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Abstract

It is well known that indigenous mitochondrial hagroups A and C are predominant in the
Dominican Republic and Puerto Rico. Medium netwdridt of sequences of the hypervariable
regions of mtDNA have identified 13 lineages belaggo these haplogroups in Puerto Rico and
20 in the Dominican Republic. Specifically, we hastentified 9 lineages for haplogroup A in
Puerto Rico and 14 lineages in the Dominican Repubf which are 4 shared with Puerto Rico.
In relation to haplogroup C, 4 lineages were foumdPuerto Rico and 6 in the Dominican
Republic, 2 of which are shared with each othee plrpose of this research was to identify the
continental origin of these maternal lineages byglete sequencing (16,569 bp) of mtDNA at
least one of each of these lineages in each cau@tinparing these sequences with mtDNA
lineages of literature by phylogenetic analysisyats found that for haplogroup A2, samples of
Puerto Rico and Dominican Republic had a Mesoamerarigin. In relation to haplogroup C1,
results indicate that lineages Clc and Clb keeposercrelationship with South American

lineages.

Keywords: Mitochondrial DNA, haplogroups , lineagBsierto Rico and Dominican Repubilic.



Resumen

Es bien conocido que los haplogrupos mitocondriméigenas A y C son los predominantes en
la Republica Dominicana y Puerto Rico. Redes mediaconstruidas sobre la base de las
secuencias de las regiones hipervariables del AbCNmtidentificado 13 linajes pertenecientes a
estos haplogrupos en Puerto Rico y 20 en la Re@illominicana. Especificamente, se han
identificado 9 linajes para el haplogrupo A en RueRico y 14 linajes en la Republica
Dominicana, de los cuales comparte 4 con Puerto.Hin lo relacionado al haplogrupo C, se
encontraron 4 linajes en Puerto Rico y 6 en la Bl Dominicana, 2 de los cuales son
compartidos entrsi. El propdsito de esta investigacion fue identifieorigen continental de
estos linajes maternales mediante la secuenciatpleta (16,569 pb) de por lo menos un
ADNmt de cada uno de estos linajes en cada paisombarar estos linajes con secuencias de
ADNmt de la literatura mediante analisis filogenéti se encontré que para el haplogrupo A2,
las muestras de Puerto Rico y Republica Dominigmasentaban un origen mesoamericano. En
lo relacionado al haplogrupo C1 se encontré qudineges de Clb y Clc guardan una relacion

mas cercana con linajes suramericanos.

Palabras Claves:ADN Mitocondrial, Haplogrupos A2 y C1, Linajes, éto Rico y Republica

Dominicana.
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1. Introduccion

El ADN mitocondrial (ADNmt), el cual fue completamte secuenciado por primera vez
por Anderson et al. (1981), es una molécula circada 16,569 pares de bases. Posee
caracteristicas unicas como su herencia por viarmatausencia de recombinacion y una alta
tasa de mutacion (Cann et al. 1987).

El ADNmt posee dos regiones, conocidas como aadife y control. La primera region
contiene 37 genes: 2 de acido ribonucleico ribosdmeRN), 22 de ARN de transferencia
(tARN) y 13 de polipéptidos que son subunidadesedeimas de los complejos de la
fosforilacion oxidativa. La region control, D-loop de 1.1 kb, se extiende desde la posicion
16024 hasta 576, y en ella se encuentran las regjioipervariables | y Il (Bandelt et al. 2006).
Segun Soares et al. (2009), la region hipervarialfl$vVS-1) se encuentra entre las posiciones
16051 y 16400, y la region hipervariable 1l (HV$-éhtre las posiciones 68 a 263. Ademas se ha
reportado la presencia de otra region hipervarigbke se encuentra entre las posiciones 440 y
560, la cual recibe el nombre de region hipervéeidb (Lutz et al. 1996).

La region control ha sido la mas utilizada paradiar migraciones, ya que presenta el
30% de las mutaciones en tan solo el 7% de la maleéd.a mayoria de los haplogrupos pueden
ser identificados a base de la secuencia de sénregpntrol (Graven et al. 1995). Los
haplogrupos se fijan a lo largo de las generaciopessentando una gran importancia para
definir los origenes de las poblaciones humanasgedéa salida de Africa hacia los demas
continentes.

Por lo anterior, se han realizado muchos estutko8DN mitocondrial para determinar
como es la distribucidon poblacional. Estos estudias arrojado que la mayoria de los

haplogrupos son continente-especifico, ya que selencuentran en un solo continente. Las
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poblaciones mestizas presentan haplogrupos peretex a los continentes parentales de la
poblacién. En el caso de Puerto Rico, esto sorafildsanos, europeos y amerindios. Estos
altimos son conocidos como A, B, C, D y un residdicional llamado X (Bandelt et al. 1995;
Lalueza et al. 1997; Stone y Stoneking 1998). Ealiganos estudios se destacan los realizados
en las Antillas Mayores, como es el caso Puertm Ridartinez Cruzado et al. 2005), Cuba
(Mendizabal et al. 2008) y Republica Dominicana i@z Cruzado et al. 2008).
Con el presente estudio se pretende descubgtdaidn existente del ADN mitocondrial

indigena de las islas de Puerto Rico y RepublicaniDicana a base del andlisis de la

secuenciacion completa de algunos linajes pertentas a los haplogrupos Ay C.



2. Justificacion

Al estudiar la arqueologia de Puerto Rico y RepaldDbominicana, se ha encontrado que
la cultura saladoide permanecié mucho tiempo emt®&eco sin que esta cultura se difundiera a
La Espafiola, en donde habia muchas culturas gqeegrahaber evolucionado de las arcaicas,
siendo mayormente cazadores-recolectores.

Cuando por fin la cultura de Puerto Rico se diturad La Espafiola, ya la cultura
saladoide habia desaparecido y lo que hay es uneiacuacical denominada ostionoide. Por lo
tanto, ¢serd esta cultura cacical una evolucioriadsaladoide?, ¢O representa una nueva
migracion hacia Puerto Rico y hacia La Espafiola?

En el 2008 Martinez y colaboradores realizaromnglisis de la region control del ADN
mitocondrial de 560 muestras recolectadas de 4@rmias de la Republica Dominicana para
contribuir al conocimiento de las relaciones gexaétientre los aborigenes de Puerto Rico y La
Espafiola. Los resultados obtenidos demuestraeldwplogrupo A es el mas frecuente, con un
57.8% para Republica Dominicana y un 52.4% parat®rico, seguido de los haplogrupos C,
B y D en ese orden. La diferencia mas notable esetjhaplogrupo C es mas comun en Puerto
Rico, con un 35.6% y solo el 25.2% esta para Regiblominicana.

Sobre la base de lo anterior, se realiz0 una se@eon completa del ADNmt de los
haplogrupos A2 y C1, en donde se seleccionaromigestras que mostraron diferencias para los
linajes encontrados de acuerdo a sus secuenclagetgon control. Algunos de los linajes de la
Republica Dominicana compartian una secuenciaaoriin otros de Puerto Rico, de lo cual se
pudo postular que pertenecian a un mismo linaje.

También, se pudo observar en las redes medianasidds, un haplotipo fundador en

ambos paises del cual se derivaban varios linggs. linaje se considera fundador del Nuevo
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Mundo y se encuentra en Norte, Centro y Sur Amgégoalo cual es posible que haya llegado
de forma independiente a ambas islas. Determinaersenecen a un mismo linaje o no, nos
permitira postular si son o0 no producto de un migmoezeso migratorio. Como algunos linajes se
comparten entre Puerto Rico y Republica Dominica@gpretendié descubrir si ambas islas

presentaban un mismo haplotipo fundador o si unaga isla son derivados del otro.



3. Objetivos
3.1 Objetivo General
» Determinar el grado de relacion existente entrertBuRico y Republica Dominicana
sobre la base de los linajes de los haplogrupog @2.
» Determinar en lo que sea posible el origen contalete los linajes maternales indigenas

de Puerto Rico y Republica Dominicana.

3.2 Objetivos Especificos

» Secuenciar el ADNmt completo (16,569 pb) de 25 itnassseleccionadas de estudios
previos de Puerto Rico y Republica Dominicana pasdinajes de los haplogrupos A2 y
C1.

e Sobre la base de estos linajes, determinar el pjeede ADNmts indigenas para cada
pais que es compartido con el otro.

» Determinar kr para Puerto Rico y Republica Dominicana y tamlgiémelacion a otros
paises.

» Realizar construcciones filogenéticas como arbbilegenéticos y redes medianas del
ADNmt indigena del continente para los haplogrupd y Cl1 de Puerto Rico y
Republica Dominicana, incluyendo secuencias regastale las bases de datos publicas

para asi poder identificar el origen continentalats estos linajes maternales.



4. Revision de Literatura

4.1 El ADN mitocondrial (ADNmt)

El ADNmt posee un alto niUmero de copias por célak estrictamente de herencia
materna y no lleva a cabo recombinacion en la rngei@les et al. 1980; De Francesco et al.
1980).

Desde 1981 se secuencio por completo el ADNmt hoirla secuencia de referencia de
Cambridge (CRS), la cual ha servido para realistuidéos de evolucion humana, genética de
poblaciones y enfermedades mitocondriales. La seta®riginal fue de ascendencia europea,
aunque también contiene algunas secuencias de ADNroélulas Hela (linea celular humana
procedente de un tumor de Gtero) y de bovinos sEsgtauencias fueron utilizadas para completar
los segmentos que faltaban por secuenciar, pashtsiner la secuencia completa del ADNmt
(Anderson et al. 1981).

Andrews et al. (1999) realizaron una nueva secaeidn del CRS, encontrando errores y
polimorfismos raros. Hay 11 posiciones de nucl@&tidn la secuencia original que contiene el
nucledtido incorrecto (CRS de la hebra livianag eBcontré un dupleta de CC en las posiciones
3,106 y 3,107 en la secuencia original, que esalidad un sélo residuo de citosina. Los otros
errores son en la identificacion de pares de basdisiduales y tipicamente implican la
asignacion incorrecta de un residuo de guanina.ebases en los nucleétidos 14,272 y 14,365
resultan de la utilizacion de la secuencia de ADNavino en sitios ambiguos. Hay ademas siete
posiciones en las que CRS original es correctm gende representan alelos polimaérficos raros

(Howell et al. 1992).



4.2 Haplogrupo

Los andlisis con RFLP han permitido la detecciéhl®% al 20% de algunas secuencias
de ADNmt, las cuales han servido para estudioszesils en Asia, Europa y las Américas
(Schurr et al. 1990; Ballinger et al. 1992; Torra@tial. 1993a, 1993b). Sobre la base de lo
anterior, el ADNmt se define por uno o mas polinsonbs que son continente-especifico,
formando los haplogrupos. Un haplogrupo tiene codoagse una variante de nucleotidos
especifica la cual forma grupos de ADNmt que la ganten y que los distingue de cualquier
otro ADNmt. Podemos definirlo como un grupo de b#pbs que comparten un origen
evolutivo en comun, y que pueden distinguirse @sta de los haplotipos por poseer una
mutacion que han heredado de una ancestra evoldivgartida. Por su alta frecuencia, los
haplogrupos se convierten en marcadores genétegsath alcance que pueden inferir el origen
étnico y geografico de los humanos modernos y aosgigTorroni et al. 1993a). Su especificidad
geografica y étnica también indica que estas mutasi surgieron después de la separacion
genética de las poblaciones humanas ancestrakesuldes dieron origen a los principales
grupos étnicos modernos. El mayor de los haplogrug® cada continente suele ser la mas
divergente y, por tanto, el mas antiguo (Torronaletl993a). La edad de un haplogrupo puede
ser estimada por la diversidad genética contenida&ste, la acumulacion de mutaciones en
funcion del tiempo, la formacion de nuevos haptipentro de un haplogrupo y la diversidad
haplotipica resultante (Forster et al. 1996). Lasldgrupos a su vez producen linajes queuson
conjunto de ADNmt relacionados entre si por coniparta asociacion comun y Unica de un

sitio de restriccion que no es observada en étdmt (Torroni et al. 1992).



4.3 Evidencia del ADN mitocondrial a favor del orign africano del ser humano

Las poblaciones africanas se encuentran entrgrioseros grupos humanos que se
analizaron para la variacion del ADNmt por RFLP riB® et al. 1981). Aunque el
procedimiento ejecutado por éstos permite la deteae solo el 2% al 3% de la variacion, mas
del 76% de los ADNmt de Africa (100% de los pigmgas 67,3% de los senegaleses) formé un
polimorfismo antiguo monofilético, el haplogrupo due se caracteriza por una ganancia en el
sitio Hpal en la posicion nucleotidica 3,592 en relacionC&S (Cann et al. 1987). Se han
encontrado mutaciones adicionales que lo han sugdodien los haplogrupos L1 y L2 y el
paragrupo LO. Inicialmente, el haplogrupo L1 seactariza por transiciones en las posiciones
3666, 7055, 7389, 13789, 14178 y 14560, mientrasedinaplogrupo L2 se caracteriza por las
siguientes mutaciones en la region constante: 28266, 9221, 10015 y 13590 (Van Oven
2009).

Los subhaplogrupos contienen menor diversidadosneuropeos y los asiaticos. La
comparacion de la secuencia de divergencia inttapimnal en las poblaciones africanas y no
africanas, confirma que las poblaciones africamasgmtan el mayor grado de diversidad del
ADNmt, un resultado que apoya la hipotesis de qaeafricanos representan el grupo humano
mas antiguo y que todos los seres humanos modgéenes un reciente origen africano (Johnson
et al. 1983; Scozzari et al. 1988). Seguin Sodrak €009), la edad de la variacion de Africa se
estima que fue hace 160.000 afios antes del preseietd@ras que la edad del haplogrupo L se
estimo en 70.000 afios antes del presente. Estoesaxceden sustancialmente las edades de
todos los haplogrupos mitocondriales asiaticos nppmeos que fue de 45.000 afios antes del

presente.



Mientras que el haplogrupo L es el mas prevalgntiivergente en las poblaciones
africanas modernas, no parece que se haya expdmatidolas poblaciones en el Oriente Medio,
Asia y Europa. Los Unicos casos en que los haptogr&dDNmt L se han encontrado fuera de
Africa, son explicables por flujos de genes evehitiente recientes en estas regiones (Chen et
al. 1995).

Otra linea de evidencia que apunta al origen afdcdel ser humano es que se ha
presentado una correlacién negativa entre la ddedsgenética de cualquier poblacion no
africana y su distancia geografica al este de Afriesto se ha confirmado con anélisis de
microsatélites en donde se ha demostrado que tandia geogréafica del este de Africa ha
presentado una disminucion en la diversidad geméliel 85% dentro de las poblaciones
humanas. Esta disminucién de la diversidad con istéantia desde el este de Africa es
consistente con los origenes en el este de Aféctbsl humanos no africanos (Handley et al.

2007).

4.4 Evidencia de migracion por el Estrecho de Bergnde los haplogrupos indigenas

El papel de las costas en dicha dispersion fuerAfdca se ha convertido en objeto de
mayor escrutinio en los ultimos afios, con una alt@lencia que apunta a que han sido
facilitadores de las migraciones (Fix 2005). Lagnaciones ocurridas hacia el Nuevo Mundo
fueron realizadas por el estrecho de Bering desi@ (fkagan 2004). Las poblaciones asentadas
en las costas se han estudiado para determineplarsion inicial hacia el continente americano,
en especial en el proceso de colonizacién de lagrisas desde el extremo noroeste del
continente (Ramachandran et al. 2005). El periogldrdnsicion entre la separacion de los

haplogrupos nativos americanos de sus ancestrascasiy el inicio de su diversificacion y
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expansion en las Américas se estimé en 5000 adagifEes et al. 2008), lo cual implica que la
poblacién proto-amerindia estuvo aislada en ladregie Bering por ese periodo de tiempo en la
Edad de Hielo antes de introducirse de lleno aMdwdundo.

Varias evidencias sugieren que los humanos quesampn a América lo realizaron de
forma distinta, es decir, la colonizacion del Nudkando se produjo en forma tripartita, con tres
poblaciones y linguisticamente diferentes. Estdslgoones son conocidas como los paleo-
indios (ancestro de amerindios), los na-dene, g$osiimales-aleutianos (Greenberg et al. 1986;
Greenberg 1987).

Los primeros estudios de diversidad del ADNmtasedmerindios y na-dene, sugirié que
los amerindios llegaron a las Américas mucho amtieslos na-dene, por lo tanto, se presentaron
migraciones por separado (Shields et al. 1992ronoet al. 1992).

Estudios previos del ADNmt de nativos americare®lan la presencia de una posible
derivacién de cuatro haplogrupos independiented|@déa1995). Por otra parte, utilizando el
rango de las estimaciones publicadas para la tasdivergencia del ADNmt y el grado de
diversidad que se encuentra en los amerindios gena; se comprueba que la diversidad del
ADNmt amerindio era compatible con una colonizacadterior a la cultura Clovis del Nuevo
Mundo (Schurr et al. 1990; Torroni et al. 1992).

