé o se
han mezclado con ellos. Por otro lado, 1los resultados de
marcadores proteicos (Barrantes 1993), también apoyan de
cierta manera, la hipétesis de que los cuna provienen de
Suramérica. Pero, gran parte del analisis se basdé en 1la

frecuencia e influencia del antigeno Di-a.

A finales del siglo XVI existian cuna en Panamd, pero
fue hasta el =siglo XVII cuando un grupo de misioneros
confirmaron 1la presencia definitiva de éstos en el area
(Torres de Aralz 1981). La presidén de los poblados espafioles
y la inmigracién de los indios chocdé en el sur del Darién
junto con las epidemias entre los colombianos y los cuna del

sur, aisldé una mayoria de la poblacién cuna sobre la costa
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costa del pacifico de Panamd. 2asi, por ejemplo, los cueva
aparecen como afines a los cuna en clasificaciones coma 1las
de Greenberg (1987). Seqan Constenla (1991) la aceptacidn
despreocupada de esta c¢lasificacién no se Jjustifica y més
bien considera que leos cuevas pudieron ser en parte chocé.
Jtros preoponen que los cuna inmigraron desde la regidn del
chocd ubicada en el norte de Colombia y ocuparon el
carritorio dejado por los cueva (Howe 1986). Romoli (1987),
Jiien apoya esta Ultima hipdtesis sostiene que la evidencia
“istdrica muestra que las tribus de habla cueva
Iasapareciercn antes de mediados del sigle XVI, y qQue les
cuna llegaron al Tuira desde Colombia setenta ajfios después de
=z extincidn de los cueva. Ademds, aduce que la escasez ds
dztos linglisticos uo permite establecer una relacién firme
zntre los cueva y los cuna. También se ha propuestc que los
-una podrian representar un conjunto de tribus amerindias,
iiezmadas durante la conquista espafiola, y no una tribu
izferente {Stiex 1979). Howe (1978} sugiere gque estosS grupos
czmanentes estuvieron ubicados en un drea de contacts =sntre
Zslombia y Panamd, la cual fue habitada por los grupcs de
_=nguaje chocd en el tiempo de la conguista, lo gque conduce a
Za posibilidad de que los cuna tienen un origsn chocd a s=
nan mezclado con elleos. Por ctro lado, 1lgs resultados de
—arcadores proteicos (Barrant=as 18%3}, tambiin apoyan de
zierta manera, la hipdtesis d= gquz 10s cuna provienen de
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sramérica. Pero, gran parte del analisis se basd en 1la
Iracuencia e influencia Gz1 artigeno Di-a.

A finales del siglo XVI existian cuna en Panamd, pero
=22 hasta el siglo XVII cuando un grupo de misioneros
czcnfirmareon la presencia definitiva de é&stos en el A&rea
Torres de Aradz 1981). La presidn de los poblados espaiioles

la inmigracién de los indios chocdéd en el sur del Darién
-inreo con las epidemias entre los celombianos y los cuna del

=

~r, aisld una mayoria de la poblacién cuna sobre la costa



25

morta del istmo. Les poblados, ilesos empezaron a acercarse
Mmas a la costa del Caribe y los que se encontraban dispersos
$2 agruparon en las villas (Howe 1986).

A mediados del siglo XIX  los cuna iniciaren
paulatinamente la reubicacién de las villas scobre las 1islas
del archipiélago de San Blas cercanas a la costa. Los motives
para este movimiento, parecen haber sido la realizacién de
comercio, la presién de imsectos, culsbras y enfermedades
(Howe 1986). En su nuevo medio los cuna utilizareca las islas
como dormitories de comunidadss. El agua, los cultives de las
plantas y 1los animales los obtuvisron del continesnte e
incrementaron la explotacidn d2 los recursos marinos para la
obtencidn de proteinas, como alin lo contindan haciende. Junco
con esta expansidn vinieron cambios radicales en la
organizacién social y cultural. La tierra fue tomada como
propiedad privada en los primeros tiempos, las mujeres
abandonaron su funcidén prowminente en 1a agricultura v
~onfeccionarcn aplicaciones complejas (molas) para sus
vestidos y para venderlas como artesanias dentrc y fuera del
pais (Howe 1986)

En la primera dé€cada del siglo XX, la migracidén avanzé
pastante, varias villas se wmovieron y otras continuaron
moviéndose de 1la misma manera uno$ pocos aflos después.
rlgunas villas nunca dejaron la costa (Howe 198483 . Es asi que
unas ocho comunidades se ubican sobre la costa v solamsnte
dcs {Cangandi v Mandinea) estidn emplazadas a2 varios
kildmertros dentro de tierra firme (Howe 1874). El tamafc de
i1os pobladeos varid ampliamente, como aln sucede, dasde una
casa hasta comunidades grandes de varios cientos de miembros.
Los estimados del tamanc de la poblacién y el nimero de
riviendas en las islas indican un rapido crecimiento de 1la
poblacidén cuna. Por ejemplo, Stout 1947, saniala las

siguientes cifras de estimados para la poblacidén cuna de San



27

2las 3080, 7000, 20100 para 1lcos afics 1853, 1874, 1925,
raspectivamente, y documenta una cifra de 20831 para el censc
de 1940. En cuante al nimero de viviendas, por ejemplo, la
isla de Nargana contaba con 40, 100 y 130 viviendas para los
afios 1853, 1873 y 19209, respectivamente (Stout 1947). Pero,
2gtas cifras no séleo indican un crecimiento en el tamafic ds
ia poblacidén de San Blas, s5ino también el incremento de la
migracidén hacia las islas. Estas migraciones Thabian
finalizadec para el afo 1925 aproximadamente (Stout 1947, Howe
1986} . El censo de 1940 es un indicativo de que los cuna dg
San Blas hicieron un ajuste cultural exitoso a las nuevas
condiciones. Este incremento se debe en parte, a las
condiciones mas saludables en las islas gue en el continents
(Stout 1%47). Por otra parte, Howe (1986), ofrece cifras del
tamafio de la poblacidn oficial indigena de San Blas a partir
del ario 1950, pero gue exc¢luyen varios miles del total real,
debido a que el censo del gobiernc excluye a los trabajadorss
amigrantes. Los tamafios de la poblacitén fueron de 17350 =n
1950, 19343 =2n 1860, 23943 en 1870 y 27652 en 1980. E1 tamaflo
de la poblacidn no indigena de San 3las, ubiczda 1z mayor

[¢H]

parte en y alrededor de los limites del pueblic dsl Puerto de
Cbaldia, fue de 736 en 1870 _ de 915 =n 1980.

Log cuna poselan una socisdad matrilineal 2n la cual
muchos aspec¢tos sociales y econdmicos sran dirigidos por el
padre de cada familia (Stout 1947, Hows 1%86). BEst2 sistema

se mantiene aGn, pero su control & impeorcancia s

Iy

ha reducido
desde 13900. La exogamia en las islag es Irscuents, aungus no

th

s tan comin como la endogamia. Existsen pocas uniones
conyugales entre los cuna de las islas v Le¢s de la costa. Los
matrimonios con los negros no son tolerados =n las islas. Audn
cuando se permite la poliginia la mavoria de los hombres son
mondégamos {Stout 1947). Los pocos casos de poliginia estan
usualmente limitados a los jefes o a otros hombres

prominentes. Se prohiben lcos matrimeonios entre hermanos,
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medios hermancs, hermancs de <c¢rianza, tia-sobrino, tio-
sobrina. Los matrimonios entre primos cruzados y paralelos
son infrecuentes, pero algunas veces son justificados por 1la
creencia de que estos matrimonios aseguran un wejor CLrato
para la esposa {(Stout 1847).

Los primeros estudios para conocer la variacidn genética
de l¢os cuna fueron de cardcter cuantitative, basados en
medidas antropométricas (Hrdlicka 1926). Postexriormente, se
hicieron investigaciones de cardctexr cualitative utilizande
sistemas ya referidos de grupos sanguinecs y sistemas de
proteinas y globulinas del plasma (Matson et al. 1965, Matscn
y Swanson 1965b). No obstante, estos estudios tuvieron
ciertas limitaciones técnicas y wmetodoldgicas. En estudios
ulteriores, se incluyeron sistemas de proteinas de 1435
eritrocitos y se detectaron dos polimorfismos privados en 1=
cuna, la ACP-GUA y la PEPA'2KUN (Barrantes 1990). La waria

(ACPB'GUAl) habia sido detectada en los guaymi y sn L1cos
bokota (Tanis et al.1877). Barrantes (18%3) sugierz gZus la
presencia d2 polimorfismo an la ACP-GUZ de astas trss Trious
y su ausencia en las otras tribus podria indicar =ns zslzciin

mids estrecha entre ellas. La PEPL'ZZUN se =za =2ncontrads
también en los bribri, cabécar, guzac
hdemds, Barrantes (1293), sugisrs gus 1z gressaciz 4= pzjas
frecuencias del Diego en los cuma pugds dekberss a Zlujo o
intercambio de genes con ctribus de Suramé&rica, ya Qque la

mayoria de tribus chibchas carecsn 4¢ =512 antigsano.

Los estudies de variacidn genéctica wmsdiance marcadores
proteicos seran muy Utiles paras ccomfararlcs con nuestros
resultados. No obstante, los estudios z nivel de2 ADN, aunque
relarivamente recienteg, han indicads un ndmero mayor de
polimorfismos a nivel del ADN (Nei 1987}. En los cuna se han
iniciado estudics de variacidn gendtica a nivel de ADN,
Torroni et al. (1994) estudiaron a los cuna madiante andlisis
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de polimorfismos de restriccidn y documentaron la presencia
de genomas mitocondriales caracteristicos de uno (A) de laos
cuatro haplogrupos awmerindios. No obstante, esa investigacidn
tuvo ciertas limitaciones metodolegicas. Por ejemplo, las
miestras procedian de una sola isla (Ric Azdcar) y sdélo fus
utilizada la técnica de andlisis de polimorfismos Q=2
restriceidn, la cual provee menor resolucidn que la técnica
de secuenciaciédn. Por tal razdén en el presente estudic se
incluyeron individuos que representaran la distribucidn
geografica actual de los cuna y se utilizaron dos técnicas,
andlisis de restriccidn y secuenciacidén.

Esta investigacidén se realizd de acuerdo ccn 1ics
siquientes objetivos:
D. OBJETIVOS.
Generales:
i- Anaiizar la variacidédn genética del ADNmt d= las

ooblaciones cuna, a partir de la informacidn ootenida

mediante las técnicas de analisis  d& rssTtriccoisn Yy

secuenciacioén.

—~

Z2- Comparar la variabilidad gz==nfctica Sl AXCNos €=l grepo cuna
con la de otros grupos amerindics. Zsntrc » Ifuzra 42 la

regidn de Costa Rica y Panamd, m=diznts harplcogrupos defiridos

por andlisis de restriccidn » secusncizcidn, wmedidas de
diversidad genética, andlisis &= wvariznza molscular ¥y
distribuciones de las difsrsncias =ntrsz gpzar=s de haplotipos

del segmento I de la regidn control
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Especificog:
1- Caracterizar y estimar el grado de variacidén genética del
segmento I de la regidn control del ADNmt del grupo cuna,

mediante medidas de diversidad haplotipica, h, Y
nucleotidicas, 7 y E(v).

