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Resumen

La persistencia de lactasa evoluciond junto al desarrollo del pastoralismo de ordefio en el
Viejo Mundo como una adaptacion al consumo de leche en adultos. La difusion de este ras-
go constituye uno de los mejores ejemplos de seleccién natural positiva en humanos. Sin
embargo, los mecanismos especificos que confieren ventajas selectivas a la persistencia
de lactasa son desconocidos. El consumo de leche animal fue introducido en los ultimos
500 anos al continente americano, resultando necesario entender los efectos evolutivos de
esta adopcion alimentaria. Para ello, se recolectaron datos sobre habitos alimenticios y re-
productivos usando cuestionarios, muestras de DNA, y mediciones de peso y estatura para
450 individuos, durante 10 meses de trabajo de campo en comunidades de pastores de an-
cestria mestiza del norte semiarido de Chile. La secuenciacién de la region potenciadora
del gen de la lactasa revel6 Unicamente la presencia de la variante Europea de persisten-
cia de lactasa (—7139107T), en alta asociacion (99.64 %) con el fenotipo de 41 participantes
evaluado usando pruebas de digestion de lactosa. La frecuencia de persistencia de lactasa
en esta poblacién (0.38) result6 similar a la encontrada en poblaciones mestizas de América
sin patrones de subsistencia pastoralistas. Controlando por ancestria, parentesco, y otras
variables, se evalué la asociacion de la persistencia de lactasa con fertilidad, estatura y pe-
S0, no encontrandose efectos significativos de la persistencia de lactasa en la fertilidad, pero
si en el indice de masa corporal (p = 0,001), y de este ultimo en la fertilidad. El estudio su-
giere futuras investigaciones para estudiar la seleccion positiva de la persistencia de lactasa
en relacion a las ventajas nutricionales de la misma en posibles contextos de escasez de
alimentos en el pasado.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Variabilidad y adaptacion

La antropologia entendida como el estudio de la variabilidad humana constituye una de las
pocas definiciones que puede encontrar algun grado de aceptacién en una disciplina diver-
sa y fragmentada. La misma esta histéricamente fundada sobre un interés acerca de los
diferentes grupos humanos como un esfuerzo por descubrir las relaciones entre su compor-
tamiento, historia, sociedad, cultura y biologia. La variabilidad, entendida como el trasfondo
general de la antropologia constituye un marco de trabajo atractivo tanto para la antropologia
social como para la antropologia biolégica.

Ademas de su impacto cientifico, el estudio de la variabilidad humana siempre ha estado
relacionado con temas de amplio interés social, jugando un rol fundamental en el expansio-
nismo y colonialismo europeo desde el siglo XV hasta mediados del siglo XX (Harris, 2000),
y ha sido utilizado como pretexto cientifico para justificar desigualdades sociales hasta tiem-
pos recientes (Lewontin, 2001). Sin embargo, también ha contribuido a orientar necesidades
especificas de las diferentes poblaciones humanas en areas como, por ejemplo, las politi-
cas publicas, la identificacion forense, la ergonomia y la salud (Harris, 1997). Hoy en dia
el estudio de la variabilidad humana se enfrenta al desafio de comprender los efectos de
la globalizacion y de la rapida dispersion de comportamientos occidentales en una amplia
gama de poblaciones, cada una con sus particulares modos de vida y rasgos biolégicos,
un escenario en el cual el estudio de la variabilidad humana puede contribuir al desarro-
llo de politicas publicas que mejoren el bienestar de diversas poblaciones y sus relaciones
interculturales.

Parte de la variabilidad en la que estamos interesados es causada por rasgos adquiridos
por grupos humanos como formas de ajustarse a condiciones especificas de su ambiente
y su forma de vida. Muchos términos (como adaptacién, aclimatacién, acomodacion, ha-
bituacidn, etc.) son utilizados en la literatura para clasificar diferentes modalidades de los
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mencionados procesos de ajuste, distinguiéndose respuestas a nivel individual y poblacio-
nal en niveles de variabilidad genética, fisioldgica, conductual y cultural (véase Mazess 1975
y Harrison & Morphy 1998 para comparar diferentes esquemas de clasificacion). A pesar de
que no existe una terminologia estandarizada, la mayoria de los esquemas examinados dis-
tinguen entre modificaciones a nivel de poblaciones, adquiridas a largo plazo y hereditarias
(adaptacion), de respuestas a corto plazo de nivel individual y no hereditarias (aclimatacion).
Las dificultades para distinguir las diferentes formas en que los humanos se ajustan a sus
condiciones de vida residen en las profundas relaciones entre ellas: el rango de respuestas
que un individuo puede mostrar y como son gatilladas es a su vez resultado de un proceso
de adaptacion. Del mismo modo, la variacion a nivel fisiolégico, conductual y cultural tam-
bién puede ser el resultado de modificaciones de largo plazo hereditarias, y por lo tanto
adaptaciones, posibilidad reconocida por la denominada Teoria de la Heredabilidad Dual en
el estudio de la coevolucion de genes y cultura (Aoki, 2001; Durham, 1982).