Las estimaciones sobre el momento de la llegadéosigrimeros nativos al Nuevo
Mundo, se fundamentan en reportes de restos Osktisog de artefactos de la cultura Clovis,
presentado una evidencia de excavaciones en fexeagroporcionan evidencia de la presencia
humana de hace 15,5 miles de afios (Waters et &Al).2Bn lo relacionado al tiempo de la
colonizacion de América del Sur, Monte Verde enl€ie estima que arqueoldégicamente fue

hace 14,1-14,6 miles de afos (Dillehay et al. 2008)
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Al comparar estos datos con los obtenidos paf&imt de las poblaciones aborigenes
de Siberia, se observd que presentaban haplogfupdadores comunes, pero la radiacion
genética de estos haplogrupos se produjo de fordegpendiente para cada continente (Torroni
et al. 1993a). Esto indica que la diversidad de Haplogrupos de las poblaciones nativas

americanas se produjo desde su llegada a las Aaséric

4.5 Evidencia y caracteristicas de los haplogrupasdigenas.

Algunos estudios han demostrado que las poblazioativas americanas existentes
presentan cinco haplogrupos del ADN mitocondrialDAy X (Schurr 2004). Entre estos
haplogrupos existen algunos que son autoctonos, AB2, Cl, D1 vy
X2a (Bandelt et al. 2003). Se han realizado estudee proponen que hubo una temprana
colonizacion de las Américas por la costa del RaciNorte, y la posterior entrada del
haplogrupo X2a por el Estrecho de Bering (Schu®420

En lo relacionado al haplogrupo X, se encuentraren frecuencia relativamente baja y
s6lo en América del Norte, pero es muy raro eneolatren el oeste de Europa y esta casi
ausente en Siberia (Reidla et al. 2003). Sin egaydrown et al. (1998), confirmaron en sus
estudios que el haplogrupo X esta en las poblasidados nativos americanos y europeos y que
son dos grupos distintos relacionados evolutivamefitsubhaplogrupo de X que entré al Nuevo
Mundo con los amerindios se conoce como el X2a.

Los haplogrupos A-D se encuentran en todo el Nuewdundo
y son frecuentes en Asia, y se sugiere que entrafdduevo Mundo en un solo proceso
migratorio (Merriwether et al. 1995). Ademas smé evidencia de que los haplogrupo A-D y

X2a entraron todos al Nuevo Mundo hace aproximadénts mil a 18 mil afios, por lo que se
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presume entraron todos juntos al Nuevo Mundo. [Est@si porque cada uno de los cinco
haplogrupos tiene una raiz profunda en su artmjdiético cuya fecha se estima en 19 mil a 23
mil afios. Sobre la base de modelos filogenétim<ahlescencia, se obtuvo evidencia que
sugiere que los cinco haplogrupos experimentararo pespués un periodo de expansion
poblacional en el cual la poblacion crecioé a una@aoncien veces mayor hace aproximadamente
15 mil afios (Fagundes et al. 2008).

Cada haplogrupo del ADNmt indigena tiene una tartstica especifica. En el caso del
haplogrupo A se presenta una ganancia pasdll, en donde hay una transicion de A por G en
la posicion nucleotidica 663 (Torroni et al. 1998). haplogrupo A se divide en un haplogrupo
A2, el cual posee 11 subhaplogrupos (A2a-A2k), emde A2a se caracteriza por dos
transiciones de C por T en las posiciones nucleadl6,192 y 3,330. En A2b se presenta una
transicion de T por C en la posicién nucleotidi@éa365 que es reconocible por la pérdida del
sitio Alul en la posicién nucleotidica 11,362. El subhaplpgr A2c se caracteriza por dos
transiciones, T12468C y G14364A. Por otra parsubhaplogrupo A2d presenta una transicion
de C por T en la posicién nucleotidica 6,308 yublheiplogrupo A2e presentan una transicion de
G por A en la posicion nucleotidica 3,316 que alanin sitioHaelll en la posicién nucleotidica
3,315. El subhaplogrupo A2f esta representado partransicion de G por A en la posicion
nucleotidica 13,708 y el subhaplogrupo A2g se taraa por transversion de A por T en la
posicion nucleotidica 7,724. El subhaplogrupo A2béspnta una transicion, G1888A, pero el
subhaplogrupo A2i en la posicidon nucleotidica 3,p08senta una transversion de T por A,
ademas de una posterior insercion de una C. Elaplddrupo A2j presenta una transicion de A

por G en la posicién nucleotidica 11,548 que elamin sitioRsal en la posicion nucleotidica
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11,546. El ultimo haplogrupo el A2k posee una ti@és de T por C en la posicion nucleotidica
3,202 (Achilli et al. 2008).

En lo relacionado al haplogrupo B se distinguela@liminacion de 9 pares de bases que
ocurre entre las posiciones nucleotidicas 8,2728B(Zorroni et al. 1993). En l@ogenia del
haplogrupo B2 se observa cuatro subhaplogrupos {B2al). B2a se define por las transiciones
C16111T y G16483A, mientras que el subhaplogrupo ®2caracteriza por la presencia de una
transicion G6755A. El subhaplogrupo B2c posee umaasicion de A por G en la posicion
nucleotidica 7,241 y fue identificado por la ganande un sitioRsal. En lo relacionado al
subhaplogrupo B2d presenta cuatro transiciones,22@, A4123G, T8875C y T9682C (Achilli
et al. 2008).

Los haplogrupos C y D pertenecen al superhaplogklipel cual presenta una ganancia
del sitio Ddel en la posicion nucleotidica 10,394 y la ganand@& Alul en la posicion
nucleotidica 10,397. El haplogrupo C se caractgrigauna transicion de A por G en la posicion
nucleotidica 13,263, que al mismo tiempo eliminasitio Hincll en la posicién nucleotidica
13,259 y crea un siti8lul en la posicion nucleotidica 13,262 (Torroni etl#193). En cuanto a
haplogrupo C1, el cual se distingue por una transit6,325 y una delecion de las bases 290 y
291, se divide en tres subhaplogrupos, C1b, C1tdy El subhaplogrupo Clb se caracteriza por
una transicién de A por G en la posicion nucleotidt93. En lo relacionado al subhaplogrupo
Clc se presentan dos transiciones de G por A grokisiones nucleotidicas 1,888 y 15,930. Por
ultimo esta el subhaplogrupo C1d que presenta arssition de G por A en la posicién
nucleotidica 7,697 y otra transicion de A por Gaposicion nucleotidica 16,051 (Achilli et al.

2008).
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En el haplogrupo D se presenta una transversidd per A en la posicion nucleotidica
5,178 que elimina un sitidlul en la posicién nucleotidica 5,176. (Torroni et 2993). El
haplogrupo D1 se caracteriza por la transicién g@®CT en la posicion nucleotidica 2,092 y la
transicion de T por C en la posicion 16,325 (Banetedl. 2003).

Por ultimo est4 el haplogrupo X que presenta nmutas en la regién codificante, siendo
una mutacién no sinénima en la posicién nuclecidi8,966 y tres mutaciones sinénimas en las
posiciones nucleotidicas 6,221, 6,371 y 14,470.n#de se presentan tres transiciones en la
region control en las posiciones nucleotidicas 183189 y 16,278. El haplogrupo X se
subdivide en un subhaplogrupo llamado X2a, el eatl definido por cinco transiciones, tres en
la region codificante (8,913, 12,397, y 14,502)0s &n la region de control (200 y 16,213)

(Reidla et al. 2003).

4.6 Estudios en Centro y Sur América

Desde la perspectiva de la historia de la polbtadaseparacion temprana de los andinos
y no andinos, también es consistente con la distidim geografica de las lenguas amerindias. La
poblacion andina se empez6 a extender mas hasiar,esiendo probable que representen los
primeros colonos de la region. La evidencia arqugod sugiere que el tamafo de las
poblaciones humanas era relativamente grandeado te la costa del Pacifico (Dixon 2001),
incluso antes del desarrollo de la agriculturatesoda por los recursos pesqueros. La agricultura
se fue desarrollando y estableciendo a lo larglmsiéndes centrales, otorgando una poblacion
mas densa que culminé en el desarrollo del Impeda (Bellwood, 2001).

Las tribus del este de América Central han preseneventos de cuellos de botella

recientemente, dando lugar a sucesos de expansiblacpnal y una baja frecuencia de
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haplotipos Unicos, pero no tan bajos como en llasstirdel Amazonas (Melton et al. 2007). Los
haplotipos Unicos se refieren a aquellos haplotgues aparecen con frecuencia de uno en una
red mediana.

Los estudios realizados con el ADNmt, el cromosaofjael cromosoma Y y los
autosomas, han presentado una diversidad genéticancgradiente reduciéndose de norte a sur,
consistente con un patron de migraciones en la smmdimeccion (Ramachandran et al. 2005;
Wang et al. 2007; Li et al. 2008).

Estudios craneométricos, en los cuales se angbimgorciones y medidas de elementos
0seos en diferentes grupos étnicos, indican urggeti€iacion importante entre las poblaciones
de Oriente y Occidente de América del Sur (Goul1). La informacién arqueogenética
sugiere una separaciéon temprana de las poblacim#sas con las poblaciones amazonicas. Las
poblaciones andinas se distinguen por un alto rdeeflujo génico y un tamafio poblacional
efectivo grande, mientras que el flujo génico efdeetribus amazdnicas es muy limitado y las
expone a un bajo tamafio poblacional efectivo (W&rad. 2007).

Al comparar las diferentes regiones geograficanghca del Sur muestra la diversidad
genética mas baja en todos los sistemas de maesadmero los datos desfal noroeste de
América del Sur también muestran un aumento deféaedciacion genética, en relacion con
Mesoamérica y los Andes (Yang et al. 2010; Staatlat. 2009). Lo anterior se debe a un evento
de cuello de botella seguido de una expansion pigiolal. Este fendbmeno se presenta porque se
han borrado sefales de crecimiento de la poblaasmel pasado dando lugar a presentar un
tamafio efectivo de la poblacion mucho menor alimalg'Yang et al. 2010).

En lo relacionado a las migraciones en los And@snazonia se han realizado estudios

del cromosoma Y y el ADNmt, apoyandose en dato®ti®s y registros arqueoldgicos. Con
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respecto a las poblaciones andinas, se ha encontragran tamafo efectivo de la regién y un
alto flujo genético entre las poblaciones, dadae puestra una alta variabilidad dentro de la
region y un exceso de alelos raros. También sebBareado que la frecuencia de haplotipos
unicos de HVR-I en cinco tribus andinas, es igualayor que el de todas las tribus de América
Central y la Amazonia (Martinez Cruzado 2010). Bntaste, las poblaciones del Amazonas
muestran una baja frecuencia de alelos raros dedlith@jo tamafio efectivo de la poblacién

causado por el aislamiento y la restriccion dgbflyenético. A su vez la distancia genética entre
las tribus amazonicas es muy alta (Fuselli €2G03).

Wang et al. (2007) realizaron un estudio con 3@bviduos de 22 poblaciones de nativos
americanos, de los cuales 114 eran hombres y 288 raujeres, teniendo en cuenta datos
geograficos y linguisticos de América del Norte,siemérica, los Andes, el noroeste y este de
América del Sur. Se estudiaron STRs como marcaddeeberencia autosémicas y de los
cromosomas X y Y. También se realizé la secueitriage la region contrdD-loop del ADN
mitocondrial. Se encontré una mayor diferenciadénla poblacion en el este de América del
Sur y menor en Mesoameérica y la region andina.drm@isis regionales indican una desviaciéon
del equilibrio mutacion-deriva, al compararlos ¢aexpansion de la poblacion en Mesoamérica
y los Andes y la contraccion de la poblacion enabeste y el este de América del Sur. Estos
datos dan a entender que se presentd una diveagemprana de andinos y no andinos y
sudamericanos, en un periodo de diferencias deriicagale las poblaciones en estas regiones

(Yang et al. 2010).
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4.7 Evidencia arqueoldgica del Caribe
4.7.1 Edad Pre-Ceramica

La primera cultura en la Edad Pre-Cerdmica ent®WRico, la Litica, de la cual hacen
parte los casimiroides, se caracterizaron por eldes pedernal para fabricar herramientas en
piedra, siendo corto-punzantes. Hace 6,200 afos hugares en donde estuvo presente esta
cultura, como Levisa, situada en el sureste de CWbgunos otros hallazgos han sido
encontrados en las costas oeste y sur de La EspaKioho reportarse sitios mas antiguos, se
cree que esta cultura surge con la aparicién deamtigs de navegacion (Rouse 1992).

También se encontré en Belice el uso del pedemaiempos de la Era Arcaica, donde
las regiones habitadas fabricaban herramientasedeappara trabajar el suelo. Por lo anterior, se
propuso que los casimiroides se pudieron habeinadg de dos peninsulas: Yucatan y otra que
ahora esta bajo agua y que se extendia desdeutd frontera entre Honduras y Nicaragua hacia
Jamaica por medio de un archipiélago (Blogue dat3ho

En Puerto Rico, Angostura, y en Venezuela, enuebrda llamada No Carlo, hace
presencia una reminiscencia de una antigua cultimeada y representa una cultura arcaica que
se caracteriza por el uso de trabajar el suelgiEara y el uso de ocre rojo. Después esta cultura
se transforma en la banwaroide, la cual era unt@raubrientada hacia el mar, y se sostenia
mediante la pesca y la recoleccion de mariscoegemhanglares. Se caracteriza por el uso de las
agujas de hueso de pescado, piedras como plonradasdores netos de coral, y el uso de
morteros para la molienda. Al no observarse ningemidencia de pedernal se dice que se

presentd un traslado al norte de las Antillas (2a2610).
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4.7.2 Edad Ceramica
Las principales migraciones de las Antillas e&dmd Ceramica se originaron en la costa
norte de América del Sur hace 2500 afos. Segurdiestuealizados se ha encontrado la

existencia de la cultura saladoide y huecoide.

Las primeras migraciones saladoides reportadasesentaron en Trinidad y Venezuela,
en la Islas de Sotavento y el este de Puerto Rientro de los saladoides existe la subcultura
cedrosana que se caracteriza por diferencias potiiicas, migraciones independientes y
pinturas de ceramica de blanco sobre rojo. La ltwecoide se caracteriza porque sus
ceramicas son sin pintura, estan hechas en bgrresgntan lineas finas, que se encuentran en
forma de inciso entrecruzado. Se realizaban ansuigbcdndor andino que era originario de los
Andes venezolanos. Ambas culturas han sido enctasran Montserrat. Por otra parte, la
industria lapidaria de la cultura huecoide propmrai evidencia de un intenso comercio entre las
islas y América del Sur. Ademas la flora suramewdcay las vajillas de ceramica con
representaciones de la fauna, sugieren que exiateanexiéon mitoldgica, la cual se mantuvo en

el continente (Chanlatte Bail084).

Mucho tiempo después se ha reportado que las ioo@sxentre las islas y América del
Sur disminuyeron, en donde los estilos de vidaciuetistintos. Esta disminucion en la calidad
de la cerdmica dio lugar a otras culturas como dsaitle, suazoide y ostionoide, esta Ultima
presente en Puerto Rico, la cual no presentabaantiobulo con las anteriores. Por lo anterior,
la cultura saladoide, que fue una cultura iguaditafiue sustituida por una sociedad gobernada
por caciques. La cultura cacical ostionoide digalua las subculturas elenoide, en el este de

Puerto Rico, y a la subcultura ostionoide en eteode Puerto Rico. Desde alrededor del afio
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600, esta cultura ostionoide se establecio rapideemen el resto de las Antillas Mayores y las

Bahamas (Rouse 1992).

Luego en los afios 660 se encuentran en La Espl®olzeramicas de las subculturas
melliacan y chicana. Para el afio 800, la ceramitzana fue encontrada en el sureste de La
Espafola y la ceramica de melliacan fue enconteads oeste de La Espafiola, Cuba y Jamaica.
Se ha descrito que la diversidad cultural en Laaksia aumenté drasticamente. Esto se puede
explicar como el resultado de mas migraciones dérfa del Sur, la expansion y la divergencia

de la subcultura Ostionan (Veloz Maggid®91; Rouse 1992).

Concluimos que la evidencia arqueoldgica, sugjerelos primeros pobladores de Puerto
Rico vinieron de la América Central y que fuerogusdos por los banwaroides de América del
Sur. Estas fueron culturas pre-ceramicas que pastemnte recibieron la llegada de culturas

ceramicas con actividades agricolas de alta irdadgirovenientes de América del Sur.

4.8 Prevalencia del ADNmt indigena en Puerto Rico.

En lo relacionado a Puerto Rico, hay evidenciajak la poblacién indigena sufrié una
rapida disminucion durante la colonizacién espafiola

Existe una gran documentacion histérica que detraugae se presentd una importacion
de esclavos americanos en Puerto Rico a partindennplia regidén geogréfica que abarca desde
el norte de México a Brasil durante el periodo a@edbminacion espafiola. Otros estudios
evidencian la presencia de un mayor porcentaje B&Mt de amerindios que de Africa
subsahariana, 61.3% y 27.3% respectivamente. Estoeoa pesar de que el nUmero de mujeres
africanas traidas a Puerto Rico a lo largo de owsigiios, fue mucho mas grande que las mujeres

indigenas. Esto da a entender, que se estuvorprippblado por mujeres indigenas y que se
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presentd un éxito reproductivo que no fue supepadda gran cantidad de mujeres africanas que
lleg6 al pais (Martinez Cruzado et al. 2005).