2- Comparar los grupos chibchas de Panam& y Costa Rica ngdébé,
teribe, cuna, huetar, guatuso, bribri, cabécar y boruca coan
las tribus waundan y embera de Panama; los maya del norte
Centroamérica; 1los wakiritare, piaroa, macushi y yanomamama
del norte de Suramérica a nivel de haplogrupos de ADNmt
determinados mediante andlisis de restriccidn.

3- Comparar el grado de variabilidad gendética de la regidn
control del ADNmt del grupd c¢una con el de los ngtbé, huetar,
guatuso, cabécar, bribri, bugle, waundan, emberi, nuu chabh
nulth, mapuche y haida mediante wedidas de diversidad
haplotipica, h, y nucleotidicas, #n y E(v).

4- Explorar la posibilidad de encontrar otros marcadores
genéticos en el segmento I de la regidén control del ADNmt ds
los cuna mediante la técnica de sscusnciacién.

5- Construir una red de minima digtanciz "minimum sSpannin
tree" que relacione lcs haplotipos del segmente I de 1
regidn contreol del ADNmt de 1o0& cunag, nglkbf, hustar, nuu chah
nulth, mapuche y haida.

6- Ejecutar un andlisis de variacidn melecular (AMOVA) para
determinar el grado de variacidén intratrigal = intertribal en
estas tribus.

7- Calcular las distribuciones de las diferencias genéticas
entre pares de haplotipos de l1a rsgidn control del ADNmt en
los cuna, ngdbé, huetar y nuu chah nulth.
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MATERIAL Y METODOS.

A. Las poblacionea estudiadas,

Los amerindios cuna habitan tres territorios naturales
2n Panamda: La Comarca de San Blas a lo largo de la Costa del
Caribe, los mérgenes del lago Bayano al este de Panamid y la
vertiente de los rios Tuira y Chucunaque en la provincia de
Darién. La Comarca de San Blas s un vasto territorioc gque
abarca 320000 hectdreas de bosque y 375 islas, de las cuales
aproximadamente S0 estan habitadas. La poblacidén cuna esta
formada por 47300 habitantes (censo de 1930), 67% de 1los
cuales viven en las islas y costas de la comarca, 2,7% viven
en Dariém, 23.%2 % viven en Panamd y 6.78% estdn distribuides
2n oktras provincias de Panam&.

Desde un punto de vista linguiistico, existe un solo
lenguaje cuna, compartido por todos los cuna,
independientemente del lugar donde viven (Torres de Erad:
1981} . Las diferencias de una regién geografica a Stzz son
pocas {(Howe 1574, Howe 1986). Los cuna gue habitan el alle
del Bayano al igual gue los cuna de San Blas han obc=nido
reserva para sus tiecras, perc 1a axistencia ds una fianta
hidroeléctrica en el Bayano -a Icrzads 1z cTeurblicacifn 48
ciertas villas y la wmigracién ¢é= zlgunes zo-rss hRaciz la
capital de Panaméd (Costello 1883, wsii 1883 . Los cuna que
habitan la vertiente del y{0o Chucunague =tiznpen un mwayor
contacto con 108 cuna de 3San Blas que con Iz del Ravano
debido a su proximidad geegrafica (Fig. I . Estcs =tienen
menor contacto ¢on poblacienes no indigenas debids a su
posicidn geogqré&fica, perc carecen de unad raserva oficial. Los
cuna del Tuira son los gque :tienen mener concactc con los de
San Blas {Howe 1974} .

Con la excepcidn de los cuna del Tuira, los cuna han
tenido un wminime grado de mezcla racial con grupos no
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indigenas a pesar del larxgo pericdo de contacto con varies
grupos negros y blancos (Stout 1947). Este bajoc erado de
mezcla racial se corrobord mediante la utilizacidon de seis
marcadores de origen caucdsico y cinco de negros. El grado
maxime estimado de mezc¢la racial potencial fue de 0.03% y el
minime »>0.01 (Barrantes 1933). Por otra parte, existe una
poblacién mineritaria de pocos miles de cuna en varias
comunidades del chocd, en Colombia. Elles han sido sometidos
a presiones de aculturacidn que no se dieron en Panama (Howe
1974) .

B. METODOS

La parte experimental de esta investigacién se realizd
en =1 laboratorio de BRiologia Molecular del Instituto de
Investigaciones Tropicales Smithsonian ubicado en 1la isla de
Naos, en Panamd, y consistid de tres partes principalmencsa:
la recoleccién de muestras, la aplicacidén de técnicas de
laboratorie y el analisis de los rasultados.

B.1. Recoleccidn de muestras.

Un total de 53 musastrzs s& recoclscizron (23 43 sangre v
8 de cabello) de individucs prcczzdantss Z& 1oz sirgsnes del
lago Bayanoc en la provincia Js Fanami, 25 1z vercisntes del
rio Chucunaque en la provincia &= Tarisdn v Jdz 12 isias del
archipiélago de San Blas (Cuadro 1, Fic. I). L3 primsra stapa
de recoleccidn consistid =2n 1z obtancidn ds 26 muestras

procedentes de 15 poblados cuna ubiczdos &n Szn Blas, Darién
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Figura 2. Distribucidn gsogriafica de tres grupos amerindios
chibchas de la parte kaja Ge Centroamérica (parte inferior
izquierda) y ubicacidén de los sitios de muestreo en las
poblacicnes cuna (parts supsrior derecha). Los sitios de
recoleccidn con SuU respactivo numero de muestras estan
representados con letras. Las letras A-N representan las
islas de la Comarca de San Blas, la letra O poblaciones de
los margenes del lage Bayano en la provincia de Panama y las
lecxras P y Q representan poblaciones de la vertiente del rio
CThucunaque en la provincia de Darién.
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v Bayano. Una sequnda etapa €e recoleccidn consistid en 1la
obtencidn de 27 muestras procedentes de cinco islas del
archipiélago de San Blas. En general, con excepcion de la
isla 4e Tupile, el nimero de muestra por cada poblado fue
bajo, disminuyendose asi la posibilidad de obtener individuos
emparentados. Ademas de las dos etapas de recoleccidn
mencionadas, el laboratorio Conmemorativo Gorgas dond 10
muestras de suero procedentes de los miargenes del lago
Bayano. Estas muestras se recolectaron =satre octubre d= 1983
y enero de 1285. Extensiva informacidén Dbiografica fue
recolectada pcr cada individuo, cuando fus posible. El tamaido

m

de 1la muestra poOr etapa 3 Sus respectives lugares d
procedencia aparecen en 21 cuadro 1.

Cuadro 1. Namero de muestras recolectadas y donadas por
poblacién cuna.

Lugar de procedencia etapas de recoleccidn Inst. Gorgas
1 20

-

Islas dé San Blas
Carti-Tupile
Carti-Suitupo
Rio Sidra

Rio AzGcar
Nargana

Isla Tigre
Play®dn Chico
Tupile

Ailigandi
Achutupu
Mamitupu

Ustupu

Mulatupo Sasardi
N. Coetupo
Provincia de Panama
0. Lago Bayano
Provincia de Darién
P. Nurra

Q. Uala

ECPROaRODom@BpUauE»
HiR WP OO N
N
CORAOHRRPRWORODOCO®
[eNoNeoNeNaNoNoRoNGRalel ool

[
)
[
QO

(E
oc
o

Total 26 27 10
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B.2 Aplicacidon de las técnicas de laboratorio.
B.2.1. Extraccidn del ADN.

La extyaccidn del ADN se 7realizd utilizando el
procedimiento de Ward y Jorge, no publicadc. We 10 a 28 ml de
sangre contenidos en tukes €e sistema "Vacutainer® (Recton
Dickisen} ¢on 1.5 ml de la sclucidn anticoagulante ACH se
centrifugaron y se separaren los wlésules rojos y el plasma.
Los residuos de glokulos rojos se lisaron c¢om una solucidn
tampén (SN) de NH,Cl 155 w¥, KHCQ, 10mM y EDTA 0.1 mM, con el
propésito de extrasr mayor cantidad d= Ieucocites y ADN, VY
prevenir la extraccidn de eritrocitos. Los leucocitos se
separaron por centrifugacidén y se rasuspendieron en una
solucién tampdn de NaCl 75mM y EDTA 25mM, a la cual s2 le
afladié® pretainasa K y SDS. La mezcla se incubd a 37°C durants
toda la noche y al dia siguiente se le agragé 1.4 ml de una
gsolucidn saturada de NaCl, se agitd cuidadosamente y se
centrifugé. El sobrenadante se vertid emn un tubo cfnico de 30
ml, se le adiciond etanol abscluto y se mezcléd lentamente
hasta visualizar @1 ADN en forma de fibras blancas. El ADN se
capturd con pipetas Pasteur, =e lavd con etanol al 70%, se
dejé secar a temperacura ambi=rrs vy finalmsnta, s
resuspendid en una solucidn tampdn (TE) de tris i0mMi-pH 5.0,
EDTA 0.1 wM.

El ADN fue aislado d= tusestras de cabzllo mediante la
incubkacién de las raices d2 cszbeailo en una solucidn tampeén
(proteinasa Z\5DS) a £8*C  durante toda la noche.
Posterjiormente, se hicisren cuarro extracciones orgdnicas,
una de fenel, dos de fanol\clorcformo y una de clorafoxme.
Ademas, la c¢apa acugsa fus purificada utilizande filtros
Centricen 180. La extraccidn del ADN a partir de muestras de
suero consistid mn la incubacidén de 100 gl €& suero cen un
volumen similar de buffer de extraccidn 2x (1x=10mM Tris-HCI1,
pH 8.0, 2mM EDTA, 10mM NaCl, 1% SDS, 8mg/ml DIT y 0.4 mg/ml

proteinasa K} a 55°C durante toda la noche. Seequidamente, se
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hicieron 1las extracciones orgdnicas y la purificacidn
mediante filtracidn en Centricon-1G0.

B.2.2. Amplificacidn por PCR.

La PCR es un método iIin vitro de sintesis de 4dcido
nucleico, por el cual un segmento particular del ADN puede
ser duplicado. Esta involucra la wutilizacién de dos
eligonucledtidos gue flanquean el segmento de ADN gue sSe€
quiere amplificar; y ciclos repetidos de desnaturalizacidn
del ADN, hibridacidn de los oligonucledtidos a sus secuencias
complementarias, y extensidn de los oligonucledtidos
hibridizades mediante la ADN polimerasa (Mullis y Faloona
1987, Mullis er =1I. 1986, Saiki 1990). Este es un método
facil de realizar y requiere de muy poco tiempo para obtansr
grandes cantidades de ADN.