Esta memoria es acerca de como una poblacion pastoralista, viviendo en condiciones am-
bientales adversas, se adapta a una comportamiento alimenticio recientemente introducido.
Estos tres elementos claves: pastoralismo, ambientes extremos, y cambios en la dieta, han
formado parte de modelos utiles para el estudio de la adaptacion humana.

1.1.1. Adaptacion a ambientes extremos

A medida que las poblaciones humanas se dispersaron por el mundo se vieron enfrentadas
a una variedad de ambientes, fundamentalmente diferentes del ecoclima original del este de
Africa. Adaptaciones culturales en el vestuario, la calefaccién, la arquitectura, el transporte,
las tecnologias de caza, y la estructura social facilitaron el proceso de migracién humana.
A su vez, la adaptacion biolégica, por medio de la seleccion natural, jug6 un rol fundamen-
tal en este proceso y es responsable de una importante parte de la variabilidad fenotipica
que observamos en esta especie. La literatura documenta varios ejemplos de desafios am-
bientales enfrentados por las poblaciones humanas, e indican los mecanismos mediante los
cuales los humanos lograron adaptarse para lidiar con ellos.

Uno de estos desafios radica en la diversidad de temperaturas en el mundo. Una hipotesis
de gran relevancia histérica fue propuesta por Bergmann (1848), quien introdujo la idea que
hoy se conoce como la “Regla de Bergmann”. Segun esta regla, los animales grandes tie-
nen menores tasas de pérdida de calor debido a que la superficie de su cuerpo expuesta
al frio es proporcionalmente pequefia respecto a su tamafo corporal. De acuerdo con esta
hipotesis, la correlacion entre el tamano corporal y la latitud ha sido documentada para va-
rios niveles taxonémicos, por ejemplo, entre 6rdenes dentro de los mamiferos (Ashton et al.,
2000; Freckleton et al., 2003), y entre especies dentro de los primates (Harcourt & Schreier,
2009). Entre poblaciones humanas la variacion en el tamano corporal se muestra, general-
mente, en acuerdo con la regla de Bergmann (Katzmarzyk & Leonard, 1998; Roberts, 1953;
Ruff, 2002). Sin embargo, los conocimientos sobre las bases genéticas de esta adaptacion
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hipotética son limitados, y algunas evaluaciones de la regla de Bergmann pueden estar
afectadas por variables externas como la prevalencia de malnutricion en areas tropicales
(Katzmarzyk & Leonard, 1998) u otros procesos evolutivos, tales como la adaptacion para
moverse en los bosques, seleccion sexual, o reproduccion temprana (Jobling et al., 2013).

Ademas del tamafo corporal como mecanismo termorregulador, otros factores han sido
explorados para explicar la adaptacion a temperaturas extremas.

Los registros historicos entregan evidencia de tasas de mortalidad altas asociadas a olas
de calor (Kovats & Hajat, 2008), y se ha demostrado epidemiolégicamente la asociacion de
las altas temperaturas con el nacimiento de nifos bajo peso (Wells, 2002). Hancock et al.
(2011b) han encontrado una fuerte asociacion entre las frecuencias de un alelo del gen
KRT77, que codifica queratina, en lugares con altas temperaturas, sugiriendo adaptacion al
calor debido a la expresion de este gen en los ductos sudoriparos ecrinos.