En Puerto Rico, otra evidencia encontrada a fdeborigen taino del ADNmt seria que
forma grupos filogenéticos apoyados en las redediamas de sus secuencias de HVR que
demuestran diversidad. Ademas, no se presenteanmg@mero de haplotipos aislados, como se
esperaria si representara simplemente migracioosscplombinas provenientes de diversas
regiones continentales (Martinez Cruzado 2010).

Achilli et al. (2008), al estudiar el ADNmt compdedesignaron que los linajes que
presentaban la transicion 493 pertenecian a unonsigvhaplogrupo dentro del haplogrupo C,
Clb. Martinez Cruzado (2010) presentdé 488 muesiga8DNmt de amerindios, de las cuales
104 pertenecian al haplotipo AM79 (Torroni et &93a), y se les denominé como el linaje C-I,
el cual representaba el 21.31% de todos los ADNndridios de Puerto Rico. El linaje C-I
posee la transicion en la posicién 493 que lo ifleatcomo uno perteneciente al subhaplogrupo
Clb. Se lleg6 a la conclusion de que esto reptagmErte de la migraciéon de Sur América a
Puerto Rico, ya que solo se encuentra este hapletigel Amazonas.

Martinez Cruzado (2010) present6é estudios de d@gmecontrol en 122 ADNmts de
origen amerindio siendo una muestra representatévda poblacién puertorriquefia. Fueron
tenidas en cuenta hipotesis sobre migraciones geresua la isla en tiempos precolombinos y
las expansiones poblacionales que ocurrieron. 8eaeon redes medianas identificando 19
linajes maternos, de los cuales 9 de ellos muestiatteristicas consistentes con la llegada a la
isla en tiempos precolombinos, siendo divididostres largos periodos migratorios. Estos 9
linajes componen el 84.1% de todo el ADNmt indigenaPuerto Rico. El restante 15.9% se

distribuye entre los diez grupos filogenéticos mmadicos, los cuales en su mayoria
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representan probablemente el ADNmt amerindio queesi@utdctono de Puerto Rico. Para
determinar la edad de cada linaje se combinaroddasegiones hipervariables, HVR-I y HVR-

Il. Se postul6é que cuatro de los linajes arribagnrtiempos pre-arahuacos, tres linajes arribaron
mas tarde en el periodo de los arahuacos y loslidags restantes sufrieron expansiones
poblacionales poco después de su llegada. Tambigudo detectar que los dos linajes de la

tercera migracion y un linaje del segundo periodgratorio son de origen sudamericano.

4.9 Estudios del ADNmt en Republica Dominicana

Aunque los indigenas habian poblado La Espafaiantki miles de afos, la poblacion
actual es principalmente representada por losaaios y los europeos, quienes desplazaron a los
indigenas dentro de los primeros cincuenta afida delonizacion (Forte 2006). En un estudio
realizado por Martinez Cruzado (2008) se enconti® & 70.9% de todas las muestras tenian
ADNmt de origen africano subsahariano, el 14.8%odgen indigena, y el 14.3% de origen
euroasiatico occidental. La baja frecuencia de ADNe origen indigena levanta la posibilidad
de que gran parte o la mayoria de ellos hayandidesultado del trafico de esclavas indigenas
durante el Periodo Colonial. Por lo tanto no puealecluirse gorima facie que estas personas
sean descendientes de tainos.

Feliciano (2006) realiz6 un estudio donde secueteiregion control del ADNmt de
treinta y dos muestras del haplogrupo A en Repalbbominicana. Ademas, identifico los
haplotipos mas representativos, se calcul6 un tepnpbable de entrada, la diversidad de
nucleodtidos, divergencia genética y el numero dessisegregantesS), Los resultados
encontrados al analizar la red mediana conllevaraientificar seis linajes indigenas, A-1, A-lll,

A-IV, A-VII, A-VIIl y A-IX. Tres de estos linajs, A-lll, A-VIl'y A-VIIl, no se encuentran en
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otros lugares. El linaje A-1 correspondié al hajpotfundador HVR-I del Nuevo Mundo y esta
presente en todo el continente americano. El liAajg fue observado en Puerto Rico y Cuba
(Martinez-Cruzado 2010; Lalueza-Fox et al. 2003)Idrelacionado al linaje A-IX posee una
mutacion que se encuentra en América del Sur (ABies et al. 2000). Con lo anterior, se
demuestra que Republica Dominicana presentd unampeavalencia de ADNmt indigena pero
una mayor diversidad en su haplogrupo A2.

En lo relacionado a la edad de cada haplotipcsBm@ que el linaje A-1ll (16,181) se
presentd aproximadamente hace 12,108 afios deledadl representa un linaje arcaico que se
formo6 en La Espafiola, dado que es unico en lalisklinajes A-IV (16,129) y A-1X (16,266)
presentaron un tiempo estimado de 5,045 afios.dPdirmje A-VII (16,175, 16,259 y 16,300)
posee una edad aproximada de 6,727 afos y el lahjd6,092) llegd aproximadamente 4,484
afos antes del presente. Con estos resultadosegse mferir que se presentaron migraciones

antes de la Edad Ceramica en la Espafiola (Feli@&ad6).

4.10 Haplotipos que comparten Puerto Rico y Repulda Dominicana.

Al estudiar el patrimonio genético de Puerto RycRepublica Dominicana, se tiene en
cuenta que en la edad precolombina se produjo ehocde botella significativo en Centro
Ameérica, presentandose una disminucién poblacignaha alta frecuencia de alelos Unicos
(Yang et al. 2010). Ademas, se ha encontrado unompgrcentaje de ADNmt indigena en
Puerto Rico que en Republica Dominicana. Sin enthdog estudios para el cromosoma Y han
presentado diferencias en su origen, ya que entdP&co es de ascendencia europea y en

Republica Dominicana es mayormente africana (Bryd. 2010).
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Por la edad temprana de las poblaciones del Niewwlo, los haplogrupos especificos
han reducido su diversidad. Del mismo modo, tetrarate, la fecha aproximada de los linajes
gue llegaron a Puerto Rico y Republica Dominicaiempos precolombinos se puede estimar
sobre la base de su diversidad en las islas (Martimuzado 2010).

Como otros paises latinoamericanos, Puerto Riesepta una fuerte asimetria sexual en
el origen continental de su patrimonio genético.libaa paterna es principalmente de origen
europeo, mientras que el linaje indigena se traegmnincipalmente por la linea materna. Por lo
tanto, la realizacién de estudios moleculares deolaacion de su ADNmt ha contribuido al
conocimiento de asentamientos precolombinos quetamido.

Como Puerto Rico y Republica Dominicana pertenesehos a las Antillas Mayores se
ha realizado un estudio de las regiones hiperMasaby II. Estos analisis de ADNmt en las
poblaciones modernas indican que el haplogruposA® enas frecuente en el Caribe. En Puerto
Rico, en los cuales el 61% de la poblacién perienados haplogrupos amerindios, el 52.4%
correspondio al haplogrupo AVértinez-Cruzado et al. 2005). En la Republica Dominicana,
donde el 14.8% eran de origen amerindio, el hapjfagA obtuvo una frecuencia de 57.8% entre
los ADNmt amerindios (Martinez Cruzado et al. 2008)

Al realizar una comparaciéon entre los haplogruges ADNmt indigena entre Puerto
Rico y Republica Dominicana se encontré un totaBddinajes que contienen solamente 70
haplotipos. De los 34 linajes se comparten s6loEsto sugiere que la gran mayoria de las
migraciones del continente hacia estas dos AntMagores ocurrieron por procesos diferentes
gue llevaron mujeres a una u otra isla pero no laaam Sin embargo, no puede descartarse un
escenario en el cual tuvieran un origen comun,e/ygran parte de los linajes mitocondriales se

extinguieran posteriormente en ambas islas, dejasiopocos linajes compartidos. En lo
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relacionado al haplogrupo A2, se encontré una digad de 9 linajes en Puerto Rico, en donde
los linajes A-VIIl y A-1X solo difieren en dos traitiones en sitios de alta variabilidad. En la red
mediana se puede observar que tres haplotipostsodirajes, son los Unicos que Puerto Rico

comparte con Republica Dominicana en el haplogAipdartinez Cruzado et al., 2008) (Figura

1).

703

Figura 1. Red de uniones medianas del haplogrupo A de Rieplibbminicana y Puerto Rico utilizando
secuencias de las regiones HVR-l y HVR-II. Las stiges de Republica Dominicana se representan en
amarillo y las de Puerto Rico en rojo. Los dosldtims mas comunes, representados por los circulos
con mayor area, son compartidos y son parte dedirtispersos por todo el continente americanolaEn
esquina derecha inferior y en la parte centralriofede la red pueden observarse linajes que tienen
diversidad en Puerto Rico y que cuentan con una sulestra dentro de la Republica Dominicana.
Tomado de Martinez Cruzado et al., (2008).

Pero no se sabe cual es el haplotipo hipotétiem epia en intermedio de estos dos
haplotipos. Con la desaparicion de este haplopda muy probable que este haplotipo nunca
haya existido en las islas, esto representariap@on de que existieron distintos linajes
femeninos que migraron a las Antillas Mayores. Adgmel origen continental no se puede
determinar, ya que los haplotipos fundadores deseagis linajes son muy comunes en América

del Norte, asi como en Centro y Sur América.
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En lo relacionado al haplogrupo C1 se realizélusnciacidon de la regién control en 32
muestras de Republica Dominicana y 39 de Puerto. Bn algunas tribus amazonicas se ha
encontrado una mutacion en donde hace falta um ddtirestricciérRsal en la posicion 7013,
gue es determinante en la presencia del linajetgruguenio C-I, otorgandole asi un origen
bioldgico suramericano no-andino. Mas aun, el ha@lofundador de este linaje se encuentra
con una frecuencia mucho mayor que el resto dadpotipos del linaje (Martinez Cruzado et

al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Red de uniones medianas del haplogrupo C1 de Regpubominicana y Puerto Rico
utilizando secuencias de las regiones HVR-l y HVR-Las muestras de Republica Dominicana se
representan en amarillo y las de Puerto Rico em rba secuencia del haplotipo hipotético indicadn

un apostrofe se especifica abajo. A partir dedichplotipo, las mutaciones 493 y 15930 definen los
subhaplogrupos C1b y Clc, respectivamente. EbkipplHVR-I-1I del linaje restante es consistent@ ¢

el subhaplogrupo C1d. Los linajes que se caraetenpor la ausencia de un sitio de restric&éml en

la posicion 7013 y por el haplotipo HVR-I-II 160866189, 16278, 143 son resaltados. Tomado de
Martinez Cruzado et al., (2008)

Se han realizado estudios para el linaje C-I enddoel tiempo de la expansion
poblacional se presentd entre 1195+690 A.P. SedovtuentaS> 7 > 1.5, dondeSrepresenta

el numero de sitios segregante€l niumero promedio de diferencias entre pargjas,nimero
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promedio de diferencias entre una muestra y ebtigplfundador (Forster et al. 1996). El linaje
C-Il esta representado por el haplotipo 16086-16lB878-143 vy, al igual que C-I, parece tener
un origen suramericano no-andino. Igualmente, tienecomin con C-l1 que su haplotipo
fundador se halla en ambas islas, pero sélo Plcm presenta haplotipos derivados, lo cual

sugiere que el linaje es mas antiguo en Puerto @Rieen Republica Dominicana.
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5. Materiales y Métodos
5.1 Poblacién de estudio

Las Antillas Mayores son Cuba, Puerto Rico, ladBsta (con Republica Dominicana y
Haiti) y Jamaica. Puerto Rico es la cuarta islata@mafio, la cual posee una posiciéon central
entre las islas del Caribe Norte. Se localiza dosd 8 y 18.5 grados de Latitud Norte y los 65 a
67.4 grados de longitud Oeste. Esta directameristal de la Republica Dominicana y al Norte
de Venezuela, como 1,000 millas al Sureste de Mikimita con el Mar Caribe por el sur, con
el Océano Atlantico por el norte con el Canal deltana por el oeste y con el Pasaje de Anegada
por el este.

Republica Dominicana se encuentra ubicada erglarrele América Central Insular, con
un territorio de 48,670.82 km2 vy est& localizadieelas coordenadas geogréficas 17° 36 14 -
19° 55 57 de latitud norte y los 68° 19 24 - 72°330de longitud oeste ocupando la parte este de
la Isla de La Espafiola. Los limites geograficos dakmitan su territorio son: al norte, el
Océano Atlantico; al sur, el Mar Caribe; al est€ahal de la Mona y la Isla de Puerto Rico; y al

oeste, la Republica de Haiti.

5.2 Muestras de Estudio

A partir del estudio realizado paviartinez-Cruzado et al. (2008), en donde se
secuenciaron las regiones hipervariables | y Il nagestras de Puerto Rico y Republica
Dominicana, se procedio a seleccionar las muepies los haplogrupos A y C. Se tomé en
cuenta que las muestras representaran distintagedinencontrados y que fueran las mas
representativas para dichos haplogrupos. Para abtesultados confiables y de bajo costo, se

realizo la secuenciacion completa del ADNmt. Sec®bnaron 25 muestras, de las cuales 16
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fueron del haplogrupo A, 9 para Republica Dominicérigura 3) y 7 para Puerto Rico (Figura
4) y las restantes 9 pertenecian al haplogrupo @aré4 Puerto Rico y 5 para Republica
Dominicana (Figura 5). Las muestras se seleccionpoo su diversidad, frecuencia, evidencia
de procedencia, si eran comunes en ambas islasepd® en cuenta que ninguno de los linajes

se hubieran estudiado con anterioridad.
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Figura 3. Red de uniones medianas del haplogrupo A2 paraibRep Dominicana. Las muestras
seleccionadas fueron KE5A, G11, SA8b, L29, PJ04, 022, KB6b y J7. Tomado de Martinez Cruzado
et al., (2008).
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Figura 4. Red de uniones medias del haplogrupo A2 para®&scb. Las muestras seleccionadas fueron
ZC4, AE, MG1, 2410D2, QA4 yoA2. Tomado de Martinez Cruzado et al., (2008).
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Figura 5. Red de uniones medias del haplogrupo C1 parad&icb y Republica Dominicana. Las
muestras de Republica Dominicana se representamarillo y las de Puerto Rico en rojo. Las muastra
seleccionadas fueron IAl, RC3, TEAIXa y MI2 pareeRa Rico, y JC07, NA6a, JC03, GBlay PJ14 para
Republica Dominicana. Tomado de Martinez Cruzadi. £(2008).
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5.3 Amplificacion por PCR

Se amplific6 completamente todo el ADNmt utilizan25 ul de una reaccion de PCR
gue contenia: 9.6 ul de ddH20; 2.5 ul de solucampibn 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI, pH 8.3 a 25°); 3 pl de dNTP (2.5 mM); 1.5 pg®I2 (25 mM); 1.3 ul de cada iniciador (20
KM) (Reider et al. 1998); 0.5 ul de BSA (10 mg/ndl)3 ul Tag ADN polimerasa (5,000 U/mi;
New England BioLabs®); y 5ul de ADN molde. En un termociclador Eppendorf®
(Mastercycler) con el programa PCR Mito 54-35 saizé la amplificacion de los diferentes
segmentos, el cual conllevaba los siguientes pasoa: desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54%CLpninuto, 72°C por 1 minuto y 10
segundos; y una extension final a 72°C por 5 meuRara algunos iniciadores se realizaron
cambios en su temperatura de emparejamiento, @s sleaumentd 2°C para los iniciadores del
segmento 16, y 4°C para los iniciadores del segoEht

Al finalizar la PCR, se realizo una electroforesis gel de agarosa al 2%, en donde se
observaron los productos de amplificacién y se @ampn con un marcador de peso molecular
(PhiX174 ADN digerido conHaelll, 1mg/ml New England BioLabs®). Para observas lo
productos amplificados se realizo tincion con broorde etidio a 0..ug/ml (200 ml ddH20 y 10
pl bromuro de etidio a 10mg/ml) y se visualizé don ultravioleta. Por dltimo se realizé un
registro fotografico con GelDoc-ItTM Imaging Systematilizando el programa Launch

VisionWorksLS (UVP), version 7.0.1.

5.4 Purificacion de Amplicones
Se llevd a cabo el protocolo del kit de purifiéacde productos de PCR de alta pureza de

Roche Diagnostics Corp®, versién 14.0. Se tomo 28liproducto de amplificacion y se agregé
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125ul de Binding Buffer y se mezcld bien. Luegoasadié a un tubo con filtro, el cual esta

sobre un microtubo colector de 1.5ml, se centrifpgbl minuto a velocidad maxima. Luego, se
transfirié lo obtenido al tubo con filtro y se Wirtuna vez mas sobre el filtro y se centrifugd. Se
descart6 el contenido del microtubo colector yesafladié 500ul de Wash Buffer al tubo con el
filtro. Nuevamente, se centrifugé por 1 minuto &200rpm y se procedid a descartar el producto
obtenido. Después se afadiéo 200ul de Wash Bufferbal con filtro y se centrifugd a 11,200

rpm por 1 minuto. Se descartd el microtubo colegtlr obtenido en él, y se coloco el tubo con
el filtro en otro microtubo de 1.5ml y se dej6é seaademperatura de salén por 5 minutos. Se
afiadio 50 pl de Elution Buffer, se dejé reposar paminutos a temperatura de salén y se

centrifugd por 1 minuto a 11,200 rpm para obteh&D:N purificado.