Un fragmento de 360 pb del sagmente 1 de la regidnm

control del ADNmt (Vigilant ec al. 1989), sz amplificd
utilizande  concentracionsas igualss ds los siguisntss
cligonucledtidos: L159%97 v HIgL%: f(ward =t =zl. 1321

E]l ADN de una sola hsbra se cihruwld Zigirisngds una de las
hebras del ADN, Que contisnz un gyurs fcsfatz sn posicidn 5°,
con la enzima lambda exs-~Tezsz  Zimcos ERL Higuchi vy
Ochman 1983} . Se& efectuarom docs tircs ds reaccionss de PCR

cada una de las cualsx contenia un cligenucledtido
fosforilado en vosicidén 5'. Cada reaccifn sz llsvd a cabo en
presancia de 0.75 unidades de Thermus acuacicus ADN
polimerasa, (.4 uM de cada oligonucledtido, 67 mM de tris-HCL
(pH 8.8), 2mM de MgCl., ©C.25mM de una wmezcla de les cuatro
deoxinucledtidos trifosfate (ANTPs) ¥y 0.250 pg/ml de BSA. Las
reacciones se efectuaron =n un termociclador (Perkin Elmer-
Cetus, modelo 460) por un periode de 28 ciclos. Las
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condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacién a 94 °C
por 30 segundos, hilkrxidacidén & 57 C por 45 segundos Yy
extensidn a 72 °C por 45 sequndos.

Del producto amplificado 3 pul se sometieron a
electrcforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio
en una solucidn tampén de 0.05M Tris-borato y 0.001M Na,EDTA,
pPE 8.3 (TBE) a B85 voltiocs. Se visualizaron las bandas por
exposicidén a luz ultravioleta y se confirmaron los tamafios y
concentraciones relativas de 1los productos mediante la
comparacion con un marcador de peso moleculax
{8X174/HaeIll). El producto de PCR fue digerido con ¢.15ul de
lambda exonucleasa en un volumen final de 30l a 37 ° C por

30 minutos, a fin de generar ADN de una sola hebra.

B.2.3. Purificacidn, secuenciacion y lectura,

4

Leos productos de la digestidn se purificaron utrilizando

¢

microcecncentradores Centricon-30 (amicon Inc.!.

El fragmento de 380 ©pb (16024-31£283) Zsl segmantc 1 de
la regidn contrel G2 lcs €3 cuna s= sscuencid ucilizanmds 7 oul
del producto purificado. Los oligeonuclzitidcs HiIZ:IL Ward et
al. 1991) y Hls22¢ (5’ ECIETMEITEPETRITICTT R fuaron
utilizados para SACUENCiGY la nabrs Te=zalds Y los
olirgonucledtidos  L133¢7 ward ec  =I. 1%%1), L16191
{5'TCCACATCAPAACCCCCTCC 3| w 12102 | 2'GCZAGCCRCCATGARATATIG
3') fueron utilizados para sscusnciar 1z heorz ligsra de cada

muestra. El nidmero an la designaciin &2l ciigonucledtido
identifica el extremo 3 & zZuerdo a la secuencia de
referencia, mientras que la H y 1a L gdszsignan la hebra pesada
{Heavy} y ligera (Light}, respectivramente. S= uti1ilizd el
sistema de secuenciacidn Seguenase {United States

Riochemical) versidn 2.0.
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Los productos de secuenciacidén se incubaron a 85°%C
durante 5 minutos y se separaron por electroforesis
urilizando geles de poliacrilamida al 6% con urea 7M. El e¢el
fue secade y expuesto a una pelicula fotografica (Kodak X-
OCMAT} durante un periodo de 24-72 horas. Finalmente, 1la
pelicula se reveld utilizande un procesador automdtico {Kodak
RP X-OMAT Processor, modelc M7B), Las secuencias obtenidas
para cada individuo fueron leidas mediante la lectura directa
de la autorradiografia expuesta a una c&mara de luz. Cada
lectura de la secuencia individual se alined v se compard con
la secuencia de referencia (Anderson er al. 1581), mediante
el programa "Mac Vector", asecurdndose de qua todas 1las
sustituciones fueran detegtadas sin awmbigtedad =n ambas
hebras.

Dewido a eque la mutacién de T=C en la posicidn 16189
causa "tartamudeo” de la polimerasa en las 18 secuencias qus
portaban dicha mutacidn, se utilizé un oligonuclsdride
interno “corriente abajo", el cual permitié leer

'_J

as
secuencias en la hebra ligsra entre las posiciones €230
16400.

B.2.4. Analisis de restriccidm.

Se realizdé un andlisis ds cuatro sirios de rsstrigeidn
en 1los 1individues gue Zuercon  secuenciades, a fin de
determinar su presencia v frecuencia. Estes sitios
caracterizan, en forma gsnexal, cuatro haplogrupos de ADNmt
(Torroni et al. 1952). S& amplificarom cuatro segmentos del
genoma mitocondrial para determinar la presencia del sitio
Hae IITI 663 (haplogrupc A); de la delacién intergénica de 9
pares de bases, COII/tRNAlys (haplogrupc K); del sitio Alu I
13262 (haplogrupc C) y 1la ausencia del sitio Alul 5176
{haplosrupe D), Los oligonucledtidos wutilizados en 1z
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amplificacién de 1los segmentos anteriores fueron los
siguientes: L577: H743 (Kolman et al. en preunsal, L13232:
H13393, L08215: HDNB8297 (Ward et ai. 1991) y LO5G8S (5'-
CCTAACTACTACCGCATTCCTAC-3") : 05333 {CCTCGATAATGGCCCATTTGGGC -
3*), respectivamente. Del producto de amplificacidén se
digirieron 10 ul con 10 unidades de la endonucleasa
correspondiente en presencia de 2 ul del tampén apropiado.
Las reacciones se efectuaron en un volumen final de 20 ul
durante toda la noche a 37 °C y la totalidad se separd
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% en
una solucién tampén de TBE corridos a 200 voltics por un
pericdo de 4 a 5 horas. El gel se rifid con bromuro de etidio
{lmg/ml) durante 30 minutos y se determinaron los respectivos
patrones de bandas mediante la exposicidn a luz ultravicleta

Yy se compararon con el marcador de peso molecular
(6X174/Haelll}.

B.3. Analisis de lcs resultados.

B.3.1 Estimacidn de la wvariacidn genética.

La wariacién gsnéticz Jds2l grimer ssgmentc 32 la r=gidn
control del ADMmt (160Gz2-1S3E3 2= 122 cuna ss dez=rmind
mediante dos tipos ds medigas: L& Ziverzidzd Zaglcticica (hj
de Nei y Roychodhury (1%72) <« Zos =m=didas Zg diversidad
nucleotidica n (Nei y Tajima, 1521 , v = - AzTzerson 1278).

La diversidad haplotipica (nj == trczabiiidad ds que

dos alelos escogidcos al azar sean difsrsntss 7y se o=stima de
acuerde c¢on la siquiente férmula:
h= {(1-Ixi)n/n-1
donde:
xi= frecuencia del haplctivo i =2n la muestra.

n= nimero de individucs 2n la muestra.
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La diversidad nucleotidica (w) es el nlmero promedio de
diferencias nucleotidicas por sitic entre dos secuencias
escogidas al azar. Esta es una medida mas apropiada de
polimorfismo para secuencias de ADN y se estima utilizando la
siguiente formula:

= Ix;X,7yy n-1/n
donde :
n= nimerc de haplotipos.
X, ¥ x,= frecuencias de los haplotipos
ith y jth, respectivamente.
¥.,= proporcidn de nucledtidos diferentes entre
los haplotipas ith y jth.

También se utilizé E(v), atendiendo a 1la sugerencia ds
Excoffier y Langaney {1989), que para especular sobre la
historia evolutiva de un grupo debe utilizarse una medida
similar a E(v), la cual es independiente de la frecuencia de
haplotipos, y mide la variabilidad desde muchas generaciones
anteriores. Por el contrario, 7 s6lo mide la variacien de las
generaciones actuales. Para calcular E(v) se utiliza la
giguiente fé6rmula:

E{v)= K/0.577 + log,{n-i) para n>20
donde :

o
[

nimero de sitios pelimorficos
tamailo de muestra

]
[]

B.3.2 Relaciones filogenéticas.

Los haplotipos del segwmento I de la region control del
ABDNmt se relacionaron mediante una red de distancia minima o
"minimum spanning tree® (Excoffier et al. 1992). La unidn de
les haplotipos en esta red es posible porque en algunas
posiciones han ocurrido sustituciones filogeneticamente
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informativas, e5 decir variaciones nucleotidicas que son
compartidas por dos © mas haplotipos (Aquadro y Greenberg
1983} . La distribucién de estos nucledtidos provee la
informacién para el orden de ramificacién en 1la red
filogenética. La red fue comnstruida a mano, siguiendo las
recomendaciones de Excoffier et al. (1992). La construccidn
de la red se inicid con el haplotipc que tiene los sitios
filogenéticamente informativos y sucesivamente se Ffueron
uniendo a €l los demds haplotipos mediante ramificaciones que
simbolizan un nimere minimo de mutaciones. Es posible 1a
construccidén de varias redes, pera el conteo de las
mutaciones a lo largo de la red permitid escoger la red mds
parsimoniosa, es decir, aguella que requisrz un numero minimo
de mutaciones para explicar las relaciones evolutivas entre
los haplotipos. La utilidad de este tipo de representacibn
grifica es que permite realizar analisis filogenéticos
cualitativos de 1los patrones de agrupamientoe de los
haplotipos, y cuantitatives de la variacidn genética dentro v
entre poblaciones utilizando el nGmero de sustituciones a 1lo
largo de la red como una medida de divergencia =wvolutiva
entre dos haplotipos (Excoffzer et al. 1992).

B.3.3 Analigis estadistico.

La variacidén en 1z composicidn genética de diferentes
subdivisiones de agrupacicnes de poblaciones cuna @ se
determind mediante un andlisis de varianza molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992). Se& hicileron varios andlisis en los
que se compararon dos subdivisiones, una de las cuales
incluia poblaciones gue correnian ADNmts pertenecientes al
haplogrupo B y la otra no. rZiZemds, se hicieron comparaciones
entre subdivisiones, en ambas de las cuales se introdujeron
peblaciones que contenian ADNmis pertenecientes al haplogrupo

B o que carecian de &]1. Las agrupaciones con sus respectivos
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tamaiios de muestras aparecen en €l cuadro 2. El AMOVA fus
ejecutado a partir de una wmatriz de distancia métrica
cuadrada euclideana, calculada a partir del nlamero de
mutaciones entre hapletipos a lo largo de la red. La prueba
de significancia se hizo permutando los datos originales 1000

veces.

Cuadro 2: Subdivisiones de agrupacicnes de poblaciones cuna
utilizadas en el anAlisis AMOVA,

‘Carlbe (A-N): Pacifice {0.P,Q)
n=49% n=1¢
Oeste (A-F.®); ‘este (G-N,P,Q);
n= 19 n=44
®este de San Blas (A-F); “este de= San Blas (G-Ni:
n=7 n=42
‘San 8las y Darién {(A-N,P,Q); Bayano (0}
n=51 n=12
"Poblaciones con haplegrupo B (G,H,I,M); poblaciones sin haplegrugs 2
n=3% na=2§
®cste de S5an Blas sin haplegrupa B [(A-F) Bayano sin £l haplozrugs I,
n=7 nelz
‘Oeste de San Blas con haplogrupc B ‘esre de San 8las con hKeplioz. o

{*) Subdiviciones que lucluyer noblaciones qg.e¢ —i0neT 13 felecidr <& 9ob.

