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RESUMEN: Se caracterizo la mezcla genética de 35 individuos selecciona-
dos por autodefinirse como descendientes de africanos y por sus caracte-
risticas fenotipicas. La mezcla génica se obtuvo a través de 8 marcadores
bialélicos estudiados por medio de PCR y PCR-RFLP. Los resultados
mostraron que la muestra recibi6 el aporte africano (49,1%%3.8), ameri-
cano (19,7%%3,8) y europeo (31,2%%0,7). La adecuacién del modelo
empleado alcanzé el 99,88% (R?) y la determinacién del aporte europeo y
americano fue similar a la que se presenté anteriormente para la misma
poblacidn a partir de polimorfismos proteicos. Los resultados en el em-
pleo de marcadores moleculares bialélicos especificos o con diferencias
en sus distribuciones mayores al 30% entre las poblaciones parentales, se
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discuten conjuntamente con los resultados obtenidos anteriormente para
la misma muestra con los linajes mitocondriales y del cromosoma Y. Rev.
Arg. Antrop. Biol. 4(1): 49-59, 2002.
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ABSTRACT: We characterized the genetic admixture of 35 individuals which
were selected because they declared to be African descendants and due to
their phenotype characteristics. The genetic admixture was obtained
through 8 biallelic molecular markers characterized by means of PCR and
PCR-RFLP. The results showed that the sample received the African
(49,1%+3,8), American (19,7%=+3,8), and European (31,2%=0,7)
contribution. The adaptation of the pattern used reached 99,88% (R?) and
the determination of the European and American contribution was similar
to the one previously presented for the same population by protein
polymorphisms. The results obtained by the use of molecular specific
biallelic markers showing 30% or higher differences in their distributions
among the parental populations are discussed together with results
previously obtained for the same sample with mitochondrial and Y
chromosome lineages. Rev. Arg. Antrop. Biol. 4(1): 49-59, 2002.

INTRODUCCION

En el periodo de 1996-1997 un estudio llevado a cabo por el Instituto Nacional
de Estadistica del Uruguay determiné que aproximadamente el 6% de los urugua-
yos se autodefinian como negros o descendientes de africanos (Laborde, 2001).

La presencia de africanos en el territorio uruguayo se di6 inicialmente en con-
diciones de esclavitud. Desde 1743 arribaron los primeros barcos negreros prove-
nientes, principalmente de Angola, al puerto de Montevideo (Studer, 1958; Isola,
1975). Desde ese momento hasta la abolicién de la esclavitud se estima que llega-
ron al Uruguay unos 20 mil esclavos en forma oficial o por contrabando desde el
Brasil (Studer, 1958). En general, los esclavos eran utilizados en los trabajos en
saladeros, quintas, en la labor doméstica y en la produccién en pequefias empre-
sas familiares que satisfacian las necesidades basicas de la sociedad colonial
(Haltros Ferguson, 1963).

La presencia de africanos en la Repiblica Oriental del Uruguay no se debe
Unicamente a la entrada de buques de esclavos al puerto de Montevideo. Ademads
del contrabando, la abolicién de la esclavitud en 1846, 40 afios con anterioridad al
Brasil, produce la entrada de esclavos negros en busca de libertad, desde el sur del
Brasil al Uruguay (Mellafe, 1964).
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Es en parte por las razones detalladas anteriormente que en la actualidad el
porcentaje de genes de ancestros africanos en el norte del Uruguay, como por
ejemplo en Tacuarembd, se estima que es mayor que en la poblacién de Montevi-
deo (Sans et al., 1997).

La ciudad de Melo fue fundada en 1795, se encuentra al noroeste del Uruguay
proxima a la frontera con el Brasil y a 400 Km de Montevideo. De acuerdo al
censo de 1985 la poblacién contaba con 42.326 habitantes (Sexto Censo de Pobla-
cion y Cuarto de Viviendas, 1985) y segiin datos no publicados la poblacién gene-
ral posee un 11 a 13% de sus genes, de sistemas eritrocitario y de enzimas proteicas,
de origen africano (Sans et al., 2002).