5.5 Secuenciacion automatizada
Después de la purificacion de cada muestra se@i@@ realizar una electroforesis en

gel de agarosa al 2%, en donde se compararonddsgios de amplificacion con el marcador de
peso molecular (PhiX174 ADN digerido caiaelll, 1Img/ml New England BioLabs®), y se
determind la concentracion aproximada de cada ptoduwrificado. De las muestras se tomo un
volumen especifico teniendo en cuenta que su @hfidal fuera de 80 ng (en la mayoria de los
casos en los que el producto de PCR media aproaimaate 800 pb de largo) o 40 ng (en el
caso del fragmento 23, que media aproximadame@tg@ld@ cubria desde la posicién 310 a la
710), y se les afadio 2 ul de cada iniciador acam&entracion de 1 uM. Después se colocaron
en un secador Savant modelo DNA120-120 por 30 ménutuego fueron enviadas a Nevada

Genomics, donde se determinaron las secuencias.
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5.6 Analisis de datos

5.6.1 Comparacion de secuencias

Cada muestra secuenciada fue editada utilizandopregrama Chromas 1.62
(Technelysium Pty Ltda.®) y luego alineadas con ME@rsion 6.06 (Tamura et al. 2013).
Luego se compararon las secuencias obtenidas c@eclzencia de referencia revisada de
Cambridge (rCRS), y asi se determind las diferemigtmciones que presentaba cada secuencia

para el haplogrupo A2 y C1.

5.6.2 Redes de Uniones Medianas

Se utilizo el programa NETWORK 4.6.1.2 para canstias redes de uniones medianas
en donde se analizaron los linajes que presenfabario Rico y Republica Dominicana. Luego
se determind el porcentaje de ADNmt indigena cotfgrarSe usaron las secuencias completas
del ADNmt de las muestras de esta investigacion.

5.6.3 Distancia genética y reloj molecular de losaplogrupos A2 y C1

Para determinar la distancia genética de las masedel haplogrupo A2 y C1 se utilizo la
calculadora disefiada por Soares et al. (2009)prdedse tuvieron en cuenta los valores de Rho
y el error estandar que se hallaron segun Saidiaead. (2000). Se calculé aproximadamente la
edad estimada de cada muestra del haplogrupo A2ibdas el nUmero de mutaciones desde el
ancestro hipotético mas cercano compartido comalguuestra continental en la red mediana, y
utilizando el reloj molecular para ADNmt complete 8Soares et al. (2009)

Para realizar la prueba del reloj molecular dehbygdogrupos A2 y C1 se uso el programa
MEGAG6 utilizando el método de maxima verosimilitbdjo el modelo de Tamura-Nei (1993).

Se tuvo en cuenta la premisa de Battistuzzi e2801) en donde si el valor de Z es mayor o
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igual a 1.96 la hipotesis del reloj molecular pusderechazada a un nivel de significancia del
5%.

5.6.4 Medida de Diversidad Genética Poblacional

Se calcul¢ el indice de diversidagrEl cual mide la variacion de las frecuencias edéli
entre poblaciones, y por tanto la diferenciacionégea entre ellas. Cuando el valor dg €s
igual a 0, se dice que las poblaciones son idéntparo si el valor deskes cercano a 1, las
poblaciones son diferentes. Esta indice de divadsir se calculd utilizando DnaSP, version
5.10 (Librado y Rozas, 2009). Los datos se divadieen las poblaciones de Norte, Centro,
Surameérica y México (Apéndices 2 y 4). En las nmasstle Centroamérica se analizaron cuatro
muestras de Honduras que fueron secuenciadas gouedzr Curbelo en el laboratorio de Esteban
G. Burchard en la Universidad de California en $aancisco, y se determind la relacion

geneética existente entre estas poblaciones caridgela Puerto Rico y Republica Dominicana.

5.6.5 Arboles filogenéticos para los haplogrupos A2C1

Se realizaron analisis evolutivos filogenéticom@leculares para los haplogrupos A2 y
Cl y asi se pudo mostrar la similaridad entre ¢éasiencias analizadas con otras secuencias de
ADNmt del Genbank (Apéndices 2 y 4).

Se us6 el programa MEGA version 6.06 mediante &odo estadistico de maxima
verosimilitud basado en el modelo de Tamura-Neiwoibootstrap de 500 repeticiones (Tamura
et al. 2013). El otro programa usado para realzsrarboles filogenéticos fue MrBayes® de
inferencia bayesiana utilizando el modelo de stilséin de HKY85 y una distribucion para la
tasa de variacion entre-sitios de forma gamma milliin de repeticiones (método de cadena de
Markov Monte Carlo - MCMC) (Ronquist y HuelsenBe2803). Esto se hizo con ayuda del

programa Geneious version 6.1.6.
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6. Resultados

6.1 Secuenciacion completa de los haplogrupo A2 iC

Se realizo la secuenciacion completa de 16,5695 dauestras pertenecientes a Puerto
Rico (16) y Republica Dominicana (9). Estas muesprartenecen a los haplogrupos indigenas

A2 y C1, y presentan diferentes linajes para dspsogrupos.

Al analizar la secuenciacion completa de las mnagsdel haplogrupo A2 se
encontraron mutaciones especificas para este haptmgpero ademas se hallaron inserciones y
deleciones lfdels). Algunas de las mutaciones mas conspicuas fuemodos muestras. En la
muestra AE de Puerto Rico, se presentd una insedg09 nucleétidos (CCCCCTCTA) en la
posicion 8289. Esta secuencia por lo general seeetia duplicada. La delecion de una de las
dos copias de esta duplicacion de 9 pares de bashagnostica del haplogrupo B. En este caso
lo que ocurre es una triplicacién de estas 9 pdeebases. La otra muestra, SA8b, fue de
Republica Dominicana, a la cual se le encontrédetecion de 6 nucledtidos (GGAGCA) en la

posicion 106 (Apéndice 1).

En lo relacionado a la secuenciacion completa age nhuestras del haplogrupo C1
pertenecientes a los subhaplogrupos Clb, Clc y €&ldncontraron nuevas mutaciones que no
han sido reportadas en la literatura. Por ejemplouestra MI2 de Puerto Rico presenté una

transversion en la posicion 10310 de una guanip@@Gun citosina (C) (Apéndice 3).
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6.2 Redes de uniones medianas para determinar elrpentaje de ADNmt indigenas
compartidos entre Puerto Rico y Republica Dominicaa.
6.2.1 Red de uniones medianas del haplogrupo A2 @aPuerto Rico.

La secuencia de referencia CRS provee una raizlpaeal y nos permite determinar el
orden en que divergieron los distintos linajes. alllizar la red mediana obtenida para el
haplogrupo A2 se observo la formacion de sietgdmdiferentes que derivan de una muestra del
haplogrupo A2 de Achilli et al., (2008), la cualesaplogrupo fundador del Nuevo Mundo. La
formacion de estos sietes linajes era de espepargee las muestras fueron seleccionadas sobre
la base de su segregacion en redes medianas idastpara las secuencias de la region control
del ADNmt (Figura 6). Al comparar la red mediandeoiida con la red mediana de la Figura 4,
en donde las muestras QA4 y Alpha A2 perteneciamiamo linaje, se observo que se
diferencian del centro de la red mediana de dosacmutes para la muestra QA4 y a tres
mutaciones de la muestra Alpha A2, lo cual sugre estas muestras pertenecen a linajes

distintos.
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Figura 6. Red de uniones medianas del haplogrupo A2 parad®Rico del ADNmt completo. Las
muestras analizadas fueron AE, ZC4, MG1, 241, A#haA4 y AlphaD2. El CRS es la raiz de la red
mediana. A2(*) representa el haplotipo fundaddmiesvo Mundo para el haplogrupo A2 segun Achilli
et al., (2008) y contiene las siguientes mutaci@reselacién al CRS: 73, 146, 153, 235, 263, 668, 7
1438, 1736, 2706, 4248, 4769, 4824, 7028, 80274,88860, 11719, 12007, 12705, 14766, 15326,
16111, 16223, 16290, 16319 y 16362 .es una insercion (8289iCCCCCTCTA8290).
6.2.2 Red de uniones medianas del haplogrupo A2 @aRepublica Dominicana

Al comparar la red mediana de la figura 3 conldeenida en dondse us6 el CRS como
raiz se observd una topologia muy parecida. Enrestalel haplogrupo A2 de la Republica
Dominicana se observé la formacion de 8 linajes.

A partir del haplogrupo fundador del Nuevo Mun&®a (Achilli et al., 2008), en la
Figura 7 se observo la formaciéon de dos grupos;uates solo presentaron una sola mutacion de
diferencia entre ellos. Uno de los grupos formaamslas muestras PJO7, L24, J7, KB6b y J12

presentaron una similitud en su distribucion, y& gomparten entre si la transicion en la
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posicion 64. Algo parecido se presentd en el otup@ formado por las muestras G11, KEba,
SA8b y L29 donde presentaron una relacion filogeaéparecida entre si al compartir la

transicion en la posiciéon 153.

L29

15?15 SABb-A2atfb
16181
16084
13926
121
107

{JCRS

PJOT

L24-AZad

Figura 7. Red de uniones medianas del haplogrupo A2 paraibiiep Dominicana del ADNmt
completo. Las muestras analizadas fueron L29, SA&tha, G11, PJO7, L24, J12, KB6b y J7. EI CRS es
la raiz de la red mediana. A2(*) representa el dtgg@ fundador del Nuevo Mundo para el haplogrupo
A2 segun Achilli et al., (2008) y contiene las sgnies mutaciones en relacion al CRS: 73, 146, 235,
263, 663, 750, 1438, 1736, 2706, 4248, 4769, 48R28, 8027, 8794, 8860, 11719, 12007, 12705,
14766, 15326, 16111, 16223, 16290, 16319 y 16@b2%s una delecion (106-111d). La linea debajo de
una mutacion significa que esa mutacion se repita e=d.

6.2.3 Red de uniones medianas del haplogrupo A2 @aPuerto Rico y Republica

Dominicana
Al realizar una red mediana para el haplogrupo AfeePuerto Rico y Republica

Dominicana se encontraron la formacién de 13 Imdjéerentes pero existe relacion entre ellos
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(Figura 8). Al observar el numero de mutacioneseelus linajes se observdé que como minimo
hay dos mutaciones de diferencias entre ellas.

En lo relacionado a las muestras G11 y QA4 serebsgue presentan las mismas
mutaciones a lo largo de la red mediana. Al compastas muestras con KE5a, todas ellas
presentan un linaje en comun que se distingue af@btipo fundador del Nuevo Mundo por las
transiciones en las posiciones 11653 y 13731. @adade las tres muestras se diferencia de
cualquiera de las otras dos por tan s6lo dos nmartasj y forman un subhaplogrupo compacto
con miembros de ambas islas que sugiere un progigsatorio en comun para ambas islas. Otro
linaje que se comparte fue entre las dos muest@s M241, en donde se observé que ambas
presentan la mutacion 3202.

Al haber 13 linajes de los cuales 2 de ellos sepawten (QA4 con KE5a y MGL1 con
241) se puede inferir que el porcentaje de ADNndigana compartido fue del 15.4% entre
Puerto Rico y Republica Dominicana. Un 12.5% ddifegges dominicanos son compartidos con
Puerto Rico y un 17% de los linajes puertorriquesms compartidos con linajes dominicanos.
Al haber tan pocos linajes compartidos se puedécaxon que se presentd un proceso inicial
de poblamiento en la Antillas que presentaba utea diVersidad y algunos linajes pudieron

haberse ubicado en una isla y no en la otra.
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241-A2K1

L24-A2ad PJO7

Figura 8. Red de uniones medianas del haplogrupo A2 pardd®Ré&o y Republica Dominicana del
ADNmt completo. Las muestras analizadas de Remiliominicana se representan en azul y las de
Puerto Rico en amarillo. EI CRS es la raiz de th mediana (verde). A2(*) representa el haplotipo
fundador del Nuevo Mundo para el haplogrupo A2 sefjchilli et al., (2008) y contiene las siguientes
mutaciones en relacion al CRS: 73, 146, 235, 263, 850, 1438, 1736, 2706, 4248, 4769, 4824, 7028,
8027, 8794, 8860, 11719, 12007, 12705, 14766, 1562611, 16223, 16290, 16319 y 163GD.es una
delecion (106-111dYi) es una insercién (8289iCCCCCTCTAS8290).

6.2.4 Red de uniones medianas del haplogrupo C1 palPuerto Rico
Al analizar la red mediana del haplogrupo C1 dertBuRicose observo la formacion de
4 linajes, en donde las muestras RC3, IAl y MI2sprean una relacion filogenética entre si

(Figura 9). Como se esperaba, estas muestras guengmen al subhaplogrupo Clb se
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diferencian por 1 mutacion, 493, de la muestra iKBAque pertenece al subhaplogrupo Clc.

Por lo tanto, TEAixa se presenta aislada de esfaogr

RC3
M2 O
15395 16978 TEAla
198 16139 Q
13590 ,
13435 6jes O
BN 14524 23
G 1030C
IME 4qfT 1868
SR E 243
IAl 3200
(O—H4404—12454— 8557 743440 e {JCRS
i

Figura 9. Red de uniones medianas del haplogrupo C1 pargoPRe&co del ADNmt completo. Las
muestras analizadas fueron IAl, RC3, MI2 y TEAIEACRS es la raiz de la red mediana. . (*) contiene
las siguientes mutaciones: 73, d249, 263, d290-299, 750, 1438, 2706, 3552A, 4715, 4769, 7028,
7196A, 8584, 8701, 8860, 9540, 9545, 10398, 1020873, 11719, 11914, 12705, 13263, 14318, 14766,
14783, 15043, 15301, 15326, 15487T, 16223, 16268249 y 16327. En la muestra RC3 hay una
transversion de A por C en la posicion 16183.

6.2.5 Red de uniones medianas para el haplogrupo @& Republica Dominicana

El CRS fue la raiz usada para la red mediana dplogaipo C1 de Republica
Dominicanay se observo la formacion de cuatro linajes (FiglOa Al observar las muestras
JCO03 (C1d) y NA6a (C1lb) ambos poseen en comun wracmn (16086), pero después se

ramifican en dos linajes diferentes. Las muestrBdasy PJ14 se encontraron formando un
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mismo linaje, ya que ambas pertenecen al subhagog€lc. La muestra JCO7 fue la que
presentd un mayor numero de cambios (12) en relaaidas demas, que presentaron un

promedio de nueve cambios.

16335 JCO3 PJ14

G086 I
4a
16391 185

MABa

[l g
ooy

@ CRS

*

Figura 10. Red de uniones medianas del haplogrupo C1 paraibRep Dominicana del ADNmt
completo. Las muestras analizadas fueron NA6a, GBl&4, JCO y JC03. El CRS es la raiz de la red
mediana. (*) contiene las siguientes mutacionesd289, 263, d290-291, 489, 750, 1438, 2706, 3552A,
4715, 4769, 7028, 7196A, 8584, 8701, 8860, 95485950398, 10400, 10873, 11719, 11914, 12705,
13263, 14318, 14766, 14783, 15043, 15301, 15328876 16223, 16298, 16325 y 16327. En la
muestra NA6a hay una transversion de A por C groicion 16183(i) denota una insercion. La linea
debajo de una mutacion significa que esa mutaedpte en la red

6.2.6 Red de uniones medianas para del haplogrupol@uerto Rico y Republica

Dominicana
Al analizar las figuras 9 y 10 se obtuvieron urakate ocho linajes para Puerto Rico y
Republica Dominicana, pero al observar la red nmedjzara el haplogrupo C1 de ambos paises

se encontro la formacion de 4 linajes de Clb, nagdi de C1d y un linaje de C1c compuesto de
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tres muestras donde se observé que se refleja @yarmelacion entre las dos muestras
dominicanas que con la puertorriquefia (Figura 11).

Unos de los linajes formados por las muestras R&3, NA6a, JCO7 y MI2 las cuales
pertenecen al subhaplogrupo C1b poseen la mutd®i®n Las muestras NA6a y RC3 se
presentan formando un mismo linaje, ya que poseemismas mutaciones

Otro de los linajes formados fue el subhaplogr@ix que contiene las muestras
TEAixa, GBla, y PJ14 las cuales no presentan lacmr 493 y ademas se puede observar que
todas presentan las mutaciones 293, 18880 y 1598Gan diagnosticas del haplogrupo Clc,
Ademas, todas presentan la mutacion en la posk388, lo que sugiere que todas pertenecen a
un subhaplogrupo de Clc.

El dltimo linaje a formarse fue el subhaplogrupbdQjue contiene la muestra JC03
presentando la mutacion 16086 y 16051.