Laz leCras A-N corresponder a Zaz izlag de la Comaxzca 48 San Blas (A= Carti-Tugp:tle,
rfo sidra, P=Rie Az(car, EuNardarnd, FaTigre. GePlaysn Chice. Hx=Tupile, Iax-”
K=Mamitupu. L=Ustupo, HM=Hulatupo Sasard{, NaCoetudul La ZetTd I TrrTegpc=de a Baya
a Nurra y tfola, respectivoments.

B.3.4 Distribuciones de las diferencias genéticas entre
pares de haplotipos.

Se estimaron las distribuciones de las diferencias
genéticas entre haplotipos del segmentc I utilizando
programas provistd0s por H. KEarpending y S. Sherxy. La
distribucién de difersncias genéticas, "mismatch
distribution", =se refiere al contea de las diferencias
nucleotidicas entre pares de secuencias dentre de una
poblacién (Rogers y Harpending 19%2). Los histogramas que
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muestran la frecuencia relativa de pares de individuos que
difieren por I sitios en una muestra (donde i=0,1,2,3....)
deberian preservar un registro de las expansiones Yy
separaciones en el pasado remoto (Rogers y Harpending 1992) .
En esta distribucidén un episodio de crecimiento genera una
onda que viaja hacia la derecha, recorriendo una unidad del
eje X por cada 1/2p generac¢iones, donde p es la tasa de
mitacidn. Los estimados de la sxpansidn de las poblaciones se
basaron en la tasa de wmutacidn para el segmento I de la
regién control (5.4 x 10°* por afio) determinada por Harpanding
et al. (19%3). Esto significa gue 1 unidad =5 igual a 1/24,
lo que a su vez representa aproximadamentsg, 9300 afios.

B.3.5 Informacidn utilizada en las comparaciones,

En este apartado, se wmencionaran los grupos gque fueron
utilizados en las comparaciones. No obstante, es imporcants
resaltar que los grupos de mayor interés en este trabajo lo
constituyen los de Panama y <Costa Rica. Los dgrupos de
Norteamérica y Suramérica fueron utilizados en forma mucho
mis &eneral a fin de establecer diferencias con otros grupoes
no chibchas a nivel de nUmerc de haplogrupos, de haplotipos v
medidas de diversidad genética.

Los siete haplotipos de 1los cuna fueron comparados con
los encontrados en otros cuatro grupos amerindiocs: los 28
haplotipes identificados en individuos nuu chah nulth del
Pacifico noroeste (Ward et ai. 1991), los 13 de los mapuche
de Argentina (Ginther et &al. 1993), los 7 de los ngdbé de
Panama (Kolman €t al. en prensa), los 7 de los huetar de
Costa Rica (Santos et al. 1524); y con los 9% de un grupo Na-
dene haida del Pacifico norceste (Ward et al. 1993). Para
comparar la diversidad thaplotipica y nucleotidica se
utilizaron 334 posiciones nucleotidicas comunes a todos los
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estudios (16050-16383). Las mismas s& utilizaron para 1los
andlisis AMOVA y de las distribucicnes de diferencias entre
pares de haplotipos. Las pasiciones polimdrficas 16182-16184
fueron excluidas de les andlisis dedidoc a su asociacidn con
la mutacidn en posicidn 16189 (Horai et al. 1993). Las tribus
mencionadas fueron escogidas para las comparaciones debido a
gque incluyen tamafios de muestras mayores que 25. Sin embargo,
para hacer el andlisis wmas robusto se compard la diversidad
haplotipica de los cuna cen la de los bribri, cabécar, bugle
y guatuso (Barrantes et al. no publicado}, cuyos tamafios de
muestra son menores que 25.

A nivel de anadlisis de restriccidn los cuna [fueron
comparados con tribus no chibchas de Centroamérica (los
maya}l, con tribus de 1la parte norte de Suramérica (1o0s
makiritare, los piliaroa y 1los wacushi), con otros grupos
chibchas de Centroamérica (los bribri, guatuso, cabécar,
teribe, guaymi y cunaz) Yy con una tribu del norte ds
suramérica (los yanomama) cuya filiacidn chibcha alin no &s
clara. La informacién para la realizacidén de esta comparacidn

fue obtenida 4de Torroni =t &I. {(19%3a, 13%2).



RESULTADOS.

A. Caracterizacidn de 1la variacidn en el ADNmt de los cuna.
A.1 A nivel de =ecuencias.

La secuencia completa de 360 sk (16024-16383) del
segmento I de la regidén control del ADNmt se determindé en 63
individucs cuna. Se identificaron sigste haplotipos
caracterizados por 10 sitios polimérficos (Cuadro 3). Los
haplotipos formaron dos grupos, €l A y o1 B, ya definidos =an
estudios anteriores (Ward et &l. 1991, Horal er al. 1993,
Ginther et a1. 1993, Santos et aX. 199%4).

Cuadro 3. Nucledtidos polimérficos, sitios de restriccidn en 21 ADNmt
de los cuna enumarados de acagrdo con anderson 2t al. {(196%). La
identificacidén (ID), nGmero y distribucién geogrifica de las secuencias y
gitiogs de restriccidn se muestra en el ladeo izquierdo. iLecs nucledtidos
polimbriicos y 1lps sitios de restriccién se muestran 2n &l centro vy
derecha. Para los sitios de restriccidn un D y wun 1 indican la ausencia o
presencia del sitio, respectivamente, mientras que para la rtegién V, un 2
indica la pregencia de las dos copias ds 9pb y un 1 la delecién dz una de
las copias. Refiéras= a la figura 2 para les sitios de coleccién.

1111111111
£ 66€568456E6
ID N Luwares de 112222332533 Raelll 9%bp Alul Alul
coleccién 18127%11¢¢ E££3 3272/ 113z62 5176
19733025302 gz382
crTCGCTGELC T
KI 38 A-P, H-L.N-Q ., . T T :A1IC 3 2 Q 1
K3 1 I 3 T T . & & 3 2 D i
K4 H,I,L T i £ oL G L 2 ¢} 1
KS i o T & T T . =36 L8 2 o 1
K7 13 G,H,I G = c 1 g
K21 1 M [ A G 1 ¢ 1
K28 4 H &z E: ¢ 1 0 1

Los haplotipos de los ipdividues que forman el grupo A, se
caracterizan por compartir las siguientes mutacicnes: T en
posicidn 16111, T en posicidn 16223, T en posicidn 16290, A
en posicién 16319 y una C en posicidn 16362; mientras eque los
del grupc B poseen una C en posicidn 161B9 y wuna C en
posicién 16217.
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Los ripos de wutacién se describen para la hebra L. Las
10 wmutaciones fueren de tipo transicidn, ocho ocurrieron

entre pirimidinas y dos entre purinas (Cuadro 4}.

CTuadro 4. NOmero y tipos de mutaciones en el segmento I d=
la regidn control de los cuna.

Tipos de mutacidn N°" observada Frec. relativa
Sustituciones
Transiciones
Pirimidinas
T 4 0.40
C-»T 4 0.40
Purinas
G2 2 0.2C

La sustitucion T-C que ocurre en peszicisn 16182 =5 wuy

peculiar debido a que se dz ds=ntro 2= unad Dorcidn d= 14 pb

cuya secuencia contiene 22, SC, 1T v 4T (Fig. 3/ . AZ02u cudnde
esta mutacidn influve en 1z ccurrsnciz de cotras mutaciones

debido probablesments 3 srrores g2 Zuplicacién  (Horal v
Hayasaka 19590, Vigilant ef al. 1233 =n las secusncias de los
cuna no se logrd distinguir maysr ¢ menRor namsro de bases en

esta regidn.

La distribucien ds las mutaciones 2n la regién contrel es
mostrada en las figuras 3 y 4. Lz mayor parte de 1las
mutaciones se presentaron cerca &el sxcremo 3°' de la regidén

secuenciada.



21 CTGTTCTTTC
41 ACCGUTATET

141 ACTTG2CCAC

201 CAAGUCRAGTA
261 CCTCACCCAC
321 CATTTACCST

+
381 TCAGATAGGG

Tigquva 3. Secuencia de muclsssidce
del 2DNmt . La secuencia s
mestrada en blipgues de 10,

ATGGCOAAGC ACATTIGEGT ACCACCCASG TATTGAUTCA CCCATCAARCA

ATTTCGSTACA TTACTGICAG CCACIATCAR TATTCETACGE TACCATARRT
T | 1

CTGTAGTACA TAAZIACCCA ATCCACATC |&A&ssillCCCTLOCC|ATSETTA

C

CARGCRATCAA CCCTCARCTA TCACACATTA ACTCIAACTC CARAGTTACT
TAGGBTECCA AC:AACCTAC CCACCCTTAA CACTACATAG TACATALRGET
AC;TAGCACA TTACAGTCAi ATCCCTTCTC GTCCCCATGSE gTGACCCCﬁI
GTCCCITGAT CACCATCLTC CGTGAAATC: AgATCCCGCA CAAGACTECT

Los ouclefridos en nesro ubiczds

sustituciones
de recyadra T
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A.2 A nivel de andlisis de restriccien.

Los sitios Gde restriccidn estudiades HaeIII 663, Aalul
13262 y Alul 5176 tuvieron una frecuencia de corte de 71%, 0%
y 100%, respectivamente. La delecidén de 9pb entre les genas
de la citocromo oxidasa II y el ARN'® se presentd en el 71%
de los individuos. La cemeinacicon de estos sities con 1la
presencia o ausencia de la delecidén de 9pb definieron dos
haplotipos (Cuadro 3). El primeroc se caracteriza per la
presencia del sitio Haelll 663, del sitio Alul 35176 y la
ausencia del sitie Alul 13262 y de la delecidn de 9pb. EL
gsegundo se caracteriza paor la ausenciz del sitie Has IIT 663,
del sitio Alul 13262 y la presencia de la delscidn de Spb y
del sitic Alul 5176. Estes decs haplogrupcs coeinciden con
selamente des de les cuatrg propuestos por Tcorroni et al.
(1352} . El haplogrupo A fue observade en 45 (71%) indiwviduos
y el haplogrupce B en 18 (29%). Hube una correspendencia entre
los haplogrupos determinados mediante andlisis de restricceidm
y secuenciacidn {Cuadro 3).

A .3 Relaciones filogenéticas.

Les hapletipos del primer segmento de ia regién control
de la tribu cuna definieron dos grupes, 1los cuales
corresponden al haplogrupa A Y B. Los haplotipos
representados en el grupo A al igual eue aquelics dzl grupo B
se cenectarcon entre si mediante una Gnica mutacidn, mientras
gque los dos haplogrupos estuviercon separados septre si por
nueve mutacicnes (Fig. 6). Los individuos portaderes da
genomas witocondriales del grupo B proced=n an forma
exclusiva de cuatro de las 14 poblaciones islaflas de San Blas
{G,H,I,M) ¥ ninguno de las poblacienes de tierra firme.
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A.4 Analisis estadistico.