Sin embargo, considerando que el origen de la especie es en el calido oriente africano, la
adaptacion a las bajas temperaturas debe haber significado un paso mas significativo en la
colonizacion humana de la mayoria del planeta'. Una tasa metabdlica basal alta, que con-
tribuye con la produccion de calor, ha sido encontrada en poblaciones siberianas (Leonard
et al., 2002). Este fenotipo ha sido explicado como una adaptacion genética atribuida al in-
cremento de la funcion de la tiroide, y no a mera aclimatacion, debido a que las poblaciones
nativas del norte de Norte América no presentan este incremento en el matabolismo basal,
a pesar de compartir dietas, modos de vida, y temperaturas similares (Leonard et al., 2005).
Una senal de seleccion fuerte ha sido encontrada para un alelo en TRIP6 (proteina de inter-
accion con receptor tiroideo 6) en poblaciones que viven en lugares con bajas temperaturas
(Hancock et al., 2011b), la cual puede ser interpretada como apoyo a esta hipétesis. De
forma similar, la forma mas importante de produccion de calor en infantes, conocida co-
mo termogénesis no temblorosa, estd mediada por la proteina desacoplante UCP1, la cual
disminuye el gradiente de protones en la membrana mitocondrial de las celulas del tejido adi-
poso marrdén, generando calor. Un alelo en UCP1, asi como alelos en genes relacionados
con otras proteinas desacoplantes, son particularmente frecuentes en regiones con bajas
temperaturas, y muestran fuertes senales de seleccion natural (Hancock et al., 2011a).

Las poblaciones humanas también se han adaptado a los diferentes niveles de luz solar pre-
sentes en diferentes latitudes. Por muchos anos, la pigmentacién humana fue erréneamente
interpretada como una senal de las relaciones genealodgicas de las poblaciones (Relethford,
2002). Sin embargo, hoy se sabe que la pigmentacion es el resultado de un proceso de
adaptacion a las diferentes cantidades de radiacion UV, como lo indica la alta asociacion
entre pigmentacion y latitud (Jablonski & Chaplin, 2000). La variacion en la pigmentacion es
causada por varios factores, siendo uno de ellos las diferencias en el tamano y la distribu-
cion de las células productoras de pigmentos ubicadas en la capa inferior de la epidermis,
las cuales se ven estimuladas por la exposicion a la luz solar (Garcia-Borron et al., 2005).

! Antartica, el continente mas frio en la Tierra, es de hecho una notable excepcién en el contexto de la
expansion humana global



CAPITULO 1. INTRODUCCION 11

Muchos genes juegan un rol en la pigmentacion, y se han encontrado importantes diferen-
cias alélicas en su distribucién mundial. En Europa se han detectado senales de seleccion
para variantes asociadas a fenotipos de piel clara en SLC24A (Izagirre et al., 2006; Lamason
et al., 2005; Norton et al., 2007; Sulem et al., 2007), MATP (Graf et al., 2005; Norton et al.,
2007), MC1R (Beaumont, 2005; Flanagan et al., 2000; Harding et al., 2000; Sulem et al.,
2007), OCA2 (Norton et al., 2007; Sulem et al., 2007) y TYR (Izagirre et al., 2006; Lao et al.,
2007; Norton et al., 2007; Sulem et al., 2007). De estos alelos, solo los de los genes OCA2
yTYR estan asociados con los fenotipos de piel clara en Asia, habiéndose encontrado va-
riantes adicionales propias de esta region geografica (ASIP, OCA2, DCT, EGFR y DRD2)
sugiriendo evolucion independiente del rasgo en ambos continentes (Lao et al., 2007; Norton
et al., 2007). Ademas se han sugerido sefales de seleccidén en contra de alelos asociados
a fenotipos de piel clara en Africa, basados en la distribucién de alelos relacionados con
fenotipos de piel oscura en los genes TP53BP1y RAD50 (lzagirre et al., 2006).

Esta diversidad es explicada por presiones selectivas hipotéticas operando simultaneamente
en regiones de alta y baja radiacion UV. La adaptacion parece ser el resultado de la seleccion
de niveles adecuados de pigmentacion para una latitud dada. Por lo tanto, en lugares donde
la radiacion UV es alta, la pigmentacion debe ser capaz de proteger de las quemaduras
solares, la deshidratacion, y la degradacion de micronutrientes, mientras en lugares con
radiacion UV baja, la pigmentacion no debe impedir la sintesis de vitamina D (Jobling et al.,
2013).

Otro ejemplo de adaptacion es el que permite a algunas poblaciones humanas vivir en lu-
gares con elevaciones superiores a los 3000 m.s.n.m., donde la presion parcial de oxigeno
en el aire disminuye, disminuyendo también el contenido de oxigeno del aire inhalado. Bajo
estas condiciones, la mayoria de los humanos sufre los sintomas del apunamiento agudo,
en donde la fisiologia respiratoria (adaptada al nivel del mar) responde induciendo la hi-
perventilacion y el aumento de la tasa metabolica basal. Esta reaccion puede resultar en
aclimatacion después de algunas semanas de exposicion (Beall, 2007). Sin embargo, si
estas condiciones son sostenidas en el largo plazo pueden resultar en edemas y en apu-
namiento cronico (Beall et al., 1997), afectando la mortalidad materna y fetal (Julian et al.,
2009; Moore et al., 2011), y por lo tanto constituyendo un impedimento importante para la
colonizacion de estos territorios.