Al haber seis linajes de los cuales dos se commpae puede inferir que el porcentaje de
ADNmt indigena obtenido fue de 33% para el haplpgruCl. En lo relacionado al
subhaplogrupo Clb se observO que se comparte un @&5%os linajes dominicanos y
puertorriquefios. Para el subhaplogrupo Clc se whspre compartian un 33% entre el linaje

puertorriquefio y dominicano.
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Figura 11. Red de uniones medianas del haplogrupo C1 pandoPReEo y Republica Dominicana del
ADNmt completo. Las muestras analizadas de Repilidiominicana se representan en azul y las de
Puerto Rico en amarillo. EI CRS (verde) es la @dézla red mediana. (*) contiene las siguientes
mutaciones: 73, d249, 263, d290-291, 489, 750, 12386, 3552A, 4715, 4769, 7028, 7196A, 8584,
8701, 8860, 9540, 9545, 10398, 10400, 10873, 1171914, 12705, 13263, 14318, 14766, 14783,
15043, 15301, 15326, 15487T, 16223, 16298, 1632(53)27.(1) es una insercion. La linea debajo de una
mutacion significa que esa mutacion se repite eada

6.3 Distancia genética y reloj molecular de los hapgrupos A2 y C1

Se determind la distancia genética para los hambogr A2 en donde se observd que se
encuentran entre aproximadamente 2500 a 19000 \apasa el haplogrupo C1 entre 6500 a

16000 cuando llegaron a poblar el Nuevo Mundo @ahl
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Tabla 1. Distancia genética en afios del haplogrups? y C1
Edad estimada en

afnos

SA8b 15,243

Alpha A2 7,892

Haplogrupo Muestra

L29 19,012
AE 11,985
ZC4 14,486
G11 5,216
QA4 5,216
KE5a 5,216
A2 J12 21,892
PJO7 11,985
J7 7,892
KB6b 7,892
MG1 14,766
L24 12,447
241 10,610
Alpha D2 12,447
GBla 3,449
PJ14 3,449
TEAixa 3,449
JCo3 10,610
c1 Jco7 27,772
NA6a 642
RC3 642
Al 428
MI2 24,809

En lo relacionado al reloj molecular para los hgpipos A2 y C1 se obtuvo un nivel de
significancia del 5% (Z = 0.62 para el haplogrupd YA0.99 para el haplogrupo C1). Teniendo
en cuenta la premisa de Battistuzzi et al. (200¢stros valores de Z no fueron mayores a 1.96,
por lo tanto se pudo decir que no se observarororaayiolaciones a la expectativa del reloj

molecular, ya que guardan una relacién entre laacianes en relacion al ancestro hipotético.
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6.4 Valores de Kt para Puerto Rico y Republica Dominicana en relaciba otros paises.

Se uso el programa de DnaSP5 para hallar la relapié existe entre las muestras de
Puerto Rico, Republica Dominicana y paises de NGwatro y Sur América (Apéndices 2y 4) ,
y asi poder medir la diferenciacién genética quedpLexistir entre ellos. Se pudo determinar los
valores de Er para los haplogrupos A2, C1b y Clc, pero no panagogrupo C1d, ya que solo
se tenia una muestra para las Antillas Mayoresty Bse se puede considerar como una
poblacion. Este criterio es basado en el prograanBreaSP, version 5.10 que solo acepta a una
poblacién cuando contiene mas de dos muestras.

6.4.1 Valores de kypara el haplogrupo A2

Para realizar este analisis se dividieron las maesn las siguientes 6 poblaciones: Sur
Ameérica, Centro América, Norte América, Mesoamériviexico), Puerto Rico y Republica
Dominicana. Al comparar las poblaciones de Puertm R Republica Dominicana se observo

gue los dos valores menores dg (0.01205 y 0.03549) estan en la poblacion de Masadaa

(Tabla 2).

Tabla 2. Valores de Er para el haplogrupo A2
Poblacion 1 Poblacion 2 Er
Sur América Centro América 0.14509
Sur América Mesoamérica 0.02506
Sur América Puerto Rico 0.07559
Sur América Republica Dominicana 0.03752
Sur América Norte América 0.01470
Centro América Norte América 0.11844
Centro América Mesoamérica 0.12713
Centro América Puerto Rico 0.15178
Centro América Republica Dominicana 0.09671
Mesoamérica Puerto Rico 0.03549
Mesoameérica Republica Dominicana 0.01205
Mesoamérica Norte América 0.12070
Puerto Rico Republica Dominicana 0.05135
Puerto Rico Norte América 0.04299
Republica Dominicana Norte América 0.10072

45



6.4.2 Valores de Erpara el haplogrupo Clb

Las poblaciones analizadas para este subhaplofrepm tresSur América, México, la
unidén de Puerto Rico y Republica Dominicana, ya Republica Dominicana solo posee dos
muestras para este haplogrupo. No se tiene unagoblde Centro Ameérica, porque no se
encontraron muestras reportadas en la literatwia gsie subhaplogrupo. En lo relacionado con
Norte América no se obtuvieron muestras, por |d tarapoco se tendra en cuenta como una
poblacion. Al analizar los valores derFse encontré que las poblaciones mas relacionamas ¢
las Antillas Mayores fueron las de Sur América 2649), pero los valores deside
Mesoameérica no son muy distantes (0.15347). Alrvbsel valor de Er de Sur América y las
Antillas Mayores con Mesoameérica, se observo gsidldillas Mayores estan mas distantes de
Mesoameérica que de Sur América (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de Er para el haplogrupo C1b

Poblacion 1 Poblacion 2 Er
Sur América Mesoamérica 0.06886
Sur América Puerto Rico y R. Dominicana 0.12549

Mesoameérica Puerto Rico y R. Dominicana 0.15347

6.4.3 Valores de krpara el haplogrupo Clc

Para hallar los valores degifpara el subhaplogrupo Clc se analizaron las sitpsdres
poblacionesSur América, México y la unién de Puerto Rico y Baga Dominicana. No se
tiene una poblaciéon de Centro América, porque nersmntraron muestras reportadas en la
literatura para este subhaplogrupo. El valor glenkas bajo fue de 0.09176 entre las poblaciones
de las Antillas Mayores y Sur América, dando lugatecir que estas dos poblaciones son las
mas relacionadas entre si (Tabla 4). Al compareelécion entre Sur Ameérica con Mesoameérica

se observl que guarda una relacion casi igual qesodnérica con las Antillas Mayores.
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Tabla 4. Valores de Er para el haplogrupo Clc

Poblacion 1 Poblacion 2 Er

Sur América Puerto Rico y R. Dominicana  0.09176
Sur América Mesoamérica 0.12909
Mesoamérica Puerto Rico y R. Dominicana  0.17973

6.5 Arboles Filogenéticos para el haplogrupo A2 y T
6.5.1 Arboles Filogenéticos para el haplogrupo A2

Después de tener la secuencia completa, se pooeedealizar una alineacién con
secuencias completas de ADNmt obtenidas de lafitex (Apéndice 2) y correspondientes a
haplotipos meso, centro y suramericanos, ademas deaplotipo cubano y el CRS, para asi
construir un arbol filogenético. No fue necesatiitizar ningln programa para el alineamiento
debido a las pocas diferencias entre las muesitfa€)(00066zc= 0.00091). Estos datos fueron
obtenidos con el programa DnaSP5. Para el albgefiético se usaron los programas, MEGA6

con el algoritmo de verosimilitud maxima, y MrBages

Para realizar el arbol filogenético de verosimditmaxima con MEGA6 se usaron 85
muestras del haplogrupo A2 tomadas de la literagyceptuando cuatro muestras de Honduras
gue fueron secuenciadas por Francez Curbelo embetdtorio de Esteban G. Burchard en la
Universidad de California en San Francisco (datopublicados). Ademas se uso el CRS como
grupo externo y 16 muestras analizadas para eatstigacion (Figura 12).

La primera divergencia que se observa a travésietfapo es la esperada: el CRS, de
origen europeo, se separa primero del resto dédpktipos, que son indigenas. Con varias

excepciones, la tendencia general es que los dirae raices de mayor profundidad son de
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México y Centroamérica, mientras que la politonddalque sale la mayor parte de los ADNmts
representan principalmente linajes suramericanos.

Se observo con claridad la formacién de dos grupo®l grupo mas pequefio se observo
gue la muestra de México (MAOO1l) se separd prindotodas las muestras, lo cual esta
demostrando que puede ser ancestral a todos ligeived del haplogrupo A2.

En el otro grupo, el mas grande, se observardortaacion de 34 clados, los cuales se
dividen en un grupo mas ancestral (I en la Fig@dacbn 9 clados incluyendo 8 de nuestras
muestras, y un grupo derivado que consiste de alagpslitomia de 21 clados (Il en la Figura
12) con 8 de nuestras muestras. Uno de los 9 ctielagupo méas ancestral esta formado por la
muestra Alpha A2 de Puerto Rico pertenecientenajdi A-1X, pero no se puede confirmar su
origen continental. Después se encuentra la Uniestra Apache en el estudio y una muestra de

México, que surgen como linajes posteriores a Alpha
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En la parte inferior del arbol filogenético (gruhoFigura 12a) se puede observar el
primer clado, en donde se encuentra la muestra 888epublica Dominicana que pertenece al
linaje dominicano A-ll. Concluimos que es de onigeentroamericano ya que es ancestral a un
grupo exclusivo de muestras de Panama, Costa RiNiaayagua. Subiendo en el arbol esta la
muestra AE de Puerto Rico perteneciente al linajg¢ Aelacionada con una muestra de Puerto
Rico del Proyecto 1000 Genomas pero con la infoidnagtorgada por este arbol filogenético,

no se puede decir con exactitud, cual seria ekorigntinental de esta muestra.

Puerto Rico-HGO1171-A2
Mexico-MA118-A2
Puerto Rico-HGO0T31-Al
Puerto Rico-HGO1083-AVIl
aa Puerto Rico-HGO0T36-Al
ZC4-PR-Al

Mexico-MADZ28-A2
| T L29-RO-Alll
Puerto Rico-HG00638-AIX
KESa-RD-Al
QAL-PR-AIX
Puerto Rico- HGO1174-AlX
G11-RD-Al
— Brasil-SURUI01-A2
Brasil-KTMN130-A2

g3 | Puerto Rico-HGO01187-A2
—1 AE-PR-Al
——— SASb-RD-All @
|_7 Panama11-A2af

Panama10-A2af
Panama14-A2af
9N Panama15-A2af

4s¢|_ Panama16-A2af

g9 | Costa Rica23-A2af

4‘ Panama22-A2af

Nicaragua24-A2af
gg | Panama17-A2af
4'— Panama18-A2af
Panama19-A2af

—“"*l_ Costa Rica21-A2af
83 | Panama2(-A2af

Mexico-MAT0-A2
Morteamerica-Apache514-A2
AL PHA A2-PR-AIX

L— Mexico-MADD1-A2

94

CRS Complete mtDMNA ——

0.002

Figura 12a. Arbol filogenético del haplogrupo A2 de secuendgaspletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MEGA6 con maxima verosimilitud
(Grupo 1) El grupo externo es el CRS. El valor de 0,002asgnta las sustituciones por posicion de base.
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Después encontramos un clado dandole un posilgienoen comuan a las muestras G11 y
KE5a, ambas de Republica Dominicana, perteneciahtésaje A-1 y QA4 de Puerto Rico, del
linaje A-IX. También se presentd una separacion tedagprana de G11 en relaciéon a KE5a y
QA4. Al analizar con mas detalles estas muesteapuede confirmar lo encontrado en las redes
medianas del estudio realizado por Martinez Cruzactdaboradores en el 2008, en donde estos
linajes eran compartidos por Puerto Rico y Repaéblidominicana. Sin embargo, no se
obtuvieron muestras de la literatura dentro de @stdo, por lo que el origen continental sigue
siendo desconocido. AuUn asi este resultado sugiereel poblamiento de ambas islas por un
haplotipo sugiere un proceso migratorio en comia pambas islas. Luego aparececlado en
donde esta la muestra L29 de Republica Dominicahbngje A-lll, la cual esta relacionada con
México, dandole un origen mesoamericano.

En un siguiente clado estan las muestras ZC4 dddPRico del linaje A-l y del Proyecto
1000 Genomas pertenecientes a Puerto Rico, toldaspeecedidas por una muestra de México,
lo cual les otorga un origen mesoamericano.

En la parte inferior del grupo Il (Figura 12b) dabol filogenético se encuentra la
muestra L24 de Republica Dominicana que pertenktieage A-VII, la cual esta dentro del
grupo de muestras de Panama y Honduras, llegaddccanfirmacion que L24 es de origen
centroamericano. Posteriormente, se encuentra lastnau Alpha D2 de Puerto Rico,
perteneciente al linaje A-VIII, la cual esta retada con una muestra de México y Colombia,

en donde no se puede confirmar su origen contihenta
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Figura 12b. Arbol filogenético del
haplogrupo A2 de secuencias
completas (16,569pb) de ADNmt
de Puerto Rico, Republica
Dominicana y las Américas
realizado con MEGA6 con maxima
verosimilitud (Grupo 1) Grupo
externo es el CRS y los valores del
bootstrap mostrados son los
mayores al 70%.



Subsiguientemente esta la muestra 241 de Puartodrl linaje A-VII, emparentado con
tres muestras del Proyecto 1000 Genomas, y estascsentran precedidas de una muestra de
Colombia de los Wayuu de La Guajira, dandoles igearsuramericano.

Después aparece la muestra KB6b de Republica Deanin perteneciente al linaje A-
AIX la cual se encuentra junto a dos muestrasrdsiBdandole un origen suramericano a dicha
muestra. Posteriormente encontramos la muestra 8GRuerto Rico del linaje A-V que esta
con una muestra de Puerto Rico del Proyecto de G@d@mas y estas estan precedidas de dos
muestras de México, otorgandole un origen mesoaaresi

Més arriba en el grupo Il encontramos la muesff@7Rdel linaje A-V de Republica
Dominicana con una muestra de México, relacionaes un origen mesoamericano. Luego
aparece la muestra J12 de Republica Dominicanarpmiente al linaje A-VIII pero no se puede
determinar su origen continental. La Gltima muestranalizar fue la muestra JO7 de Republica
Dominicana perteneciente al linaje A-Xl, esta relaado con una muestra de Brasil,
permitiendo decir que esta muestra es de origemsricano.

Para analizar con mas detalle las diferencia® éas$r muestras analizadas y las muestras
de la literatura, se realizaron redes medianaspriraera muestra fue Alpha A2 la cual se
encontraba con dos muestras de México y una mussstiorteamérica de los Apaches, y como
era de esperar la muestra Alpha A2 presentd unaomeslacion con las muestra de

Norteamérica (Figura 13).
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Figura 13. Red de uniones medianas de la muestra Alpha Adajgbgrupo A2. Esta muestra esta

representada en rojo. El CRS es la raiz de la extlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso

73, 146, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736, 2706, A2A&9, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860, 11719, 12007,

12705, 14766, 15326, 16223, 16290, 16319 y 16362.

Después se analizé la muestra MG1, la cual estalgarentada con tres muestras de
México y una del Proyecto de 1000 Genomas. La mauest México-MA152 se diferencia del
resto por no presentar la mutacion 16,391 y lasstrae de Puerto Rico se diferencian de las
otras dos muestras de México por no tener dos oo en las posiciones 7,724 y 16,111

(Figura 14).

54



Mexico-MAZ0T7-A2

MG1-PR-AV

@

79k

10428

- 14551

México-MADS3-A2 1o () México-MA152-A2

o aagss PRAIC  TEE3
11427

980 4ar0 5147
4 11348
g 392 gahy

[
46394
=

@ crs

Figura 14. Red de uniones medianas de la muestra MG1 debdraplo A2. Esta muestra esta
representada en rojo. EI CRS es la raiz de la estlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso

64, 73, 146, 153, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736624248, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860,
11719, 12007, 12705, 14766, 15326, 16223, 162194 ¢ 16362. PR1 es la muestra del Proyecto 1000

Genomas PR-HG01105-AV.

La siguiente red mediana realizada fue para la rauesll de Puerto Rico con dos
muestras de México, tres muestras del Proyecto Gaddmas, una muestra de Colombia de la
tribu Wayuu y una muestra de Honduras. Se obsergdaglas las muestras presentan un mismo
origen, pero la muestra que presentd mayor numenmutaciones fue la Honduras, y las dos
muestras de México se diferencias de las de PRé&rtoy Colombia por la presentar la mutacion
9055. La muestra de Colombia y las muestras detd’iaco tienen en comun la mutacion
3202, pero se diferencian entre ellas porque lasstras de Puerto Rico presentan la mutacion

8460. La muestra 241 presento las mismas mutacoimds muestra de Puerto Rico HG00637

del Proyecto de 1000 Genomas (Figura 15).
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Figura 15. Red de uniones medianas de la muestra 241 debdrapb A2. Esta muestra esta
representada en rojo. El CRS es la raiz de la extlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso
64, 73, 146, 153, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736624248, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860,
11719, 12007, 12705, 14766, 15326, 15924, 1611223,616290, 16319 y 16362. La linea debajo de
una mutacion significa que esa mutacion se repita e=d.

La siguiente red mediana fue obtenida para la muégpha D2, una muestra de México,
dos del Proyecto 1000 Genomas y una muestra den®Baadel grupo indigena Kogui. Como
era de esperarse segun el arbol filogenético atlidern la figura 12b todas las muestras
presentan un origen en comun, pero con la difeaeteila mutacion en la posicion 146 que hace
gue las muestras de México y Puerto Rico se difggarde la de Colombia. La muestra Alpha
D2 presenta la mutacion 10,789, la cual la hacali$erente de las dos muestras del Proyecto

1000 Genomas (Figura 16).
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Figura 16. Red de uniones medianas de la muestra Alpha Dhajgbgrupo A2. Esta muestra esta
representada en rojo. EI CRS es la raiz de la estlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso

64, 73, 153, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736, 24283, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860, 11719,
12007, 12705, 14766, 15326, 16111, 16129, 1622390,616319 y 16362. La linea debajo de una
mutacion significa que esa mutacion se repite eadaPR1 (Puerto Rico-HG01183-AVIIl), PR2 (Puerto
Rico-HG01047-AVIl).