El andlisis AMOVA demostrd una diferencia significativa
en la composicidn genética entre las subdivisiones de grupos
de poblaciones cuna al incluir en una de éstas, poblaciones
con haplotipos pertenecientes al grupo B y en la otra no. Sin
embargo, el analisis no reveld resultados significativos al
incluir o excluir en ambas subdivisiones poblaciones con

haplotipos pertenecientes al grupo B (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores de variacidén genética entre subdivisiones
de agrupaciones de poblaciones <cuna. Ver la figura 2
para la ubicacidén de las localidades.

Combinaciones Localidades Variacidén (P)
interpoblacional (%)

Caribe” vs pacifico A-N vs 0-Q 23.56 0.0040
n=49 n=14

Oeste vs este’ A-F,0 vs G-N,P,Q 30.82 0.0010
n=19 n=44

S.B." vs Bayano A-N vs O 22.29 0.0040
n=49 n=12

Oeste vs este de S.B.~ A-F vs G-N 27 .17 0.0080
n=07 n=42

S.B.", Darién vs Bayano A-N,P,Q vs O 20.84 0.0110
n=51 =12

Poblac.” vs otras G,H,I,M vs A-F,J-L,N-Q 46 .31 6.0010
n=35 n=28

Oeste”™ vs este’ S.B. A-H vs I-N 2.00 0.39768§
n=32 n=17

Oeste de S.B. vs Bayano A-F vs O 5.12 0.36368§
n=7 n=12

(S.B.) San Blas.
(*) poblaciones cuna con presencia de la delecidn de Sbp.
(§) resultados significativos.
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B. Comparacidon de la tribu cuma con otras tribus americanas.
B.1l Entre tribus amerindias a nivel de anilisis de
restriccidn.

El cuadro 6 proporcicna um resumen de la comparacidn de
los haplogrupos identificados por andlisis de yestriccidn en
trimus chibchas y no chibchas de Centroamérica y de la parte
norte de Suramérica. Los bribri y cabécar se colocan juntos
debide al gran flujo génico que ha pcurrido entre estos dos
grupos (Baxrantes ef al. 19%0) . El grupo guaymi incluye a los
ngébé, pero por tratarse de informacidén procedente de das
articulos diferentes se ubican por separadeo. A diferencia de
Torronli et a&l. 1924, quienes =&n una wmuestra da 16 cuna
identificaron sdlo ADNmts pertenecientes al haplogrupo &, =2n
el presente estudio se identificaron genomas mitccondriales
pertenacientes a las haplogrupos A y B.

Las tribus chibchas de Centroamérica presentan ADNmLS
perxtenecientes a los haplogrupos A2 y B a excepceidn de los
huetar y les boruca quienes, ademds presentan ADNmts ubicados
en el hnaplogrupoc D. LOs vyanomama no pressntan ADNmts
pertenecientes al hamlogrupoc &, pPero si pertenscientes a los
otros tres haplogrupog (B,C 3 D). &1 iqual gque ios emberi y
waunaan (Xolman y Bermingham, nC Tuklicado), los wmaya y los
macushi pressntan 2ADNmts partsenscientes 2 1os  cuatro
haplogrupos. Ademds los gpizarca 3 los makiritare presentan
ADNmES pertenecientes a tr=:s naplogrupos a pesar de tener
tamanios de muestras pequeips =rn comparacidn con los de los
chischas de Centroamérica.
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Cuadro 6. Frecuencias de los cuatro haplogrupos dé APNmt an

trimus chibchas y no chibchas de Centroamérica y del nerte de
Suramérica.

Grupos Haplogrupos (%)

n a B C ju]
Tribus de Centreoamdrica
No chibchas
Maya 26 53.a 22.0 15.4 1.
Chibchas
Bri-cabécar 21 54 .2 45.8 0 0
Boruca 14 21.4% 71.4 0 7.2
Huetar 27 T70.3 3.7 0 26.6
Guatuso 27 4.0 15.0 Q 0
Teriee 20 40.0 20.0 ] 0
Guaymi T £4.1 31,2 0 o
Ngdks 4R B7.4 32.€ D
Cunal 1% 109 i 0
Cuna?2 63 71.4 25 € [ ]
Tribus del Norte da
Suramexrica
Yanomama 241 D e .7 84,2 29 1L
No chibchas
Piaroa 10 50 ] 11.9 40,0
Makiritare 1D 20 L | 70.8 10.0
Macushi ip 19 290 3.9 43.08

Huetay de acuerdo con Santas et al. 19354

cuna 2 de acusrde cen el prepente entudia.

Noéwé de ’cuerdo con Kelman er al. en Branss.

la infarmamitn do laz otTop ETibup chibrhar do Controamédrica con bepse st Torran: % al. (3:4
Ls Informucidtt de la txibu nava 3 d= las iylbes de SuTamérvica ¢on baBe on Torren: ef AI 13523

B.2 Comparaciones a nivel de secuencias.

A exc=wcidén de ls transicidn Csh, en posicidn 16273,
todas las muataciones idsncificadas =n ias sscuencias de los
cuna han sido documentadas =n orros grupos de zborig=nes
amaricancs {Cuadro 7). Como es de esperar los cuna
compartieron mAs mutacionss con los huetar ¥ ngébé qus con
los grupos ne chibehas. Las se&cuencias K3, ¥4, X5 y K7 han
side &ocumentadas en otrces grupos de amsrindios como se
chsexrvara pesteriormente znn las r=des de minima distancia,
mientras que las secuencias Ki, K21 y K28 no han sido docu-
mentadas .



Cuadra 7. Sustituciones mucleotidicas quz cemparten les cuna cen orras
tribus. Los mimeras indicar  las vesiciones de logs  nucledtidos e
scuerds  cen 1a  s2cuencia  de referencia d¢e Anderson et zl. r381. Bn
1z segunda linea &¢ Mmuestra una secusncia concenso de la
sustituciones ocurridzz en el segmente I dz la regién control del grupo
cuna. Los puntes indicand similitud cen las sustituciones encountradas en
lod cuna, la (] indica ausencia ge 1a sustitucidén, vy otre

nucledtide indica una sustitucisén diferente a la ocurrida en 13
Tuna.

11111 1121 Lk
5 6 6 66 666 6 6
srupa 1122223333
1812721166
1973340182402
Anidersen CTTCGCTGCT
Cuna TCCTATCATC
Huetrar * N N
Ngdbe *© N .N. .
Haida < N N N . N
Nuu chah nulth 9 N N . N
Mapuche * N N . N

a: Santos et al. 19%%4; b: Kolman et al. en prensa; Cc: Ward et
al, 1993; d: Ward et al. 1%91; =: Ginther et al, 1993,

B.2.1l. Comparacidén de la divarsidad genética.

L.os valoras @&a d&ivarsidad haplotipica y nuclestidica
para los grupoes amerindios chibchas y nc chibchas se muestran
en los cuadres B y 9. Los grupos chibchas y el grupc haida
presentan los valores de diversidad mds bajos. Mientras que

les grupos no chibchas prasentan los valores de diversidad
mas altos.
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Cuadro 8. Valores de diversidad haplotipica, namerc de
haplotipos y haplogrupos en tribus amerindias chibchas y no
chibchas.

Grupo Tamafo haplogrupo n0mero de diversidad
(n} presente haplotipos haptetipica {(h}
CHIBCHAS
Cuna 63 A.B o7 G.5%
Ngdhbé 46 A.B o7 0.76
Huetar 27 A,B,D ¢7 0.71
Guatuswe 08 A ca 9.64
Caecer 0B A 02 0.57
Bribri 20 LB ns 0.73
Buglz 14 pS f03:3 0.87
NO CHIBCHAS
Embera %6 A2, lem >_0 2.33
Waundan 32 A,2,0.C =27 3.2
Nuu chah nulth &3 A, B,.CZ.D0 2z 3,82
Mapuche 38 A.B,C.D T3 M S

Cuadro ®. Valores de diversidad nucleotidica y haplotipica
para las poblaciones cuna, ngdbé&, huetar, nuu
chah nulth y haida,

Grupc Diversidad haplotipica Din ' igic
h ™ E{v)

amerindios

Chibchas

Cuna Q.52 0.011 2.1

Ngbbé 0.758 0.013 2.7

Huetar 0.71 0,011 3.1

No chibchas

Embera Q.25 0.017 5.5

Haundan D.21 0.019 7.0

Nuu-Chah-Nulth ©0.85 0.017 5.5

Mapuche 0.%81 0.016 5.0

Na-dene

Haida 0.69 0.007 3.8

h de acuerdo con Nei y Roychodhury 1974.
7 de acuerdo con Nei y Tajima 1981l.
E{V) de acuerdo con Watterson 1975.
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B.2.2 Relaciones filogenéticas.

Ia red de minima distancia (Fig. 5), provee un resumen
grifico de las relaciones sntre 16 haplotipos de ADNmt de los
grupos cuna, ngdbé y huetar. La distribucién de los
haplotipos fue independiente de su ubicacidn geogrdfica. Esta
red consta de dos grupos, principalmente, centrados en los
haplotipos KN y KNH1 que corresponden a 1los haplogrupos A y
B. HY es el Gnico grupc gue representa el linaje D. Hubo tres
haplotipos compartidos por mas de un grupo, KNH, KN, KNHI1;
asi como también haplotipos genéticamente distintos dentro de
una misma tribu, por ejemplo, K5,K28: cuna; N1,N15: ngébé;
H4 ,H11: huetar. El nimero de mutaciones entre la mayoria de
pares de haplotipos denrro de un haplogrupo fue la minima (1)
independientemente de la tribu,.

La red de minima distancia mestrada en la figura 6,
proporciona un resumen grafico de las relaciones entre 59
haplotipos pertenecientes a las cinco tribus amerindias:
cuna, ngoébé, huetar, nuu chah nulth, mapuche; y la tribu na-
dene haida. Esta red esta formada por cuatro agrupacicnas de
haplotipos identificados como =, B, C y D, cada una de 1las
cuales mstd centrada en lcos haplotipoes KNCR, KNEC, CM v CA2,
respectivamente. En general, con exceplilin ds los mapuche, el
grupo A estd@ intsgrado por @l rporcentaje mds alto de
haplotipos de cada tribu, cuna (TLl.<4%}, hustar (70.4%), nglbé
(67.4%), nuu chah nulth ‘4<.4%}, mapuche (15.8%) y haida
{87.5%) . El grupo B =sta formado por altos porcentajes de
haplotipos 4= las tribus mapuche (32.5%), ngdbé (32.8%) vy
cuna (28.6%) y por los porcsntaies mAs bajos de las tribus
huetar (3.7%} ¥ nuu chah nulch (3.2%). El1 grupce C esté
representado por hapleotipos de 1individuos de tres tribus
inicamente, los mapuche (21%), los nuu chah nulth (15%) y los
haida (7.5%). El grupc D estd compuesto por haplotipos de las
tribus nuun c¢hah nulth (33%), hustar (25.9%), mapuche {(23.7%)
v haida {5%). Hubo cuatro haplotipos compartidos por



56

Figura 5. Red de minima distancia en la que se ilustran 1las
relaciones entre 16 haplctipos de tres grupos chibchas. El
tamafie d= cada circulo representa el nimero de individuos por
haplotipo. Los diferentes patrenss de circule representan a
les grupos amerindios: cuna, ngdéb& y huerar. Las linsas gue
conectan los circulos represesntan una mutacidn, excepto donde
se indica el namerc de mutaciones por medioc de wequefias
lineas. Se incluyen los cuatro haplotipos ngébé (Keclman et
al. en prensa), les cinco huetar (Santos et al. 1994). Los
circulocs gque contienen diferentes patrones representan
haplotipes que fueron encontradog en mas de una poblacidn.
Por ejempla, KN representa los haplotipos identificados como
K4 y N4 (Keolman et ai. en prensa), KNH representa 103
hapletipocs identificados comc K5, N7 (Kolman et al. en
prensa) y Hl ({(Santos et 2. 1694) y KNH1 representa 1ps
haplotipos identificades come K7, N13 ({Kolman et al. en
prensal y H1l (Santos et al. 1884}. 1las dos agrupaciones
centradas en los haplotipos TN g rWH1 corresponden a los
haplogrupes A ¥y B, respscrivaments.
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cualquiera de 1las tribus chibchas, los nwu chah nulth y
mapuche, KNC, &M, CM, vy ENHC, asi como haplotipoes
completamente diferentes dentro ge las tribus. Los haida, a
diferencia de 1los grupos amerindios, nc¢ tienmen haplotipos
ubicados &n el grupo B. Tres hapleotipos de 1sos halda fueron
compartidos con los de los amerindicos KNCA, Cal y CA2. El
nimero de mutaciones entre pares de haplotipos vario de
acuerdo con cada grupc. Las diferencias mutacionales son
menores entre los haplotipos que integran los gqrupas 4 y B y
mayores entre las que integran el grupo D.