Los individuos analizados en el presente trabajo segin estudios de Bravi et al.
(1997) con marcadores de herencia uniparental en la misma muestra determina-
ron que el aporte materno corresponde en el 49% a un origen africano, en el 12%
a un origen europeo y en el 32% a un origen amerindio, mientras que los linajes
paternos corresponden en el 18% a cromosomas Y de origen africano, en el 23%
al origen europeo no encontrindose aporte de linajes paternos amerindios.

La caracterizacidn del origen geogrifico de los linajes de herencia uniparental
se logré en el 59% de los haplotipos del cromosoma Y, mientras que con linajes
del ADNmt se logré estimar el origen étnico/geografico en el 93% de los casos.

El trabajo de Sans et al. (2002) con 11 marcadores autosémicos multialélicos -
dos sistemas de grupos sanguineos y nueve sistemas de enzimas proteicas- en la
muestra de Melo evidencié un 47% de aporte africano, 38% de origen europeo y
un 6% de componente amerindio, con una adecuacién del 96% del sistema de
modelo trihibrido.

El propésito del presente trabajo es adquirir mayor conocimiento en la compo-
stcidn genética de la poblacién de descendencia africana de la ciudad de Melo y
conocer la eficacia de esta determinacién por medio de la obtencién de la mezcla
génica a partir de marcadores autosémicos bialélicos asociados a poblaciones o
poblacidn especificos que muestran una mayor diferencia o delta en sus frecuen-
cias alélicas entre las poblaciones parentales que dieron origen al actual grupo
(europeas, africanas y americanas).

MATERIAL Y METODOS

Muestra. Se caracterizaron 35 individuos afrouruguayos de la ciudad de Melo,
Uruguay, que no presentan relacion de parentesco y que otorgaron su consenti-
miento informado. Todos fueron seleccionados por ser miembros de una asocia-
ci6n denominada “Club Uruguay” fundada y constituida por individuos de ascen-
dencia africana autodefinidos como “afro-descendientes”,
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De las muestras de sangre entera se extrajo ADN por medio de resina Chelex ®
(BioRad) (Walsh et al., 1991) o por la técnica de fenol-cloroformo descripta por
John et al. (1991).

Sisternas genéticos. Se determinaron 8 marcadores autosémicos bialélicos (Ta-
bla 1) por medio de PCR y RELP: 2 polimortfismos de insertos Alu (PV92y Sb19.3);
una insercién de 68 pb en la secuencia del gen de antitrombina 3 (AT3) y 5
polimorfismos de sitios de restriccion en los loci: LPL, Fy-null, DR2D Bcll, OCA2
y RB2300. Los polimorfismos fueron seleccionados por poseer frecuencias homo-
géneas entre subpoblaciones parentales y diferencias entre ellas mayores al 20%.

Las frecuencias alélicas para Amerindios, Europeos y Africanos se obtuvieron
mediante un pool de mas de 150 individuos para cada marcador y se convino en
utilizar la denominacién de alelo 1 al alelo que presentara el inserto Alu y la
ausencia del sitio de restriccién de acuerdo a Parra et al. (1998). Las frecuencias
parentales empleadas se detallan en la Tabla 1.

Los marcadores de sitios de restriccién, DR2D Bcll, LPL y RB2300', se en-
cuentran en secuencias intrénicas. El polimorfismo OCA?2 corresponde a una tran-
sicién G a A en el ex6n 10 del gene para la proteina transportadora P que produce
una mutacién silenciosa (National Center for Biotechnology). Opuestamente, el
polimorfismo Fy-null estd asociado a resistencia a malaria (Tournamille et al.,
1995; Parra et al., 1998; Pfaff et al., 2001). El polimorfismo corresponde a una
transicién de T a C. Esta mutacién perjudica la actividad del promotor del gen
DARC al romper un sitio de ligamiento para su factor de transcripcion, en conse-
cuencia el receptor eritrocitario usado por el Plasmudium vivax para la infeccién
se halla reprimido (Tournamille et al., 1995).