Cuando se analiza el arbol filogenético realizadavirBayes® (Figura 17), el CRS y la
muestra MAOO1 de México son las que forman la daidlicho arbol. También en ese perfil hay
una muestra de México y, en una raiz mas reciepte,preside a las muestras ZC4 y tres
muestras del Proyecto de 1000 Genomas, otorgandolexrigen mesoamericano (grupo ).
Seguidamente encontramos la muestra AE con unatrayasertorriqueia del Proyecto 1000
Genomas, las cuales estan relacionadas con unarandesMéxico, otorgandoles un origen
continental mesoamericano (grupo Il). Si se obseoradetenimiento hacia el interior del arbol
filogenético, se da la formacion de otros cuatupgs filogenéticos distintos (lll, IV, V y VI) en

donde estan las otras muestras de esta investigacio
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Figura 17. Arbol filogenético del
haplogrupo A2 de secuencias
completas (16,569pb) de ADNmt
de Puerto Rico, Republica
Dominicana y las Ameéricas
realizado con MrBayés. Grupo
externo es el CRS. El valor de
4,0 representa las sustituciones
por posicion de base.



En el primer clado en la parte inferior del arfgrupo VI, Figura 17a) se encuentran las
muestras KB6b y 241. En lo relacionado a la mudsBéb se encuentra con dos muestras de
Brasil, dandole un origen suramericano a dicha trauelsa muestra 241 se encuentra precedida
de una muestra de Honduras y seguida de una muaesCalombia por lo que su origen no es

evidente.
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Figura 17a. Arbol filogenético del haplogrupo A2 de secuendiaspletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MrBaye® (Grupo VI). Grupo externo
es el CRS.

Siguiendo en el analisis, observamos la Figurggtiépo IV y V) en donde esta la
muestra L24 de Republica Dominicana con la muedélamismo pais, las cuales estan
relacionadas con muestras de Panama y Honduragaotimles un origen centroamericano. Al
observar la muestra J12 se puede decir con sedugidasu origen continental es suramericano,
ya que se encuentra relacionado con una muestBradd. Posteriormente, encontramos una

muestra de México relacionada con la muestra RJ0ddl le otorga un origen mesoamericano a
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nuestra muestra. Después esta la muestra MG1 amuestra puertorriquefia del Proyecto

1000 Genomas precedidas por dos muestras de Médiagole un origen continental

mesoamericano a la muestra MG1.
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Figura 17b. Arbol filogenético del haplogrupo A2 de secuendaspletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MrBayeé® (Grupo IV y V). Grupo

externo es el CRS.

Mas arriba en el arbol encontramos la muestrqué’7se encuentra con una muestra de
Brasil, dandole un origen suramericano a dicha traieBespués esta la muestra Alpha D2 con

dos muestras puertorriquefias del Proyecto 1000 rGasngero no se puede decir el origen
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continental de Alpha D2. La ultima muestra de egtgo, es Alpha A2 a la cual no se pudo
predecir con exactitud su origen continental, ya qataba relacionada con la Unica muestra
Apache usada para la realizacién de este arbgkfilético y otra muestra de Brasil.

Después esta la Figura 17c (grupo lll) en dorsté el resto de las muestras de esta
investigacion: SA8b, KE5a, QA4, G11 y L29. Ese grdpe muy informativo ya que se pudo
determinar el origen continental centroamericantadanuestras SA8b, KE5a, QA4 y G11. En

lo relacionado a la muestra L29 no se puede datarrsu origen continental.
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Figura 17c. Arbol filogenético del haplogrupo A2 de secuenaaspletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MrBaye® (Grupo Ill). Grupo externo
es el CRS.

Al realizar las redes medianas para observar fasedicias entre las muestras analizadas
de la investigacion y las muestras de la literagerabtuvieron tres redes para las muestras PJO7,
J12, L24, G11, QA4, SA8Db, L29 y KB5a. La red medigrara la muestra PJO7 de Republica

Dominicana, dos muestras de Ecuador, una muesttdodduras y una muestra de México
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mostrd que las muestras més distantes fueron I&swhedor. Las muestra de Honduras, México
y PJO7 se diferencian de las de Ecuador por lasaimumes 10310, 16136 y 16311, pero a su vez

la muestra de Honduras no presenta la mutacion31L§08 si la presenta la muestra de México y

PJO7 (Figura 18).
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Figura 18. Red de uniones medianas de la muestra PJO7 dé&ghamo A2. Esta muestra esta
representada en rojo. El CRS es la raiz de la extlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso
64, 73, 146, 153, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736624248, 4769, 4924, 7028, 8027, 8794, 8860,
11719, 12007, 12705, 14766, 15326, 16111, 1622901,616319 y 16362.

En la siguiente red mediana se analizaron las masestl2 y L24 de Republica
Dominicana con muestras de Honduras, Brasil y Pandam muestra J12 fue la primera en
dividirse de las demas y se diferencia por no ptasda mutacion 153 y se encuentra mas
relacionada con las muestras de Brasil. Ademabsera la formacion de un grupo de muestras
de centroamérica relacionadas con la muestra deds?d muestra posee el mismo namero de
mutaciones que la muestra de Republica DominicBora22 (Figura 19).
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Figura 19. Red de uniones medianas de las muestras J12 gdl2¥aplogrupo A2. Estas muestras estan
representadas en rojo. El CRS es la raiz de lmegtiana (verde). (*) contiene las siguientes moteas:

64, 73, 146, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736, 24088, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860, 11719,
12007, 12705, 14766, 15326, 16111, 16223, 1629819¢ 16362. La linea debajo de una mutacioén
significa que esa mutacidn se repite en la red

La siguiente red mediana analizada fue con las masek29, G11, KE5a, QA4, Sa8b,
cinco muestras de Panama, una de Nicaragua, uQailge y otra de Brasil. Al analizar con
detalle la red mediana obtenida se observo la fadmade dos grupos. Uno de los grupos en
donde estaba la muestra SA8b que se encuentraorelda con las muestras de Panama y
Nicaragua, no presentaron la mutacion en la pasi¢ El otro grupo formado presentaba la
mutacion en la posicién 73 y las muestras G11, Q&Zha, L29 y una muestra del Proyecto
1000 Genomas, las cuales se encuentran relacionadda muestra de Cuba (Figura 20). Como
ya era de esperar las muestras G11 y QA4 son gpate ademas la muestra del Proyecto 1000

Genomas también es igual a estas dos muestras.
63



LZ3-RO-All

Cuba-A2 16315
16181

Thess 16024 KESa-RD-A
12926

g1F

12188 G11-RD-Al

Brasi-kTN130-A2 197 .

Panamals-AZ

Panamal3-Az2

Panamaig-A2

Figura 20. Red de uniones medianas de las muestras G11, KE&h y L29 del haplogrupo A2. Estas
muestras estan representadas en rojo. El CRS eszlale la red mediana (verde). (*) contiene las
siguientes mutaciones: 146, 153, 235, 263, 663, 488, 1736, 2706, 4248, 4769, 4824, 7028, 8027,
8794, 8860, 11719, 12007, 12705, 14766, 15326, 1,616223, 16290, 16319 y 16362. La linea debajo
de una mutacion significa que esa mutacion seerepita red

Para las muestras AE y ZC4 se realizé una redanadion dos muestras de México y

cinco muestras de Puerto Rico del Proyecto 100@@ag, en donde cuatro de ellas se relacioné
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mucho con la muestra ZC4 de nuestra investigaci@s gos restantes muestras se relacionaron

con la muestra AE. Todas las muestras estan raktis con México (Figura 21).

@ 2E-PR-aI
HE00721-PR-AI
HGO1083-PR-AVII 5249
agl47
|, HG00735-PR-A 15617 HG01171-PR-AZ
S

(IHGO1187-PR-AZ

ZC4-PR-Al 16250
16318 16460
385 15898
16887
19
34747
¥
e 45240 @ crs
3308
52F7
67F2
16326 7196
14499
México-MA118-A2 16179
@

México-MA190-A2

Figura 21. Red de uniones medianas de las muestras ZC4 yeARaglogrupo A2. Estas muestras estan
representadas en rojo. El CRS es la raiz de lmegtiana (verde). (*) contiene las siguientes moteas:

73, 146, 153, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736, 24R88, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860, 11719,
12007, 12705, 14766, 15326, 16111, 16223, 162HBg2A

Al analizar la muestra KB6b se encontr6 que esd#cionada con muestras de Brasil y

Colombia, las cuales tiene la mutacion en la poési@53 pero la muestra KB6b no presenta esta

mutacion (Figura 22).
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Figura 22. Red de uniones medianas de las muestras KB6b gébgnapo A2. Esta muestra esté
representada en rojo. El CRS es la raiz de la extlama (verde). (*) contiene las siguientes muteso

64, 73, 146, 235, 263, 663, 750, 1438, 1736, 24283, 4769, 4824, 7028, 8027, 8794, 8860, 11719,
12007, 12705, 14766, 15326, 16111, 16223, 1626890,616319 y 16362. La linea debajo de una
mutacion significa que esa mutacion se repite eada

Al cotejar los arboles filogenéticos (Figura 121Y) se observOo una topologia muy
similar. Las muestras SA8b y L24 confirman en amirb®les de MEGA6 y MrBayes® que su
origen continental es centroamericano. En lo retemlo a las muestras J7, 241 y KB6b se
confirm6 su origen suramericano, y las muestras,Z&¥7 y MG1 mostraron un origen

mesoamericano (Tabla 5).

No hubo contradicciones entre las conclusionélasacuales llegamos con ambos
algoritmos y estas conclusiones, cuando pudieragmatee por ambos algoritmos, fueron

consistentemente confirmatorias.
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El arbol filogenético analizado en MEGAG6 otorgé itdormacién del origen de la
muestra L29 siendo mesoamericano lo cual no sé logn MrBayes®. La muestra 241 se pudo

determinar su origen suramericano con MEGAG6 perfuagosible con MrBayes®.

En lo relacionado a la muestra Alpha D2 siendoodgen mesoamericano 0 quizas
suramericano, no se pudo confirmar con MrBayes® exgsu origen correcto. Para la muestra
Alpha A2 con MEGA6 no se pudo determinar su origemtinental, pero con MrBayes®
tampoco fue posible sugerir cual es su origen, aeiie) ambos arboles nos da indicio de que sea
de origen norteamericano. En lo relacionado a lasstnas G11, KE5a, QA4, AE y J12 se pudo
determinar su origen mesoamericano con MrBayes®u#b no fue posible con MEGAG6 (Tabla

5).

Tabla 5. Comparacion del Haplogrupo A2 para los algoritt@MEGA y MrBayes®

Muestra MEGA MrBayes®

SA8b Centroamérica Centroamérica
L24 Centroamérica Centroamérica
J7 Suramérica Suramérica
KB6b Suramérica Suramérica
ZC4 Mesoameérica Mesoamérica
PJO7 Mesoamérica Mesoamérica
MG1 Mesoamérica Mesoamérica
241 Suramérica Suramérica
L29 Mesoamérica -

Alpha D2 Meso o Suramérica -

Alpha A2 - -

G1l1 - Centroamérica
KE5a - Centroamérica
QA4 - Centroamérica
AE - Mesoameérica
J12 - Suramérica
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6.5.2 Arboles Filogenéticos para el haplogrupo C1b

Se realiz6 un alineamiento con secuencias consplééa ADNmt encontradas en la
literatura (Apéndice 4) correspondiente a BrasdloBhbia, Venezuela, México y Puerto Rico
(Proyecto 1000 Genomas). Luego se construyé unl ditbgenético con los programas de

MEGAG6 con algoritmo de verosimilitud maxima, y MigZs®.

El arbol filogenético de verosimilitud maxima salizd con 32 muestras, de las cuales
27 fueron tomadas de la literatura, incluyendo BSQue fue el grupo externo, el cual es de

origen europeo, y cuatro muestras puertorriqueébBrdyecto 1000 Genomas (Figura 23).

El CRS fue la primera muestra en separarse dauliisaplogrupos indigenas y después se
pudo destacar claramente la formacion de dos clddodl). En el clado mas grande (grupo 1),
se observo una separacion temprana de una muestBragil y tres muestras de México.
Posteriormente se separd la muestra IAl de Pueacio del resto de los C1b de las Américas, lo
gue sugiere una divergencia temprana con el restodad muestras analizadas en esta
investigacion. A su vez, esta muestra estaba unidias del mismo pais obtenidas del Proyecto
de 1000 Genomas con un "bootstrap” confiable. Rerse pudo definir con claridad el origen
continental de estas muestras. Después se enconttas muestras JCO7 de Republica
Dominicana y MI2 de Puerto Rico, de la cuales nggede decir con exactitud su origen

ancestral.

En lo relacionado al clado de menor tamafio (grupo se presentaron varias
particularidades interesantes, en donde se enenelas muestras NA6a y RC3, la cuales estan

relacionadas con dos muestras del Proyecto 1000r&s) pero no se observaron diferencias
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entre estas cuatro muestras. En la parte infeaastle clado, se observé la muestra de VE6 de
Venezuela, dando lugar a decir que las muestras\RiA&6a son del mismo origen, es decir,

son suramericanas.
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NAGa-RD-C1b
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P
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L Mexico-MA194-C1b

Mexico-MA203-Clb
a0 I_— Mexico-MA205-C1b
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Brasil-Quechua-1875-Cl1b
Brasil-Arara-ARL58-C1b
ME2-PR-C1b

Brasil-Yanomama-Y669-C1b
4|Erasil-Yanomama-Y591 -C1b
a7
] Brasil-Yanomama-Y650-Cib

Colombia-Wayuu4-C1b
Mexico-MA024-C1b (T)
Brasil-Quechua-1878-c1b

Brasil-20R0O19-C1b
99 | Brasil-Z0R031-C1b
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Mexico-MA110-Cib
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CRS Complete mtDNA

| |
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Figura 23. Arbol filogenético del haplogrupo Clb de secuenciasipletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MEGA6 con maxima verosimilitud
Grupo externo es el CRS y los valores del bootstragtrados son los mayores al 70%. El valor de50,00
representa las sustituciones por posicion de base.
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Al analizar el arbol realizado en MrBayes® (Figdg la muestra CRS fue la primera en
separarse de las demas. Al profundizar con ma#iedetael arbol filogenético, se pudo observar
la formacién de tres grupos monofiléticos bien mdbs, en donde estaban incluidas las
muestras estudiadas en esta investigacion. Enrte ipéerior (grupo 1) esta la muestra MI2 de
Puerto Rico unido a tres muestras de México, pezoeglidas de una muestra de Brasil, por lo
cual no se define con exactitud el origen contialeté MI2, ya que puede ser mesoamericano o

suramericano.

El siguiente clado (grupo Il), en donde estan ttesnuestras muestras, JC07, RC3 y
NA6, las cuales estan relacionadas con Brasil ye¥eela, dandoles un origen continental
suramericano. En este caso no se pude observatagudos muestras del Proyecto 100
Genomas, RC3 y NA6a son iguales como se obseradoel filogenético realizado en MEGA

(Figura 23).

Subsiguientemente esta el clado superior mas fieqfgeupo lll), en donde se encuentra
la muestra IAl de Puerto Rico, la cual esta unidl@s muestras del mismo pais y a una muestra

de Brasil, otorgandoles un origen continental se@r&ano.

Al comparar los dos arboles filogenéticos (Fig2Bay 24) se observa una topologia muy
parecida, en donde no se puede decir con exaelitigen de la muestra MI2, pero si se puede
decir que las muestras NA6a y RC3 son de origeansenicano. Ademas, si bien el arbol de
verosimilitud méxima no pudo sugerir un origen pd@07, la unién de esta muestra con

muestras de Yanomama de Brasil en el arbol de MeB&ysugiere un origen suramericano.
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Figura 24. Arbol filogenético del haplogrupo Clb de secuenciasipletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MrBayé®. Grupo externo es el CRS.
El valor de 2,0 representa las sustituciones psicigm de base.
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Se procedi6é a realizar redes medianas para lastrasedel haplogrupo Clb de esta
investigacion para observar las diferencias al @anas con las muestras de la literatura. En lo
relacionado a la muestra MI2 se observa que e&@iorada con dos muestras de Brasil
(Zoro19 y 31) y una muestra de México (MA037). Bstiees muestras se diferencian de las

demas porque no poseen la mutacion 195 (Figura 25).

@ nz-PR-C10
16295
14683
México-MA110-C1b .|
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Brasil-PTJE8-C1b 10497 G10310C
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Figura 25. Red de uniones medianas de MI2 del subhaplogrdiio Esta muestra esta representada en
rojo. EI CRS (verde) es la raiz de la red mediéfeacontiene las siguientes mutaciones: 73, d243, 2
d290-291, 489, 493, 750, 1438, 2706, 3552A, 4716947028, 7196A, 8584, 8701, 8860, 9540, 9545,
10398, 10400, 10873, 11719, 11914, 12705, 1326R.8,414766, 14783, 15043, 15301, 15326, 15487T,
16223, 16298, 16325y 16327.