B.2.3 Andlisis estadistico.

El andlisis AMOVA realizado con base en la red de minima
distancia de la figura 6 permitid estimar los wvalores de
variacién genética entre 1las seis tribus de aborigenss
americanos, entre regiones linglisticamente diferentes (na-
dene y amerindio), entre tribus amerindias chibchas vy 7no
chibchas y entre pares de tribus. Los resultados rewvelaron
diferencia significativa en la variacién genética entre las
seis tribus consideradas. El 12.38% de la variacida se did
entre las tribus y el 80.02% dentro de las tribus, al
considerarlas dentro de una regidn (p<.Q01).

El andlisis en el cual se cocuwpararon 40S regisnes, unad
incluyendo los tres grupos chibchas v 1a otra los dos grupos
amerindios no chibchas indicé un ~.i1% de -rariacidn genética
entre las regiones y 13% gz wvariacidn dentro de las tribus
(p<.001) . Por c¢crro lado, ¢Lros a&anélisis @que también
involucraron dos regiones, una incluyvende Zos na-dene, y otra
todas las tribus amerindias, no reveld ninguna diferencia
significativa (p=.34), sin smbargo, cuando se agruparon todos
los haplotipos de las tribus en un Unico gruoc amerindio y se
compararon con la tribu na-dene se obtuvd 11 % de variacidn
entre las poblacicnes (p<.001).
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Figura 6. Red de minima Adisrancia
entre 55 raplotipos ue LlnCd xipm
indicacicnes sobre szl -
muCaciones son igsnti
los cuatro haplotipes
(Santcs =c sl. 14%4);
cuales se reagistran coma Ch*_‘s, log 1%
les  cualey s¢&  registran camo MI- 12.
decumentados per Heral &t al. 19392, mastradss
mas pequefios; los nucve haidas (Mard et al. i%s2:, 1
come Al-A%. Les circules gue canciemen wvarios
seruencias gue fuercon encontrados &n mES @2 une Crimms.
r2prasenta 1eos hapletipos fdantificados comd K3 v M13
secuencias en Ginther et al. 19331: RNCA reprasents
identificados come K4, X4 (Kolman er al. en prensal,
19%1) y AR {11 en Wavd eor &aI. 19%3}); KNH repregear
igentificades come K5, W7 (Kolaman et al. en prensal -
19884} ; (Al represenkta los hapleotipeos idzarificades
1591 y A7 {8 en Ward et al. 1553
identificados como 2Y {(Ward &r al.

CM representa 1ps haplotipecs ident

Ma&  (=ecumpnciaz 7y 4 en GlnLha:
hamletipos identificados coao K7,
{Santus et al. 19%4) vy 27 [(ward

centradas en les haplotipos XCaA,
haplogrupos A, B, C y D, respesctivamsn®e.
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Los resultados de los andlisis de variacitén genética
entre pares de tribus individuales se muestran en el cuadro
10. Para los analisis cuna/ngébé y ngdbé/huetar p=0.002 vy
0.012, respectivamente, y para los andlisis restantes
p<0.0018. Las diferencias entre las tribus oscilan entre 10%,
para la comparacion de 1los ngdbé/huetar, y 38% para la
comparacién de los mapuche/haida. Las comparaciones entre
tribus chibchas exhibieron variaciones intertribales
escasamente mas bajas gque otras combinaciones des tribus. Por
actre ladeo, aunque el par de tribus que esta geograficamente
mds distante reveld una -wvariacién mayor (mapuche y haida-
38%), la distancia geografica no siempre estuvo
correlacionada con 1a disrtancia genftica. Por ejemplo, la
segunda comparacidn de tribus con distancia gecgrafica mayor,
los nuu chah nulth y mapuche, presentaron uno de los valores
de diferencia genética mds bajos.

Cuadro 10. Valores de variacidn genética intertribal para
seis tribus americanas.

Combinaciones Yalores de variacidn iP)
entre grupos

Ngobé- huetar 9.89 0.0120
Huetar- nuu chah nulth 12.25 <0.0010
Nuu chah nulch- mapuche 13.48 <0.0010
Ngébé- nuu chah nulth 13.72 <0.0010
Nuu chah nulth- haigda 15.27 «0.0010
Cuna- ngdbé 15.88 0.0020
Huetar- haida 1¢.20 <0.00190
Ngoébé- haida 18.56 <0.0010
Cuna- huetar 20.26 <0.0010
Ngbébé- mapuche 21.19 <0.0010
Cuna- nuu chah saulth 21.27 <0.0010
Cuna- haida 24 .77 «0.0010
Cuna- mapuche 26 .27 <0.0010
Huetar- mapuche 27.18 <0.0010

Mapuche- haida 38.11 <0.0010
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B.2.4 Distribuciones de las diferencias genéticas entre
pares de haplotipos.

Las distribuciones d2 las dJdiferencias entre pares de
haplotipos fueron calculadas para leos cuna, ngdbé, huetar,
nuu chah nulth y mapuche (Fig. % vy 10). Todos los grupos
incluyendo a los haida presentados en Kolman et al. (en
prensa) comparten una cresta que va de 6-% unidades d= tiempo
mutacional en sus distribuciones sugiriendo una expangidn
coman hace 84000-56000 afos. Una cresta adicional es
observada en lacs distribucionss de 1los cras grupng chibehas
lo cual sugiere una sequada y mas racisnte sxpansién. Esta
expansién ocurre entre cero y unad unidad ds tiszmpo
rutacional. Cusnde los tres gxupes chibchas son agrupadcs y
analizadeos (Fig. 10), la segunda cresta ocurre &n una unidad
de tiempo mutacional lo que sugiere una expansidn chikbcha mds
reciente, hace aproximadamente 10000 afios.
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Figura 9. Distribucicnes de las diferencias entre pares de
haplotipos de los cuna, ngdbé y huetar. En el eje X se
nmuestra el nimero de las diferencias entre las secuencias y

en 21 eje Y la frecuencia de los pares qus exhibesn un nimero
dado de diferencias nuclectidicas.
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Figura 10. Distribuciones de las diferencias entre pares de
haplotipos de tres tribus chibchas (cuna, huetar y ngobé), de
los nuu chah nulth y los mapuche. En el eje X se muestra el
nimero de las diferemncias entre las secuencias y en el eje Y

la frecuencia de los pares aque exhiben un nimero dado de
diferencias nucleotidicas.
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DISCUSION,

Este estudio muestra que en el sagmento I de la regidn
control del ADNmt de los cuna, hubo Gnicamente mutaciones de
tipo transicidn, ocurridas mds comiGnmente entres pirimidinas
gue entre purinas, y que la distribucidn de las mismas no
ocurrid al azar. Estas caracteristicas confirman lo que se ha
documentado en otros estudios (Horal y Hayasaka 1230, Santos
et al. 1994, Horai et al. 1993, Ginther et &l. 1%%3, Kolman

et al. en prensal.

En un estudio previo realizado mediante anslisis de
restriccidn en 16 cuna, procodentes exclusivamente de la isla
de Rio Azilcar, se identificarcn  Unicamente ADNmts
pertenecientes al haplogrupo A (Torroni et al. 1994}). Los
resultados del presente estudio basados en 63 muestras cuna,
procedentes de 17 poblados diferentes, indican gque 1la
ausencia de ADNmts pertenecientes al haplogrupa B nc fus
debido a pérdida por efectos de deriva genétaica, como 1o
proponen Torroni et al. {(18%4), sino gue refl=ja un musstreo
inadecuado en las poblaciones cuna. No obstanig, aungue &n el
presente estudio se incluysron 63 musgtras., =s£:3s podrian no
representar la wverdadera sxctsusidn  d= 1la diversidad
mitocondrial cuna. Por eljemplo, aungue 5=  identificaron
ADNmts pertenecientes al haplegrupo B, 2stos estuvieron
limitados a s6lo cuatro poplacionss jisleflas. Una comparacidén
de los resultados de ambos trabajos sugiere que, cuando se
intenta caracterizar geniZcicamente las poblacisnes humanas,
es necesario realizar muestreocs mas extensivos, tanto

geografica como numericamanie.

Los cuna, al igual quse corros grupes chikschas wvecinos de
Baja Centroamérica como los ngdbé (Kelman et al. en prensa)l,
los huetar (Santos er al. 1994), los cabgécar, bribri, bugle y

guatuso (Barrantes no publicado), presentaron los valores de
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diversidad haplotipica més bajos. La red de minima distancia
de la figura 6, proves un resumen cualitativo de estas
diferencias. Los cuna, ngdbé4 y huetar zstdn representados por
solamente 16 de los 59 haplotipos. Ademds, con excepcion de
los huetar y boruca, leos grupos chibchas presentan haplotipos
pertenecientes a s8lo dos de los cuatroe  haplogrupes
amerindios, mientras gue los waya, macushi {Torroni et al.
1993a), waundan, emberd (Kolman y Bermingham no publigado),
nuu chah nulth {(Ward et al. 19%9%1) y mapuche (Ginther et al.
1883] presentan haplotipss pertenacientes a los  cuatro
haplogrupos {Cuadrc ¢€}. D& 1igual manera, en las tribus
makiritare v pizaroa se identificaron haplotipos
pertenecientes a L[res haplogrupcs €1 una muestra de s8lo 10
individucs ({(Torroni =t a1. 1993aj] Por otre lado, =l hacho
que los vyanomama Se caracterizaron por la pressncia de
haplotipos pertenecientes a los grupos € y D, y ausencia de
haplotipos pertenecientes al grups A, establece una clara
diferencia entre esta tribu y las tribus chibchas de Baja
Centrocamérica. Las diferencilas entre los yvanomama v una de
las tribus, los guaymi, también fueron notadas por Spielman
et al. (1979), mediante la uCtiiizacidn de marcaaores
proteicos.