Hasta el momento, para los polimorfismos de insercién como el AT3 y los del
tipo Alu no contamos con datos que demuestren que afectan la regulacién de
algin gen (Shriver, 2002).

Andlisis estadistico. Las frecuencias alélicas de todos los marcadores fueron
obtenidas por el conteo génico a partir de los correspondientes genotipos. El nime-
ro de individuos homocigotas y heterocigotas medios esperados se obtuvo mediante
el método de Chakraborty (1991) y se evalud la desviacién del equilibrio de Hardy
Weinberg (HW) por medio de dos métodos, de X2 de bondad de ajuste y el método
G, (Sokal y Rohlf, 1981) para valores genotipicos esperados pequeos.

Para estimar la contribucién africana, europea y americana se emplearon los 8 mar-
cadores conjuntamente por medio del programa ADMIX3 cedido por Ranajit Chakraborty
y modificado por Bernardo Bertoni, de la Universidad de la Repiiblica, Montevideo,

'GenBank: DR2D acceso AF050737, LPL acceso AF050163 y RB2300 acceso AL392048.
http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/
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Uruguay. Este programa requiere las frecuencias alélicas de la muestra de interés y de las
posibles poblaciones parentales, ademds de calcular la contribucién de cada parental a la
muestra hibrida, genera un coeficiente de correlacién miiltiple (R?) que demuestra la
adecuacion de las muestras parentales seleccionadas. La mezcla génica se estimé me-
diante el método basado en identidad genética de Chakraborty (1975; 1985). En el caso
de los valores en las muestras parentales se empled el promedio de muestras europeas,
americanas y africanas obtenidas de la bibliografia (Batzer et al., 1996; Shriver et al.,
1997; Parra et al., 1998; Bonilla et al., 2000) y para el marcador DR2D Bcll las frecuen-
cias de poblaciones parentales se obtuvieron del sitio SNP Search, del Centro Nacional
de Biotecnologia de los Estados Unidos (ver bibliografia citada).

Se compararon nuestros resultados para la contribucién Amerindia, Europea y
Africana con aquellos para la misma muestra obtenidos por marcadores proteicos
por medio del test para comparacion de proporciones (Z_) (Zar, 1999).

RESULTADOS

Las frecuencias genotipicas para siete de los marcadores se correspondié al
equilibrio de HW obtenido por los dos métodos empleados a niveles de significancia
mayores a 0,01 (Tabla 2). Sin embargo, el marcador Sb19.3 mostré un desvio
significativo (X? ,=9,52, P=0,009; G ,=9,72, P=0,008) del equilibrio de HW
(Tabla 2). Se calculo el desvio de HW del total de los marcadores a través de la
suma de los valores individuales para el X* y los grados de libertad. El resultado
no se desvio del equilibrio de HW (qulm:26,64, P=0,05; GSTg116:27,09, P=0,04).

Los resultados de mezcla génica mostraron que la muestra recibid el aporte
africano (49,1%+3,8), europeo (31,2%=+0,7) y americano (19,7%=3,8). El coefi-
ciente de correlacién miltiple (R?) que expresa la adecuacién del modelo trihibrido
empleado alcanzé un valor de 99,88% (Tabla 3). El valor obtenido de R? implica
que en efecto la muestra de Melo es el resultado con 99,88% de la mezcla entre
Amerindios, Europeos y Africanos en las proporciones obtenidas.

La comparacién de proporciones de nuestros resultados para la mezcla génica
no difieren significativamente (P>0,05) de los publicados anteriormente para la
misma poblacién con marcadores proteicos.