Sin embargo, han existido asentamientos de altitud por miles de anos en los Himalayas,
los Andes, y la meseta de Etiopia, sugiriendo adaptacion genética de las poblaciones que
viven ahi. Los fenotipos de adaptacion fisiolégica a la hipoxia son muy diferentes en estas
tres regiones, mostrandose hipoxemia arterial tanto en los Andes como en los Himalayas,
disminucion de la concentracion de hemoglobina solamente en los Himalayas, y aumento
del conteo de globulos rojos solo en los Andes. Por otra parte, los etiopes de las tierras
altas muestran niveles de saturacién de oxigeno, concentracién de hemoglobina, y conteo
de globulos rojos similares a los reportados en poblaciones a nivel del mar (Beall, 2006,
2007; Beall et al., 2002).
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Se han encontrado senales de seleccién en alelos de EPAS1, EGLN1, y PPARA, en po-
blaciones sherpa y tibetanas. Todos estos genes estan en la via del factor de transcripcion
inducible por hipoxia HIFa2, y estan relacionados con la concentracion de hemoglobina, la
cual esta disminuida en las poblaciones de los Himalayas, pero no en otras poblaciones de
altura (Beall et al., 2010; Simonson et al., 2010).

La fisiologia andina de altura es similar a la de individuos no andinos nacidos a nivel del
mar una vez aclimatizados a ambientes de altura, pero la alta heredabilidad de las tasas de
hipoxemia y del conteo de globulos rojos en individuos con ancestria andina nacidos a nivel
del mar sugieren que el rasgo tiene una base genética (Beall, 2006). Agunos estudios han
propuesto senales de seleccion en poblaciones andinas para alelos de ENDRA, PRKAAT,
y NOS2A, estando todos estos genes involucrados en la via de factores de transcripcion
inducibles por hipoxia por medio de la regulacién de la vasoconstriccion, monitoreo de de-
privacion de ATP, y regulacion de la presién sanguinea, respectivamente (Bigham et al.,
2009).

1.1.2. Adaptacion a cambios en la dieta

Debido a que los recursos disponibles dependen en parte del ambiente, los cambios en
la dieta pueden ser considerados como parte del conjunto de adaptaciones a diferentes
ambientes, tratados en la seccién anterior. Estos cambios incluyen adaptaciones culturales
como la evasion y preferencia cultural hacia ciertas comidas y ciertas formas de procesa-
miento de alimentos (Harris, 1998; Simoons, 1994). Sin embargo, los cambios en la dieta no
solamente se ven afectados por las diferencias en los ambientes ocupados por los huma-
nos, si no también por las innovaciones culturales en obtencion de recursos y produccion de
alimentos.

Una porcion importante de la variabilidad fenotipica humana ha sido interpretada en relacién
a la alimentacion. Por ejemplo la alta variabilidad en los genes que codifican las enzimas
involucradas en el metabolismo del alcohol: alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido des-
hidrogenasa (ALDH). Solo unas pocas variantes dentro de estas familias de genes tienen
efectos en la actividad enzimatica en ALDH2, ADH1B y ADH?. Estas variantes alélicas se
encuentran casi exclusivamente en poblacion del este de Asia, donde es posible observar
senales moleculares de seleccion (Evsyukov & Ivanov, 2013; Li et al., 2009; Oota et al.,
2004; Osier et al., 2004, 2002; Peng et al., 2010). Estas variantes estan asociadas a la abs-
tinencia y al bajo consumo de alcohol en poblaciones asiaticas, lo que ha llevado a algunos
autores a sugerir un efecto protector contra el alcoholismo (Chen et al., 1999; Tu & Israel,
1995).