La baja diversidad g=néticz de los cuna, también fue
evidentg a nivel nuc e0trldicoe calsulada como un valor gue
mide la wvariacidn de las gensraciones actuales (7] y como un
valor que mide la diversidad d=ssde hnace varias generaciones
E(v). Los cuna presentaren un valor dea 7 correspondiente al
69% del de los muu chah nulth y mapuche y un valor de E(v)
correspondiente al 38 y 42% del de los nuu chah nulth y
mapuche, raspectivamente. Los valores de diversidad genética
para las tribus chibchas fue bajc en comparacién c¢on los
ctros grupos amerindios. Los valores de El{v) reflejan gue 1la
diversidad de los grupos chibchas es un hecho que implica una
historia larga de r=ducida diversidad. Por 1o tanto, es
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difi¢il especular scbkra la constitucidén genética de los
ancestros chilschas antes de su llegada al continente
americano.

La baja diversidad =i 21 ADNmt de los cuna v las otras
tribus chibchas puede reflejar diferencias culturaleg entre
lag tribus. Per ejemple RBarrantes (1993}, documentdé eue la
baja microdiferenciacidn a nivel nuclear en los grupos de
Baja Centroam2rica puede ser explicada en funcién del tipo de
estructura poblacional. La Bbaja microdiferenciacidédn en los
grupes chibchas fue atribuida a patrones de fisidén, seguidos
por fusidén a lo large de lineas familiares. En las tribus
¢hibechas predominan los clanes matrilineales, con excepcidn
de los guaymi cuya estructura es patrilineal (Barrantes
1953). Estas diferencias implican que a nivel de ABPNmt, los
ngdb€ podrian tener valores de diversidad genética mavores
gue 1os otros grupeos chibchas. Nuestros resultades indican
gue los ngdbé, al igual gque las otras tribus chibchas,
presentan bajos valores de diversidad haplotipica (Cuadro 7).
Al parecer, las diferencias en las sstructuras msoblacionales
de los ngebé y laog otros grupos chibchas, no €e manifisstan a
nivel d=1 ADNmt, al menos hasta la fecha. Tampeco 5& dehe
ignorar gu= 1les buglé pressnceron un valor wmas alvto de
diversidad haplotipica, con raspscto, a los otros grupns
chilechas. Esta situacion invita = r=2alizar una revisien mas
exhaustiva de su =structura pcblacional, pues hay gue
recordar que tanto los ngGhbé como 1o0s bugle eran dencminados
guaymi, y es§ posibls gu2 exista confusidn sobre 1las

estructuras peblacicnales de estas dos tribus.

La ®waja diversidad de las tribus chikchas, también puede
reflejar una disminucidén en sug tamanes de poblacidn por
efectos de la congquista suropsa. Las poblaciones amerindias
de Centroamérica disminuyexron drdsticanente después de la
conguista {Newson 1986). Durante la primera mitad del siglo
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XVI, los cambios en 1la cultura de los grupos amerindios
fueron el producto directo de la conguista espafiola y el
resultado indirecto de una disminucidén en el tamaifio de las
poblaciones. Los cambios fueron grandes, pero hubo
variaciones regiocnales en el grado de aculturacidn vy
despoblamiento, 1los cuales estuvieron relacionados con la
distribucién de las actividades espafiolas, la ubicacidn
geografica de los grupos indigenas y la naturaleza de cada
grupo.

La presencia definitiva de 1los cuna en Panamd, es
documentada por un grupo de misionearcs en el siglo XVII (Howe
1586} . Sin embargo, es posible que a finales del siglo XVI,
existiercn algunos poblados cuna =n Panama (Torres dz AraGz
1981). Tambié&n, Rcomoli (1987) afirma que 1os cuna aparecieron
70 aflos después de la extincidon de los cueva, ocurrida
aproximadamente a wediados del sigle XVI. Segin estos
documentes, los cuna parecen no haber tenido un contacto tan
directo con les espalioles durante el siglo XVI, y es posible
que su tamano de poblacidn no fue tan afectado come ocurrid
en otras tribus. Aungue no existe un censo confiable antes de
1950 (Howe 1986}, a mediados del siglo XX los cuna contaban
can una poblacidén que oscilaba, aproximadamente entre 1lo0s
20800 v 30000 habitantes incluyendo las trabajadores
inmigrantes (Stout 1947, Howe 1986). En la actualidad han
alcanzado wuna poblacidén aproximada de ~48000 habitantes
(censc de 1990)

Los guaymi ubicados en las montafias permenecieron
aislados y relativamente poco atectrados, debido a la ausencia
de colonizacidén, wisionsros y otras formas de contacto
directo prolongado en esas areas (Young 1970). Un documento
espafiol de 1709, indicd que los gquaymi (zntre ellos ngCbé y
buglé) sumaban 8,000 en aquel tiempo. En el sigle XX, las
poblaciones ngdébé se han expandido rdpidamente desde 20,000-
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40,000 en 1940 (Gjording 1991, citade por Kelman et al. en
prensa) hasta - 125,000 individuos en 1990 {censo de 19%30).

L.os terike y huetar fueron mds afectados. La poblacién
de los teribe fue dividida por los misioneros espafoles en el
sigio XVII v trasladada una parkte a Costa Ricta, con un
segulimiento de varias enfermedades que contribuyeron a
disminuir su ctamailc de poblacién notablemente (Barrantes
1993}. Los huetar constituian el grupo mids DUMEYOSC Y
poderoso, desde el punto de vista politico vy econdmicc, a la
llegada de los espaficlss (Constenla 1984), perc su poblacidn
se@ ha reducido hasta -~835 habitantes (Tencric 19%88). Es un
grupo con mucha aculturacién 2 hibridacién con grupocs RO
indigenas, situacidn que podria reflejar el gradc dJde
despoblamiento y debilitamiento en la estructura poblacicenal
causada por la conguista espancla y sug efectes. Otros grupos
ralamanquefics, los cabécar y 1los bribri, al igual que los
curia y los guaymi, se mantuvieran en las partes altas del
bosgquae tropical himedo de topografia accidentada, donde las
misionas tuvierch poco o ningin éxito. Estas tribus tuvieron
una disminucidén de sus poblacionss, relativamente baja, y a
partir del siglo XIX iniciaron un ecrecimiento demografico
apreciable (Barrantes 1953).

Una comparacidén de los chibchas ¢on las tribus vecinas
waundan y embasra, ofrsce un panocrama mis clarc. La exisrencia
de las tribus chocd se documenta desde el sigle XVI v XVII.
Una revisidén de Matson y Swanson (1865b), cita un aescrito de
Johnson {1%438), segin sl cual los chocd ofrecieron
considerable resistencia a Balbca y a otros conguistadores,
guienes hicieron una serie de sxploraciones en el drea. Bray
(1984), sugiere qQue los chocé pudiercn haber jugado un papel
de encorms impoxtancia en el intercambio de influencias
culturales entre Panamid y <Colombia durante tiempos
precclombinos. La axistencia de leos checd en Dariénm, para el
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tiempe de la conequista europea, conduce a la idea de que
Sstos, al iqual que las rtribus chibhechasg, debieron estarx
sometides a presiones causadas por la pressncia de les
eurcpeocs en &l area, al menos enfermeadades. Accualmente, las
tribus chocd de Panama SO WENOS nNUMErosas que las tribus
cuna y nedbé&, y es posibkle gue también lo fueron para el
timmpo de la conguista. El hecho de que estos Jgrupos
mantienen una diversidad mitocondrial alta, a pesar de tener
poblaciones con tamafios infericres a los ngdbé y cuna, no
favorece la idea de que las poblaciones chikchas pasaron por
cuelios de botella causados por el eiz=cto de la conguista
eurepea. Per €l contrario, apoya la ideza de quz 1a diversidad
genética baja de los grupos chimchas precedié a la conguista
europea.

En resumen, es posible gue la disminucidn en los tamafios
de las peblaciones de las tribus chocd y chibchas, no fuercn
le suficientemente bajos que facilitaran la pérdida de
diversidad genética por efectes aleatorios. POr lo tantc, es
necesario ser cautelosos al pensar en cuellios de botella
causados por la conquista eurcpea <¢omo una alternativa
pesible para explicar la baja diversidad mitecondrial de los
chibchas.

hungue no hay que ignorar el efecto de la conquista, es
necesario recurrir a otro arqumento esue permita explicar
porque las tribus chibchas, afectadas en forma diferente por
la canquista europea, presentan genomas witoceondriales
pertenaeciences nmaycritariamente, a los haplogrupos A y B.
Pues los hustar y boruca, ademds presentan un numero ksajo de
ABDNmtrg pertenecientes al haplogrupo D. El hecho de que las
ocho tribus chibchas estudiadas, presentan un bajo grado de
diversidad mitocondrial sugiere la ocurrencia de un orxaigen o
causa simultdnea gue dieron cemo resultado esta baja
diversidad genética. La etnogénesis de las tribus ¢hibchas de
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Baja Centreoamérica a partir de una pequeiia poblacién
fundadora, surge como 1la explicacién mas pertinente., Es
posible que la baja diversidad en el ADNmt de las tribus
chibchas, refleje un muestras pequefio de la gran onda de
migracion amerindia y de los ADNmts que dieron lugar a los
haplegrupos caracteristices de éstos. El erigen a partir de
una pequeiia poblacidén, también implica una pérdida mas rapida
de haplotipes por deriva genética a nivel del ADNmt, debido a
su forma de herencia uniparental.

El ani&lisis de las discribuciones da las diferencias
ernitre pares de haploripos, provee un estimado para =1 tismpo
de expansidn de las poblaciones chibchas, la cual &s probahls
que ocurrrera después de la separacidn del grupo proto-
chibcha del resto de los amerindios. La distribucidn de las
diferencias genéticas de los cuna, ngébé, nuu chah nulth vy
mapuche (Fig. 9 y 10), comparten una cresta que se £xtiende
desde 6 a 2 unidades de tiempe mutacional, equivalentes a una
expansién antigua, ocurrida presumiblemente en Asia, hace
84000-56000 afios. Esta se corresponde wuy bien <¢on 1os
estimados de la primera gran expansién de los grupes humanos
hace 80000 a 30000 anes (Harpending et al. 1993).

La distribucidn de las diferencias entre pares de
haplotipes d= los tres grupos chibchas (Fig. 9), reveld una
segunda cresta que sa extiends entre cero y una unidad ds
tiempo mutacional. La ocurrencia de esta cresta en les tres
grupos chibchas sugiere que el origen de estas tribus, a
partir de una  pequesiia poblacién  fundadora, ocurrid
simultaneamente. Un andlisis agrupado de los cuna, huetar y
ngodee (Fig. 10), proves un estimado de hace aproximadaments
10000 afdos, para la expansidn de estos tres grupos chibchas.
Este nimero acarrea un error grande, persa indsterminado, y
debido a gue este analisis es relativamente nuevo, &stos
resultados deberian interpretarse con cautela {(Marjoram Yy
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Donnelly 1994). No obstante, es importante notar, que el
tiempo se ubica dentro del propuesto para la etncegénesis del
tronco linglistico chibcha, hace 10,000-7,000 afios, el cual
fue estimado con base en informacién genética, linghistica y
arqueoldgica (Barrantes et al. 1390, Censtenla 1991, Cooke y
Ranere 1992}).