La siguiente red mediana analizadas fueron par&aNARC3 y JCO7 en donde se

observan que todas estan relacionadas con la msierSurameérica, pero la muestra JCO7 esta
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mas relacionadas con las muestras de Brasil. Lastnrais RC3 y Na6a son iguales que las
muestras de Puerto Rico del Proyecto del 1000 Gasolas cuales estan relacionadas con una

muestra de Venezuela que solo se diferencia pseptar la mutacion 12130 (Figura 26).
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[
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16271
16357
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4471 10310
Brasil-Y630-C10 Brasil-Y669-C1b

Figura 26. Red de uniones medianas N&6a, RC3 y JCOdel subhaplogrupo Clb. Estas muestras
estan representadas en rojo. El CRS (verde) esizade la red mediana. (*) contiene las siguientes
mutaciones: 73, d249, 263, d290-291, 489, 493, 1838, 2706, 3552A, 4715, 4769, 7028, 7196A,
8584, 8701, 8860, 9540, 9545, 10398, 10400, 10BIA19, 11914, 12705, 13263, 14318, 14766, 14783,
15043, 15301, 15326, 15487T, 16223, 16298, 1630%327.(i) es una insercion.

La otra red mediana analizada fue para la mueatradbs muestras del Proyecto 1000
Genomas, una muestra de Puerto Rico encontradalgerhtura y una muestra de Brasil de la

tribu Arara. Al observar la red mediana se presemi@ relacion entre todas las muestras. La
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muestra IAl presenta la mutacién 14194, la cuahdae diferente de las demas muestras de

Puerto Rico (Figura 27).

P RICO-HZ00724-C1b Brasil-Arara-ARLA3-C10

|A-PR-C1D 16362

P RICO-HGO0G41-C10
Puerto Rico-C1b

. @ crs

Figura 27. Red de uniones medianas de IAl del subhaplogrulim Esta muestra esta representada en
rojo. EI CRS (verde) es la raiz de la red mediéfacontiene las siguientes mutaciones: 73, d243, 2
d290-291, 489, 493, 750, 1438, 2706, 3552A, 4716947028, 7196A, 8584, 8701, 8860, 9540, 9545,
10398, 10400, 10873, 11719, 11914, 12705, 1326818414766, 14783, 15043, 15301, 15326, 15487T,
16223, 16298, 16325y 16327.

6.5.3 Arboles Filogenéticos para el haplogrupo Clc

Se obtuvieron secuencias completas de la litergiartenecientes al subhaplogrupo Clc
de ADNmt (Apéndice 5) de los paises de México, BrRgru, Colombia, Puerto Rico (Proyecto
1000 Genomas) y Republica Dominicana. Después a&aeun arbol filogenético con los

programas de MEGAG6 con algoritmo de verosimilituaikima y MrBayes®.

El total de muestras usadas para realizar el @wbolerosimilitud maxima en MEGAG6

fueron 23, en donde se us6é al CRS como grupo dpstbiendo que es de origen europeo
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(Figura 28). Las 23 muestras incluyeron dos de Blg@@iDominicana y una de Puerto Rico que
fueron objeto de nuestro estudio. Como era derasda muestra del CRS fue la primera en

separarse de los haplogrupos Clc indigenas.

Después se observo la separacion de México MA183bgiguientemente la formacion
de varios grupos monofiléticos, en donde estab&stras muestras. Existe una muestra de la
Republica Dominicana tomada de la literatura cuggem es ambiguo, ya que forma un clado
junto a una muestra de México, pero muy cercanargirgen dos linajes suramericanos, uno

de Perl y otro de Colombia.

Posteriormente se pudo observar que las muestBds,3J14, ambas de Republica
Dominicana, TEAixa de Puerto Rico y una muestra Riglyecto 1000 genomas, las cuales
pertenecen al mismo clado, pero no se puede dedies su origen continental, sin embargo, se

sugiere que todos deben tener un mismo origen.
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Figura 28. Arbol filogenético del haplogrupo Clc de secuenciasipletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américasizado con MEGA6 con maxima verosimilituel
grupo externo es el CRS y los valores del bootstragtrados son los mayores al 70%. El valor de50,00
representa las sustituciones por posicion de base.

Cuando se analizé el arbol filogenético realizadoMrBayes® (Figura 29) se observo
gue la muestra CRS es la raiz de este arbol. Ademgmido observar la formacion de tres

grupos monofiléticos, siendo en el grupo de lagpaferior donde se encuentran una muestra de
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Puerto Rico del Proyecto 1000 Genomas, una muéstRepublica Dominicana encontrada en
la literatura y las muestras que fueron de interéssta investigacion, GBla, TEAixa y PJ14. Al
estar estas muestras relacionadas con dos mudstr@slombia, se pudo determinar que su

origen ancestral es suramericano.
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Figura 29. Arbol filogenético del haplogrupo Clc de secuenciasipletas (16,569pb) de ADNmt de
Puerto Rico, Republica Dominicana y las Américadizado con MrBaye®. El Grupo externo es el
CRS. El valor de 0,002 representa las sustitucipoeposicion de base.
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Se realiz6 una red mediana con PJ14, GBla, TEAXatro muestras de México, tres
muestras del Perl, una muestra del grupo indigegaiKle Colombia, una muestra del Proyecto
1000 Genomas y una muestra de Republica DominiG&mabservé que la mutacion 8584 no la
presenta la muestra de México MA183, pero las damésstras si la presentan. Las muestras

PJ14, GBlay TEAixa se encuentran mas relacionamak muestra de Colombia (Figura 30).
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Figura 30. Red de uniones medianaslds muestras PJ14, GBla y TEAk& subhaplogrupo Clc.
Estas muestras estan representadas en rojo. E{\@RIR) es la raiz de la red mediana. (*) contiese
siguientes mutaciones: 73, d249, 263, d290-291, 489, 1438, 1888, 2706, 3552A, 4715, 4769, 7028,
7196A, 8701, 8860, 9540, 9545, 10398, 10400, 10871319, 11914, 12705, 13263, 14318, 14766,
14783, 15043, 15301, 15326, 15487T, 15930, 1622308, 16325 y 16327.

Si comparamos los arboles filogenéticos (Figuray289) realizados con MEGAG6 vy

MrBayes®, este ultimo fue el mas informativo, ya e pudo determinar con certeza el origen
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ancestral suramericano. El analisis realizado cdfGM6 no presentd ningun resultado del

origen continental de nuestras muestras.

6.5.4 Arboles Filogenéticos para el haplogrupo C1d

Se usaron los programas de MEGA6 con algoritmovemsimilitud maxima vy
MrBayes®. Se busc6 secuencias completas de ADNat Iideratura (Apéndice 6) de los paises
de Argentina, Uruguay, Chile, Brasil, Peru, Ecua@wlombia, Venezuela, Panama, Nicaragua,
México y USA, para construir arboles filogenéticos.

Los arboles filogenéticos obtenidos para MEGA6 yBByes®, otorgan la misma
informacion para la Unica muestra JC03 de RepuRlimainicana del haplogrupo C1d (Figura
31). La muestra JCO3 se encuentra en un grupo oensdbdivisiones ambos compuestos
Uunicamente con muestras de Suramérica. Esto puegeirsque la muestra JC0O3 es de origen

suramericano.
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Figura 31. Arbol filogenético del
haplogrupo C1d de secuencias
completas (16,569pb) de ADNmt
de Puerto Rico, Republica
Dominicana y las Américas
realizado con MrBay&. El Grupo
externo es el CRS. El valor de 5,0
representa las sustituciones por
posicién de base.



En resumen para las muestras del haplogrupo Gdnsentré que la mayoria de las
muestras sugirieron un posible origen continentedraericano al comparar los dos algoritmos

analizados (Tabla 6)

Tabla 6. Comparacion del Haplogrupo C1 para los algoritd®8IEGA y MrBayes®

Muestra MEGA MrBayes®

RC3 Suramérica Suramérica

NA6a Suramérica Suramérica

JCO03 Suramérica Suramérica

IAl - Suramérica

JCO7 - Suramérica

TEAIxa - Suramérica

PJ14 - Suramérica

GBla - Suramérica

MI2 - Suramérica o0 Mesoameérica
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7. Discusion
7.1 Variabilidad comparada dentro de Puerto Rico yRepublica Dominicana.

Sobre la base de la regién control del ADNmt, Bseovdé una mayor diversidad en la
Republica Dominicana que en Puerto Rico para lptobaupos A2 y C1. Especificamente, para
el haplogrupo A2, con 51 secuencias de la regidiralbde Puerto Rico y 78 de la Republica
Dominicana, el parametro de diversidadue de 0.00024 para Puerto Rico y para Republica
Dominicana fue de 0.00028. En lo relacionado a 8@strtas de Puerto Rico y 32 de Republica
Dominicana del haplogrupo Cl1 se encontr6 un valer nd de 0.00019 y 0.00032,
respectivamente. Al hallar estos valoresmdee puede concluir que Republica Dominicana
presentd una mayor variabilidad en los linajes fEgdaplogrupos A2 y C1.

Esta diferencia en variabilidad puede debersedif¢rencia en tamafio de las islas. Entre
otros factores, la tasa de migracion y la derivaiggé afectan la variabilidad dentro de una
poblacién. La mayor variabilidad hallada en la i#jga Dominicana podria explicarse a base
de una mayor migracién hacia una isla mas extgreza, también podria adjudicarse a que el
tamafio poblacional efectivo esperado para la Re@iBlominicana seria mayor, produciendo
una menor deriva génica a lo largo del tiempo ymeaor eliminacion de variantes neutrales en
este pais.

Los resultados con las redes medianas sugieeefagumigraciones a las islas ocurrieron
como parte de un mismo proceso. Esto es asi psgjabservo que las muestras del haplogrupo
A2, G11 de Republica Dominicana y QA4 de PuertmRiertenecen a un mismo linaje que es
compartido entre ambos paises. Debido a queatlitene una alta frecuencia en ambas islas,
es probable que surgiera en ambas islas por medim anismo proceso migratorio, ocurrido a

un mismo tiempo histdrico y desde una misma regontinental. Esto es apoyado por la
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observacion de que las islas también compartenismanlinaje dentro del subhaplogrupo Cic

con las muestras TEAixa, GBla y PJ14. En este eagoarticular, la muestra puertorriqueia
TEAixa presentd un menor numero de mutaciones @se dtras dos muestras, ambas
dominicanas. Esta observacién podria explicarsgodenaneras. El linaje podria haber llegado
primero a Puerto Rico y luego a La Espafiola, oendd las mutaciones de la Republica
Dominicana durante ese ultimo proceso. La explica@lterna es que las mutaciones que
separan la muestra de Puerto Rico de las de labRegpDominicana existian de antemano en el
continente y se distribuyeron en ambas islas palior@e un mismo proceso migratorio. El bajo

namero de muestras que tenemos permite este @scamael cual las muestras de La Espafiola

obtienen el mayor nimero de mutaciones de forntaifar

7.2 Migraciones mas recientes para Puerto Rico y Réblica Dominicana

Al analizar la red mediana del haplogrupo C1 (Faglil) se encontré que la muestra
RC3 de Puerto Rico y NA6a de Republica Dominicaelasdibhaplogrupo Clb pertenecen al
mismo linaje. Segun los estudios realizados pottiMez Cruzado en el 2008, la muestra NA6a
de Republica Dominicana era la Unica muestra pectente a este linaje en ese pais. Sin
embargo, el linaje tiene una diversidad sustaraiaPuerto Rico. Por lo tanto se puede sugerir
gue hubo una posible migracion muy reciente det®uURico a Republica Dominicana. Este
subhaplogrupo sugirié un posible origen suramedcademas las fechas estimadas de posibles
migraciones son mas recientes, dando lugar a geeircontrario a los linajes compartidos entre
ambas islas mencionados anteriormente, estos nonfles primeros pobladores. Similarmente
aunqgue no se trabajé con alguna muestra de Realtiminicana perteneciente al linaje de la

muestra IAl de Puerto Rico, esto demostraria larmigue ocurrio con RC3 y NA6a. Este linaje
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es bien comun en Puerto Rico y tiene diversidadga& poca, lo que sugiere una llegada
relativamente reciente a Puerto Rico. La llegaglaedhaber sido desde Suramérica porque el
linaje cuenta con la transicion en la posicién 704 8ual ha sido descrita Unicamente para tribus
amazobnicas (Torroni et al. 1993). Su baja freciaean Republica Dominicana sugiere que, al

igual que el linaje de RC3 y NA6a, llega a Rep@Dbominicana desde Puerto Rico.

7.3 Diferenciacion de Puerto Rico y Republica Dominana en relacion al continente

Los calculos de & miden la diferenciacion entre poblaciones (KenBryce 2009).
Encontramos para el haplogrupo A2 una menor diéemerdon con Mesoamérica y
Centroamérica que con Sur Ameérica para Puerto RiRepublica Dominicana. Con respecto al
haplogrupo C1 los valores hallados nos indicarom lgg muestras estan mas relacionadas con
migraciones desde Sur América. Por lo tanto, se pledlucir que aparentemente la mayor parte
del haplogrupo A2 que esta en las Antillas Maydresen origen meso y centroamericano,

mientras la mayor parte del haplogrupo C1 tiengeorisuramericano.

7.4 Posibles origenes de los linajes en Puerto ®i¢ Republica Dominicana

Al obtener estos datos tan generales gedeé usaron muestras de la literatura para
realizar arboles filogenéticos siendo una bueneahsenta, ya que se pueden analizar muchas
muestras a la vez, y esto nos otorgd un buen mdiel posible origen continental de nuestras
muestras. Posteriormente se realizaron redes nasdsencillas con los grupos filogenéticos
obtenidos de los arboles filogenéticos, lo cual apsd6 a demostrar cuales muestras estaban
mas relacionadas entre si, ya que las redes npsrpionaron un mayor detalle en cuanto a la

relacion existente entre las distintas mutaciomedrd del grupo filogenético.
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Se realizaron los arboles filogenéticos con dogordmos diferentes, uno de
verosimilitud maxima y el otro con MrBayes® para pgder corroborar si los resultados eran
confiables. En 8 de 16 muestras del haplogrupo aa2hos algoritmos otorgaron un mismo
posible origen continental al agrupar nuestra maeattntro de un mismo grupo filogenético con
otras muestras halladas en la literatura provemidet una misma region continental. En la
mayor parte de los otros casos, un algoritmo sugiérto origen continental mientras que el otro
no ofrecié ningun posible indicio de donde proveliamuestra, o cual no resulté en una
confianza de su posible origen continental. Nuseaobtuvieron resultados contradictorios.
Ademas se tuvo en cuenta los valores del “bootstiesentandose en el arbol solamente
aguellos con una valor minimo del 70%. En la mi@ayde los casos los valores eran mucho mas
bajos, otorgandonos grupos filogenéticos que eegroda confiabilidad.

Observando con mas detalle los grupos filogengtfoomados se puede deducir que
para el haplogrupo A2 el algoritmo de MrBayes® @&lienas informativo, ya que no sugirié un
posible origen continental para 3 de las 16 mugstnaientras que con el algoritmo de

verosimilitud maxima no se pudo determinar el plesiltigen continental de seis muestras.

Se observé que ambos arboles coinciden en queBhayestras del haplogrupo A2
(grupo I-1V) de divergencia mas antigua que las® muestras (grupos V-VI) (Figuras 16 y
17). Posteriormente se realizaron redes mediaragstos grupos filogenéticos, en donde las 8
muestras de divergencia mas antigua nunca denmmstadinidad con América del Sur, pero a
veces si demostraban alguna afinidad lejana condgléxCentro América (Apéndice 7). En lo
relacionado a las otras 8 muestras que eran deatidste divergencia, la mayoria provenian de
Surameérica (Apéndices 8 y 9). Baneral se pude observar un patron donde se tig@imnente

migraciones de Meso o Centroameérica y posterioren@mngraciones de Suramérica.
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Al observar las Tabla 1 y 5 se puede observarla@giBnajes de mayor antigiedad en el
haplogrupo A2 fueron de origen meso y centroarardc El yacimiento arqueolégico mas
antiguo de las Antillas Mayores se conoce como da&wvijue se encuentra en Cuba y ha sido
fechado a una edad de aproximadamente 6200 afasales un yacimiento de tipo casimiroide,
caracterizado por el uso del pedernal. Existevsotacimientos casimiroides en el sur y el oeste
de La Espafiola, de edad casi tan antigua comod.éVisloz Maggiolo 1991). EIl uso extenso
del pedernal ha sido documentado para América @leegpecialmente en la region de Belice
(Rouse 1992). En nuestra investigacion se encopietodos los linajes antiguos de las Antillas
Mayores cuyo origen continental pudo ser sugerigogsentaron un origen meso Yy
centroamericano. Por lo tanto, la evidencia geaétjue hemos encontrado coincide con la
evidencia arqueoldgica y sugiere que entre los @B pobladores de las Antillas habia
personas de origen centroamericano con una cliasada en herramientas elaboradas a base
del pedernal. Estas personas cargaban mayormebDté witocondrial perteneciente al
haplogrupo A2. Después de las migraciones de Issngaides se encontraron que las demas
muestras presentaron posibles migraciones de Sricanh@ cual se relaciona con los arahuacos
gue llegaron mas recientemente.