DISCUSION

A pesar de las politicas de estado desde el virreinato de mantener una sociedad
fuertemente estratificada, donde los espafioles conformaran pareja con espaiiolas,
los indios con indias y los esclavos negros con negras, en la realidad los tres
grupos se mezclaron profusamente, formando un mosaico que los propios espafio-
les llamaron castas (Mellafe, 1964).
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En la region del Rio de La Plata (Uruguay, Argentina y el Sur del Brasil) los
esclavos africanos fueron obtenidos para trabajos domésticos o para labores como
peones en saladeros y ranchos, lo que generd la mayor demanda de mujeres afri-
canas en la regidon. Consecuentemente, las uniones ilegitimas entre europeos y
mujeres africanas no fueron raras, como lo expresan diferentes crénicas y regis-
tros genealdgicos desde la época colonial (Bouton, 1958; Mellafe, 1964).

El aporte genético amerindio a través de mujeres esta sustentado ademds en las
evidencias histéricas y demogrificas de la region (Sans et al., 1997). Debido a la
falta de mujeres espafiolas durante la conquista era comiin que los varones euro-
peos conformaran pareja con mujeres amerindias, generando al mestizo (M&rner,
1969). [gualmente, a partir de 1831 con la erradicacién del pueblo charria, los
sobrevivientes en su mayoria mujeres y ninos fueron cedidos a familias en las
zonas rurales (Cabrera, 1983).

La muestra afrouruguaya de la ciudad de Melo es, entonces, también el resul-
tado de uniones direccionales que involucraron, al igual que la poblacién general,
a los tres grandes grupos étnicos: africanos, europeos € indigenas.

Los resultados descriptos por Bravi et al. {1997) para marcadores de herencia
uniparental (cromosoma Y y ADNmt) evidenciaron la ocurrencia de uniones
direccionales, donde el aporte amerindio y africano proviene principalmente de li-
najes maternos de ambos origenes (Tabla 3) (Bravi et al., 1997, Sans et al., 2002).
No se observé que la mezcla génica estimada por marcadores autosémicos sea el
promedio de los resultados obtenidos para los linajes uniparentales, pues como era
de esperar el efecto del proceso de apareamiento ha sido acumulativo desde la colo-
nia y ha estado fuertemente influenciado por la subestructuracion de la muestra por
causas sociales, historicas y culturales que actian sobre la eleccién del cényuge.

Nuestros resultados comparados con aquellos de Bravi et al. (1997) para mar-
cadores uniparentales y de Sans et al. (2002) permiten observar posibles cambios
en el apareamiento direccional, desde la época colonial y la presencia en forma
elevada del componente africano, podria estar evidenciando una subestructuracién
de la muestra por causas sociales, asociadas a elementos fenotipicos y culturales
que necesitan de mayor revision.

Los marcadores autosémicos empleados, al ser en su mayoria especificos o
presentar diferencias mayores al 20% entre las poblaciones parentales, evidencia-
ron resultados con errores estandares levemente menores a los obtenidos con 11
marcadores proteicos y generaron una mayor adecuacién del modelo en compara-
ci6n a los resultados obtenidos previamente (Tabla 3, Sans et al., 2002), sin em-
bargo los resultados de mezcla génica con los marcadores de ADN no presentaron
diferencias significativas con los resultados previos (P> 0,05).
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A diferencia de los resultados en Sans et al. (2002) donde ninguno de los
polimorfismos estudiados se aleja del equilibrio de Hardy Weinberg (P>0,01), en
nuestros resultados el polimorfismo Alu Sb19.3 se separa del equilibrio.

La pérdida del equilibrio de Hardy Weinberg puede generarse por endogamia,
estratificacion de la muestra, mezcla génica o por seleccién entre otras causas.

Sin embargo, debido a que los resultados para los polimorfismos descriptos
por Sans et al. (2002) no se desvian del equilibrio de HW y que casi la totalidad de
los marcadores aqui presentados estan dentro del equilibrio, no podemos afirmar
que el desvio del equilibrio de HW para el marcador Sb19.3 se deba a la
subestrcturacion de la muestra de Melo; el desvio del polimorfismo Sb19.3 debe
estar relacionado mds que a caracteristicas de la muestra a las propias caracteris-
ticas de este marcador y a posibles efectos de seleccién que no han sido descriptos
en la bibliografia hasta el momento.