En la distribucién de 1los na-dene haida, también se
observé una segqunda cresta entre una y dos unidades de tiempo
mutacional (Kolman et al. en prensa), lo cual sugiere que los
na-dene experimentaron una r=duccidn raciente en su tamalio de
poblacién y una expansidn comparable a la de 1los grupos
chibchas. Es interesante notar que los haida v las tribus
chibchas, ademé&s de una segunda cresta, tawbién comparten los
niveles mas bajos de diversidad genética documentados para

los grupos indigenas del nuevo mundo.

ancestria cuna.

La evidencia mitocondrial sugiere con firmeza que los
cuna son de origen chibcha y ne son el resultado de una
mezcla de tribus lingUisticamente diversas. Los grupos
vecinos chocd, a diferencia de los grupos chibchas, exhiben
niveles altos de diversidad mitocondrial Y ADNmt s
pertenecientes a lcs cuatro haplogrupos (Kolman y Bermingham
no publicado). Por consiguiente, la evidencia de ADNmt
degsaprucka la sugerencia de Howe {1978), seglin la cual, los
cuna se formaron a partir de grupos remanentes de habla
chocd, que habitaron en Dariénm y el norte de Colombia durante
un periode despufs de la conquista. Sin embargo, alGn gueda la
posibilidad que 1los cuna repress=ntan una aglomeracidn de
varios grupos de lenguaje chibcha. La informacién de ADNmt
provee evidencia de la ancestria chibecha de los cuna, sélo
por via femenina. La cercania geografica de los cuna a los
chocd, en el pasado y el presante, deja abierta 1la
posibilidad’que en los cuna se puedan identificar origenes no
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chibchag a nivel nuclear. Se hace necesario la realizacidn de
andlisis nucleares para experimentar la hipdtesis de Rowe
(1978)

Desarrolle in situ de los chibchas en Centrcamérica.

Nuestros resultados muestran gque las ocho tribus
chibchas presentaron, mayeritariamente, hapletipos del grupo
A y B, con excepcion de los huetar y boruca que ademds,
presentaron ADNmEs pertenecientes al haplogrupe D. Estas dos
Gltimas tribus pudieron adquirir estos ADNmts por mezcla con
grupos amerindics No chibchas. Sin embargo, el lenguajs €8
una  barrera gue impide la  adquisicidén de  nuevas
constituciones gendticas, tal como 10 propuso Neel (1980) con
base en estudios genéticos de wvarias tribus de Suramérica.
Por lo tanto, parece ser mas probable gue los grupes chibchas
estudiados hasta 1la £fecha han pérdido ADNmts de los
haplogrupe € v D por afactos de deriva genérica.

El hecho de gue se identificaron genomas mitccondriales
pertenecientes al hapioarupe C y D en las tribus amerindias
cercanas a 1los chibchas de 8Saja Csncrreamérica {(maya, waundan,
emberd, piarca, macusni, makiricare v yanomawa), y en las
tribus distantes a éstes {nuu chxzh nulth y mapuche), ademés
de mostrar ausenciz d= mezcla materna en las Muestras Cuna,
refleja una ausencia 3= flujo génico mitocondrial entre los
chibchas y todas =stas tribus. Por consiguiente, nuestros
resultados no apovan la hipdtesis de que el istmo
centroamericanc ha constituido un puente por tiempos
prolongados para culturas procedentes de Norte o Surawérica.
Por el contrario. favorecen la hipétesis de un desarrollo in
situ de los grupos chibchas de Baja Centroamérica.

La singularidad del grupo chibcha es una situacidn
pianteada en estudios genéricos, lingdaisticos
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arqueolégicos, en las cuales se stgiri6 un desarrollc in situ
de los grupos chibchas de Centroamérica y su origen a partir
de una pequeifia peblacidn fundadora.

Los estudios de naturaleza genética, a partir de 1los
analisis cuantitativos basados en dexmatoglifos, permitieron
la identificacién de caracteristicas propias de los grupos
chibcha. Bntre éstas, valores demasiado bajos en la zona
hipotenar y en el recuento total de las lineas digitales

(Barrantes 1993). En 1los andlisis cualitativos basados en
isoenzimas, se& demostrd que los chibchas tienen altas
frecuencias de alqunas variantes, cinco polimeriismes

privados mencionadas en la introduccién y ausencia del
antigeno Di-a {Barrantes et al. 1590). A nivel de ADNmt se
identificé la delecidén huetar, ascciada al haplogrupo A
(Santes 1992} en los cuna, en los ngbbé (Kolman et al. en
prensa), en los bribri, cabécar y boruca (Barrantes no
publicado). El estudio de Torroni et al. (1993a), en los
boruca, bribri/cabécar, guavmi, cuna y otras tribus no
chibchas, corrobord la presencia dsa asta delecidn en grupos
chibchas Tnicamsnte, wmediante la identificacién de 1la
ausencia del sitioc Mspi en posicidn 104. Esta delecidn
también fue enconrrada por Merriwethexr (19%3), en dos
personas de 1a tribu Aymaré de Suramé@rica, pero relacionada
con el haplogrupo D. La ocurrencia de 1la mutacidn en
contextos diferentss, sugiere una ocurrencia en forma
independiente, perc nc descarta la posibilidad de que pueda
ser encontrada en otras tribus amerindias. No obstante, la
consistencia y dlta frecuencia de la delecién huetar en todas
las tribus chibchas de Baja Centroamérica, permiten gque se
utilice cemo una caracteristica propia de éstas tribus.

Por otxo lado, los estudios comparativos Yy
lexicoestadisticos efectuados sobre las lenguas de las
familias chibcha (Constenla 1581, 1985) llevan a la
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cenclusién de que en general, la permanencia de les pueblos
chibchas en los territerios gue ocupaban a la llegada de les
egpafioles data de épocas muy antiguas y gue no hay indicies
de arandes movimientos migratorics, por lo menes recientes.
Be igual manera, los arquedlogos han defendido la ildea de que
el 1stmo centroamericne no debe verse como una simple valvula
entye Nerte y Suramérica. E1 modele propuesto por Cooks
(1986), "patrones de aglutinacidn y fisién en una poblacidn
antigua y distribuida a 1lo largo de l1la regidn®, es €l
predominante en la actualidad. Este moselo da un papel wmenos
decisiva a los contactos, gue de hecho existisron por via
terrestre como wmaritima, <on Las civilizaciones de areas
vacinas. De acusraa con Bray (1%84) los dos hechos gue le
llamaron m&s la atenciédn al llevar & cabo su  examen
argueoldgice y etnoshistdérico de las relaciones entre
Colombla y el sur de Centroamérica, fueron la estabilidad del
area y el tipo de mecanisme predominante de difusién
cultural. Con relagidn al primer aspecto este autor ancta: en
primer lugar, las frenteras =ntyre las provincias culturalss
discretas permanecen congtantes por periodos muy largos. Un
milenio no =g cosa Pocc comun. .. Na sugisro gue nunca hubiera
habide camisios en la fzonteras (¢laramente les hube), sinc
que la =gtabilidad, en vez de la fluctuacidn continua, fue el
esctado normal de las cosas". En cuanto a lo segunde, hace la
siquiente caracterizacidn:"...la estabilidad no significa
aislamiento. Cada &rea comerciaba con sus vecines y, por una
especie de oSsmosis cultural, las técnicas y las ideas eran
absorbidas de una &rea a etra. Este tipo de filiracidn
funcionaba en todas direccienes. Aunque la difusién de
ciertos raseos (como la metalurgia, por ejemplo) fuera
unidireccicnal, la pauta generzl no justifica ninguna
divisidn sigplista en culturas donantes y recipisntes." Como
consecuencia #le estos des hachos, les principales estimules
de la tradicién cultural de las regiones en cuestidén habrian
sido "la adaptacidn y adaptabilidad localss", Yy no les
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contactos cen grupos precedantes de otras areas, pues de
tedos modos, "los indicias sugizren gue las migraciones a
gran escala y las invasiones fueron acentecimientes escasocs vy
que gran parte del contacte de intercambio fue de tipo
indirecro".

Hipotesis sobre el nimero de migracione= a América.

La determinacitn de una diversidad reducida en el ADNmt
de ocho erupos amerindiocs linglisticamente relacionados,
permite discutir la utilidad que &Lienen las wmedidas de
diversidad genética en la detexminacidn del nimero de eventes
de migracidn ocurridos hacia el Nueva Munde. Con base en
evidencias linglisticas, dentales y genéticas, se propusd gue
tres ondas de migracidn fundaron las tres mayoreg divisiones
da los grupos contempordneos del Nuevo Mundo, los amerindios,
na-dene y eskimo-aleut (Greenberg 2t al. 1%86). La hipdtesis
de tres migraciones vrecibidé apoyo reciente proveniente de
estudios de ADNmt, segiin 1os cualas, las diferencias en 1la
diverzidad del ADNmt de los na-dene y amerindios es un
indicative de que astos grupos proviensn de des migracionss
diferentzs {(Torroni es&f af. 1992, Torroni =- & 1. 1992a). Sin
embarge, las canciusiconsgs piasadas tdnicamence en medidas de
diversidad de ADNmt pu=dsn ser mal interpretadas. Por
ejemple, les resultados dsl AMOVA presentzdos aqui, sugieren
que las tribus wmads distantss geograficamente, los nuu chah
nulth y mapuche, £5CAR a2ncre las mas relacionadas
genéticamente. Una consideracidn 4& 1a ubicacidn gzogrdafica
de las tribus estudizdas y de los haplotipes gque cantribuyen
a los valores de sug diversidades gendticas, sSugiere gqua a3
mis probable que la pérdida de ADNmts pertenecientes a les
haplogrupos € y D en 1los chibchas, c¢rean una relacion

artificial entre los mapuche y los nuu chah nulth.
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Al parecer un excesc de simplificacién de los valores de
diversidad mitocondrial fue utilizada para apoyar Ila
hipétesis de tres migracicnes. En el pasade, el subjuego de
ADNmts pertenecientes a los haplogrupcs amerindios gue portan
las tribus se ha utilizado, para identcificar la onda de
migracién a la cual pertenecen. Por ejemplo, la observacidn
gua 105 na-dene presentan haplogrupos de ADNmt A y B (Wallace
y Torroni 19%2) o, mds reclentemente, sOlo ADNmts del
haplogrupo A (Teorroni et al. 19$%3a) fue ofrecido come
evidencia que la¢s na-dens llegaron en und migracidn difsrente
a la de los amerindios, quienes portaron haplogrupes de LDNmC
B, B, C ¥ D. Sin embargo, las tribus cuna, ngdbé, guatuso,
bribri y cabdcar también pcertan uUnicamentce haplogrupos de
ADNmt A ¥y B, y no hay duda de su ancestria am=rindia. Tal
comc se documentd anteriormente {Kolman et al. en prensal, la
evidencia motocendrial sugiere gue 10¢ na-dene y 10s chibchas
pueden representar simplemente un muestreo mds pequefic de la
migracién proveniente de Asia, y que los na-dense no
necesariamente representan un evento de migracién
independiente.
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