Para el haplogrupo C1 se presentd la misma situagié para el haplogrupo A2 en lo
relacionado al programa de MrBayes® que fue el aoegé mayor informacion del origen
continental de las diferentes muestras. Con elriahgo de verosimilitud maxima solo se pudo
sugerir el origen de tres muestras de las nueveadas. Con MrBayes® se pudo encontrar que
ocho de las nueve muestras mostraron un posibigrorcontinental suramericano. Solo la
muestra MI2 no sugirié ningun origen continental ainguno de los dos algoritmos. Ademas se

observé en las Tablas 1 y 6 que las muestrasradgeliClb son las que presentaron una fecha
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mas reciente durante su migracion desde Suramétargandole una relacion con los arahuacos
que trajeron la lengua taina posteriormente. Ot djue es interesante recalcar es que la
mutacion 7013 que presenta la muestra IAl soladmencontrada en Suramérica (Torroni et al.
1993), aunque esta muestra salga de la raiz éd lamo nos permita visualizar que es de origen
suramericano. Esto es importante ya que estelggmgncuentra comunmente en Puerto Rico, lo
cual se observé con las muestras del Proyecto @@ Génomas usados en la red (Apéndice 10).
Martinez Cruzado (2010) encontr6 que el linajebesfaresente en aproximadamente el 20% de
los tainos de Puerto Rico.

En conclusion, al escoger la estrategia de realiaar redes medianas para los
haplogrupos A2 y C1 de Puerto Rico y Republica Dicana, luego hallar la distancia genética,
los valores de & y por ultimo los arboles filogenéticos, se obtuerervarios resultados
importantes como: se sugiere que la primeras maras del haplogrupo A2 podrian estar
relacionadas con los casimiroides y para el hapfmgrClse sugiere que podrian estar

relacionados con la llegada de los arahuacosisléass
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8. Conclusiones

Se observé que las muestras de Puerto Rico y Reaublominicana presentaron
origenes meso, centro y suramericano, lo que sugier los tainos podrian haber sido un
pueblo mestizo.

Se sugiere que la primeras migraciones del happogd2 fueron desde meso y
centroameérica hacia las Antillas y podrian estiaicrenadas con los casimiroides.

En lo concerniente al haplogrupo Clb se observolagsienuestras de Puerto Rico y
Republica Dominicana son de origen suramericano macignte, por lo que podrian estar
relacionados con la llegada de los arahuacos aslas, aunque es posible que las
migraciones C1b hayan llegado posterior a los posarahuacos.

El hecho de que ambas islas comparten dos linajegias, uno para el haplogrupo A2 y
otro para Clc sugiere que fueron pobladas inicialen@ través de un mismo proceso
migratorio.

Las pruebas de Fst demuestran una mayor relacdep®unto, de las muestras del
haplogrupo A2 con Centro y Mesoameérica que conARugrica.

Los arboles filogenéticos coinciden en que hay achestras del haplogrupo A2 que
divergieron de las otras ocho con anterioridads &eho muestras mas antiguas nunca
demuestran relacion con Sur América, por lo quehemos hallado evidencia de la
llegada y supervivencia de los banwaroides a lagl@smMayores.

Existe una mayor deriva génica en Puerto Rico gua Republica Dominicana.

La mayor parte de los linajes en las redes medianggen directamente del haplotipo
fundador, por lo que no es posible relacionarlas mioguna regién continental. Esto

sugiere la necesidad de ampliar el muestreo etidiatas regiones continentales.
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9. Recomendaciones

Aunqgue se realizé un gran analisis para que lastragefuesen representativas para cada
linaje de los haplogrupos A2, se deberia realiasselcuenciacion completa de los seis
linajes de Republica Dominicana y los tres linajePuerto Rico que fueron encontrados
en los estudios realizados por Martinez Cruzadal.e2008 y que no se tuvieron en
cuenta en esta investigacion.

Se deberia recolectar y analizar muestras modgriaasgiguas pertenecientes a Florida
para poder asi determinar con mayor exactitud estnas muestras eran provenientes de

México o Centroameérica o si eran provenientes dedd.
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Apéndice 1.Secuencias completas del haplogrupo A2 de ZC4,ME], 241, ALPHA D2, QA4, ALPHA A2, KEb5a, G11, SA8b
L29, J12, KB6a y J7.

Muestras

Pos Ref ZC4 AE MG1 241 Allg)ga QA4 Af;a KE5a G11 SA8b L29 PJO7 L24J12 KB6a J7
64 C . . T T T . . . . . . T T T T
73 A G G G G G G G G G G G G G G G
96 C . . . . . . . . . T . . . . .
106-111 GGAGCA . . . . . . . . . *
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522-524 C
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Continuacion Apéndice 1.

Muestras

Alpha

Pos Ref ZC4 AE MG1 241 QA4 Alpha KES5a G11 SA8b L29 PJO7 L24 J1XB6a J7

D2 A2
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Pos: Posicion, Ref: Referencia.
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Continuacién Apéndice 1.

Muestras

Py

Pos

ef ZC4 AE MGl 241 AlphaD2 QA4 AlphaA2 KE5a G11 SA8b L29 PJO7 L24 J1RB6a J7
10789 . . . . G . . . . . . . . . .
11482 .
11653
11719
12007
12155
12705
12858
13105
13731
13926
14364
14551
14766
15229
15244
15314
15326
15519
15617
15924
16083
16084
16093
16094
16111
16129
16136
16175

CHO -

404400204202 H02>0142>22>200200> 4>

Pos: Posicién, Ref: Referencia.
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Continuacién Apéndice 1.

Muestras

Pos Ref ZC4 AE MGl 241AlphaD2 QA4 AlphaA2 KE5a G11 SA8b L29 PJO7 L24 JiRB6a J7
16181 A . . . . . . . . . . G . . . : _
16189 T c
16215 C .
16223 C

16256 C

16259 C

16266 C : : : : : : : : : : : : : :
16290 C T T T T T T T T T T T T T T T T
16300 A : : : : : : : : : : : : :
16311 T

16312 A

16319 G

16360 T

16362 T

16391 G .

16519 C

A A

A
C C C C C C C C C C C C C C C C
C

—

Pos: Posicion, Ref: Referencia
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Apéndice 2.Secuencias completas de ADNmt del haplogrupo A@nittas en la literatura

ID GenBank Pais
WAIOL EU095195
WAI25 EU095196
ZORO02 EU095197
SURUO1 EU095198
WPI167 EU095199
Y655 EU095200 Brasil
PTJO3 EU095201
Y623 EU095202
KKT13 EU095203
KTN130 EU095204
GRC149 EU095205
Brasil-A2 JQ435789
ACHE30 EU095194 Paraguay
Cuba-A2 HQ198250.1 Cuba
ECWAO06 GQ398484 Ecuador
ECWA24 GQ398487
Guatemala-A2 HM589049.1 Guatemala
HI15-A2
HI049-A2 :
HI143-A2 No publicado Honduras
HI174-A2
A2af24 JQ965988 Nicaragua
A2af21 JQ965985 .
A2af23 JQoesggy  CostaRica
A2ad01 JQ965966
A2ad02 JQ965967
A2ad03 JQ965968
A2ad05 JQ965969
A2ad06 JQ965970
A2af08 JQ965972
A2afl0 JQ965974
A2afll JQ965975 Panama
A2afl4 JQ965978
A2afl5 JQ965979
A2afl6 JQ965980
A2afl7 JQ965981
A2afl8 JQ965982
A2afl9 JQ965983
A2af20 JQ965984
A2af22 JQ965986
HGO01112
HGO01113 Proyecto 1000 Colombia
HGO01134 Genomas
HG01271
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Continuacién Apéndice 2.

ID GenBank Pais
HG01342
HG01354
Eggiggg Prc()ayecto 1000
HGO1359 Sromes Colombia
HG01440
HG01492
Arsario20 EU095528
Kogui39 EU095545
Wayuu24 EU095552
Colombia-A2 JN100648.1
HGO00637
HG00638
HGO00731
HGO00736
HG01047
HG01082
HG01083 Pr(();;;enc;(r)néfs)oo Puerto Rico
HG01104
HG01105
HGO01171
HG01174
HG01183
HG01187
Apache514 EU095526 Norte América
Dogrib39 EU095538 Canadéa
MAO001 HQ012049
MAO012 HQO012053
MAO028 HQ012059
MAO054 HQ012067
MAO67 HQO012071
MAO83 HQ012076 México
MA118 HQO012091
MA152 HQO012107
MA190 HQO012122
MA207 HQ012130
México-A2k1 JN419250.1
Cayapa511 EU095529 Venezuela
Cayapab22 EU095530
Tor22 EF079873 R. Dominicana
CRS NC_012920.1 Gran Bretafia
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Apéndice 3.Secuencias completas del haplogrupo C1 de IAl,,RE3ixa, MI2, JC07, NA6a, JC03, GBlay P14.

Muestras
Posicion  Referencia 1Al RC3 TEAixa MI2 JCO7 NAG6a QBRC GBla PJ14
73 A G G G G G G G G G
143 G A . . . A .
185 C . T
194 C T
204 T C
207 G . . . A
248-249 AA A A A A A A A A A
263 A . G G G G G G G G
289-291 AAA A A A A A A A A A
293 T . C . . . . C C
456-460 CCCCT . . . . . . CCCcCcCT .
489 T C C C C C C C C C
493 A G G . G G G
494-499 CCCCCG . . . . CCCcCcCcCG .
522 CAC C C . C C C C .
750 A G G G G G G G G G
1438 A G G G G G G G G G
1888 G A A A
2706 A G G G G G G G G G
3200 T C
3398 T C .
3552 T A A A A A A A A A
3745 G A
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Continuacién Apéndice 3.

Muestras

Posicion Referencia

1Al

RC3 TEAixa MI2  JCO7 NA6a QBC GBla PJ14

4136
4167
4191
4242
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Continuacién Apéndice 3.

Muestras

Posicion Referencia Al RC3 TEAixa MI2 JCO07 NAG6a 0BC GBla PJ14
11509 C T
11518 G . . . A . . . .
11719 G A A A A A A A A A
11914 G A A A A A A A A A
12454 G A . .
12705 C T T T T T T T T T
13135 G A
13263 A G G G G G G G G G
13590 G A .
13759 G . A
14194 C T . .
14318 T C C C C C C C C C
14524 A G . G
14683 A . G . .
14766 C T T T T T T T T T
14783 T C C C C C C C C C
15043 G A A A A A A A A A
15301 G A A A A A A A A A
15326 A G G G G G G G G G
15381 C T .
15487 A T T T T T T T T T
15728 C T .
15930 G A . A A
16051 A G . G
16086 T C C C
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Continuacién Apéndice 3.

Muestras

Posicion Referencia Al RC3 TEAixa MI2 JCO07 NAG6a 0BC GBla PJ14
16136 T . . . . C
16183 A C . . . C
16189 T . C . . . C . . .
16223 C T T T T T T T T T
16242 C T
16278 C T . T
16295 C T .
16298 T C C C C C C C C C
16325 T C C C C C C C C C
16327 C T T T T T T T T T
16335 A G . .
16391 G . A
16519 T C . C
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Apéndice 4.Secuencias completas de ADNmt del haplogrupo ®tdnadas en la literatura

ID GenBank Pais
MA024 HQ012189
MAO031 HQO012191
MAO037 HQO012194
MAO056 HQ012200
MAO068 HQ012204 -
Mexico
MA110 HQ012208
MA194 HQO012214
MA203 HQO012215
MA205 HQO012216
MA215 HQO012217
ZOR19 HQ012218
ZOR31 EU095224
1875 EU095225
1878 EU095226
ARL58 EU095227 Brasil
PTJ68 EU095228
Y591 EU095229
Y650 EU095230
Y669 EU095231
P.Rico-Clb GQ397486.1
HG00641
HG00734  Proyecto 1000 Puerto Rico
HG01070 Genomas
HG01101
EU095549 Wayuu4 Colombia
VEG6 No publicado Venezuela
CRS NC_012920.1 Gran Bretafia
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Apéndice 5.Secuencias completas de ADNmt del haplogrupo ®fenidas en la literatura

ID GenBank Pais
MAQ37 HQ012194
MAO002 HQ012218
MAO008 HQ012219
MAO073 HQO012221
MA121 HQ012225

MA174  HQO12227 Mexico
MA183 HQO012229
MA189 HQ012230
MA198 HQO012231
MA204 HQ012232
MA212 HQ012233
Arsario5 EU095527 .
Colombia

Koguil2 EU095544
CJ022  JX669157.1
LIMO1 JX669207.1
PE321  JX669311.1 Peru
PEBO6C  JX669332.1
PE903  JX669362.1
HG01066 P100G Puerto Rico
Tor24 EF079875 R. Dominicana
CRS NC_012920.1  Gran Bretafia
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Apéndice 6.Secuencias completas de ADNmt del haplogrupo ®tehadas en la literatura

ID GenBank Pais
S-987389 HM107306
S-644177 HM107307
S-683498 HM107308
S-678282 HM107321
S-631499 HM107322
S-934519 HM107334

MAO79 HQ012239
MAO096 HQ012240
MAOQ53 HQO012235
MAO065 HQ012237
MAQ72 HQ012238
MAOO07 HQ012234
MA182 HQO012244
MA147 HQO012241
MA180 HQ012243
MAO57 HQ012236
WAI16 EU095222
S-689881 HM107338
S-681747 HM107347 Brasil
S-649798 HM107349
S-681199 HM107356
SA19 HM107309
SA51 HM107310
ABS174 HM107316 Argentina
SA27 HM107323
DI23 HM107324

México
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Continuacién Apéndice 6.

ID GenBank Pais
SA40 HM107325
DI22 HM107326
ABS228 HM107327
ARN116 HM107328
ABS299 HM107329
ACO388 HM107330
ABS284 HM107332 .
Argentina
SA53 HM107333
ABS229 HM107340
ABS326 HM107346
ARN112 HM107351
ABS155 HM107355
SAll HM107358
ACO394 HM107361
Coreguaje-54 EU095537
Mst42 HM107311
Mst68 HM107312
Mst61 HM107313
Mst50 HM107314 Colombia
Mst64 HM107315
S-635878 HM107317
Mst98 HM107344
Mst43 HM107345
Warao(SPRACI) AF347012
Venezuela
Warao(RML) AF347013
S-632547 HM107318 Oklahoma, USA
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Continuacién Apéndice 6.

ID GenBank Pais
S-914766 HM107319 Montana, USA
S-677163 HM107320 Quebec, Canada
S-658745 HM107335 Texas, USA
S-635687 HM107336
S-643125 HM107337 Michigan, USA
S-923879 HM107339
S-987167 HM107341
S-919781 HM107342
S-919735 HM107352 Per(
S-984386 HM107353
S-657487 HM107354
S-938246 HM107359
S-939485 HM107360
S-629812 HM107331

Uruguay
S-681241 HM107348
S-686135 HM107350
S-686784 HM107362 Chile
S-686788 HM107363
S-996796 HM107365
S-915151 HM107366 Panama
S-915473 HM107367
S-935165 HM107343 Ecuador
S-932862 HM107357 Paraguay
S-671578 HM107368 Nicaragua

CRS NC_012920.1 Gran Bretana
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Apéndice 7.Red mediana del haplogrupo A2 de Puerto Rico yiBlgga Dominicana de los grupos I-1IV con muestrasaditeratura

Costa Rica Costa Rica
AET
SABD 15817
L , ) A
s 545D México 9
2569
PR-HGO *PR-HGO A 16411 PRHGO Cuba &
o 16576
16928
g4 o 16218 162850
Brasil - Tag0 93hg
ZCal Mexico g 7675
FEO0 3205 11482 325 . o (rAlpha A2

M éxico
18252

Apache

Rojo: Republica Dominicana. Amarillo: Puerto Ridtegro: Proyecto 1000 Genomas. Verde: Meso y Cemtdaa. Azul: Suramérica. Gris:
Raiz de A2. Violeta: Apache de Norteamérica.
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Apéndice 8.Red mediana del haplogrupo A2 de Puerto Rico yiBlg@ Dominicana del grupo V con muestras deéadtura.
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161112248
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13404

Guatemala
&
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168T2

Ecuador

il
Brasi

Rojo: Republica Dominicana. Amarillo: Puerto Ridtegro: Proyecto 1000 Genomas. Verde: Meso y Cemtdaa. Azul: Suramérica. Gris:

Raiz de A2. Violeta: Dogrib de Canada.



Apéndice 9.Red mediana del haplogrupo A2 de Puerto Rico yiBlgga Dominicana de los grupos VI con muestrakdideratura.

Rojo: Republica Dominicana. Amarillo: Puerto Ridtegro: Proyecto 1000 Genomas. Verde: Meso y Cemédaa. Azul

Raiz de A2.
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Apéndice 10.Red mediana del haplogrupo C1b de Puerto RicoyiBliea Dominicana con muestras de la literatura.
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36l 4 Brasil rasi
376

Meéxico Brasil - Brasil

495 Brasil
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Rojo: Republica Dominicana. Amarillo: Puerto Ridtegro: Proyecto 1000 Genomas. Verde: Meso y Cemtdaa. Azul: Suramérica. Gris:

Raiz de C1.
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