Se estima que, a pesar de no contar con un conjunto de muestras parentales
especificas a las que dieron origen a la poblacién de Melo, los marcadores selec-
cionados al poseer una distribucién de forma homogénea en todas las poblaciones
europeas, africanas y amertndias estudiadas, permiten obtener una imagen clara
del fondo étnico de una poblacién hibrida.

Se sugiere que el empleo y desarrollo de marcadores autosémicos asociados a
poblaciones o especificos de ellas, en conjuncién a los de linajes uniparentales
son adecuados para conocer la estructura genética de poblaciones afroamericanas
de Sudamérica, ya que en ellas, a diferencia de las poblaciones norteamericanas,
el aporte de indigenas americanos y europeos no puede ser desestimado (Parra et
al., 1998; Sans et al., 2000).
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Tabla 1
Marcadores autosémicos empleados para el cdlculo de mezcla génica y frecuen-
cia en poblaciones parentales

Locus Tipo de marcador Frecuencia alelo 1

América  Europa Africa
AT3/D 68-bp insercion /delecion 0,160 0,279 0,874
DR2D transicion C a T sitio Bell 0,628 0,144 0,063
Fy-null sitio Styl 1,000 0,991 0,000
LPL sitio Pvull 0,480 0,456 0,973
OCA2 sitio Haelll 0,541 0,763 0,108
PV92 insercion Alu 0,773 0,242 0,187
RB2300 sitio BamHI 0,110 0,333 0,920
Sb19.3 insercion Alu 0,440 0,930 0,425
Tabla 2

Frecuencias alélicas, genotipicas y estimacién del equilibrio de Hardy Weinberg
en una muestra de Melo, Uruguay

Locus Frecuencias Genotipos Hardy Weinberg
alélicas N (frecuencia)
A A LI 1.2 22 N X*p P Gsyge P

AT3/D 048 0,52 9(0,30) 11(0,37) 10(0,33) 30 2,12 0346 2,15 0,341
DR2D 0,15 0,85 0(0,00) 6(0,30) 14(0,70) 20 0,62 0733 1,06 0,589
Fy-null 0,64 0,36 16(0,50) 9(0,28) 7(0,22) 32 4,85 0,088 4382 0,089
LPL 0,69 031 11(0,61) 3(0,17) 4(0,22) 18 6,63 0,036 654 0,038
OCA2 041 059 3(0,11) 17(0,61) 8(028) 28 1,81 0405 186 0,395
PV92 0,11 0,89 1(0,03) 6(0,17) 28(0,80) 35 083 0660 0,68 0,712
RB2300 0,59 041 8(0,38) 9(043) 4(0,19) 21 0,26 0878 026 0878
Sb19.3 035 0,65 7(0,26) 5(0,19) 15(0,55) 27 9,52 0,009 9,72 0,008

26,64° 0,046 27,09 0,041

* : Valores de analisis del desvio del equilibrio de HW globales
N : Namero de individuos

g.1.: Grados de libertad

P : Probabilidad
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Tabla 3

Proporciones estimadas del aporte africano, europeo y amerindio, en trabajos
previos y en el presente para la misma muestra de Melo

Aporte ADNmt CromosomayY 11 marcadores 5 marcadores 8 marcadores
Parental %! %*! proteicos **  proteicos ** de ADN *
Africano 49 18 0,469+0,044  0,521+0,032 0,491+0,038
Europeo 12 23 0,376+0,041  0,392+0,044 0,312+0,007

Amerindio 32 0 0,155+0,055 0,087+0,036 0,197+0,038
Indeterminado 7 59 - - -
R’ 96,40% 99,60% 99,88%

*! Bravi et al., 1997
*2Sans et al., 2002
* Trabajo Presente
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