Los mecanismos que actian dando ventajas evolutivas a este rasgo son materia de debate.
El alcoholismo esta asociado a varias enfermedades que pueden ser letales, y la reaccion
de rubor sufrida en asociacion al consumo de alcohol por los portadores de estas variantes
puede haber desincentivado el consumo (Osier et al., 2002; Tu & Israel, 1995). Ademas,
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una combinacion particular de alelos no protectores en poblacion Nativa Americana esta
altamente relacionada con episodios de alcoholismo e intoxicacion etilica (Mulligan et al.,
2003). Un Estudio en varias poblaciones Chinas Peng et al. (2010) han detectado una mar-
cada distribucion geografica de ADH1B*47His en asociacion con localidades con registro
arqueoldgico de domesticacion temprana del arroz, el cual puede haber sido usado en la
produccién de bebidas alcohdlicas. El estudio mencionado data el origen del polimorfismo
ADH1BArg47His entre 10000 y 7000 anos atras, en concordancia con las fechas estimadas
para el origen y la expansion de la agricultura en China. Sin embargo, otros estudios han
propuesto causas no relacionadas con el alcoholismo, destacando el rol de ADH y ALDH
en la proteccién contra micotoxinas y parasitos anaerobicos como una causa mas probable
para la aparicion de presiones selectivas a favor de estas variantes (Han et al., 2007; Oota
et al., 2004), mientras otros no han detectado asociacion entre estas variantes alélicas y el
consumo de alcohol en poblacién mestiza latinoamericana, sugiriendo mayor relevancia de
factores culturales en la conducta de consumo de alcohol (Silva & Flores, 2015).

Uno de los cambios alimenticios mas relevantes de la historia humana es el paso de estrate-
gias de subsistencia basadas en la caza y recoleccion a aquellas basadas en la agricultura,
sugiriéndose la posibilidad de que dicho proceso conllevara procesos de adaptacion en el
pasado. Se ha documentado variacion interpoblacional en el nimero de copias (CNV por sus
siglas en inglés “copy number variation”) en el gen que codifica la amilasa salival (AMY1), lo
que ha sido interpretado como una adaptacién a una dieta rica en almidones como raices,
tubérculos, trigo y arroz (Luca et al., 2010; Perry et al., 2007). La amilasa salival esta invo-
lucrada en la digestion del almiddn, y el nimero de copias del gen AMY1 esta relacionado
con los niveles de actividad enzimatica (Fried et al., 1987; Groot et al., 1989; Lebenthal,
1987). Perry et al. (2007) muestran una importante asociacion entre el nimero de copias de
AMY1 de acuerdo a la importancia de los almidones en la dieta de diferentes poblaciones,
sugiriendo la seleccién natural como la responsable de la distribucién de esta variabilidad.

Otro aspecto importante a tener en cuenta en la adaptacion de las poblaciones humanas
a diferentes tipos de dieta son las practicas culturales, como queda ejemplificado con el rol
del canibalismo ritual en la masificacion de la resistencia al kuru entre los Fore de Papua
Nueva Guinea (Lindenbaum, 2008). El kuru es una enfermedad neurodegenerativa conta-
giosa producida por la autoreplicacion de proteinas resistentes a la proteasa anormalmente
plegadas (PRNP). Individuos heterocigotos en el coddén 129 de PRNP poseen resistencia
contra el Kuru y contra la enfermedad de Creutzfeldt—Jakob (Mead et al., 2009). Entre los
Fore, se ha demostrado seleccion estabilizadora por medio de desviaciones de equilibrio de
Hardy—Weinberg entre diferentes grupos etarios y diferentes géneros (Mead et al., 2009).
La exposicion al consumo de tejido nervioso humano era comun antes de la prohibicion
del endocanibalismo ritual en 1950, y debido a que los hombres participaban menos en los
festines funerarios y consumian tejidos de menor riesgo, las mujeres y los nifos eran los
que se veian mas expuestos a la enfermedad (Mead et al., 2008). Por lo tanto, fue nece-
sario conocer en profundidad la historia y los rasgos culturales del endocanibalismo Fore
para poder entender la relevancia de la comparacion por grupos etarios y por género. El
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efecto de esta practica en la adaptacion genética fue lo suficientemente grande como para
detectar seleccion natural utilizando métodos tan directos como la prueba de equilibrio de
Hardy—Weinberg entre generaciones (Jobling et al., 2013) y constituye uno de los ejemplos
mejor documentados de cambio evolutivo reciente en humanos. A pesar de no presentar
senales de seleccion tan fuertes como en Papua Nueva Guinea, las frecuencias alélicas de
microsatélites ligados a variantes de PRNP muestran senales de seleccion en la mayoria
de las poblaciones humanas a nivel mundial, con la excepcion del este de Asia (Mead et al.,
2003). Este dato puede ser interpretado como adaptacion a episodios de contagio de prio-
nes por vectores animales o como evidencia de que la mayoria de las poblaciones humanas
han recurrido al canibalismo en algun momento de su historia (Mead et al., 2003).

1.2. Pastoralismo como modelo de adaptacion humana

Se define pastoralismo como un patrén de subsistencia basado en la crianza y manejo de
animales domésticos. Es comunmente practicado en areas de baja productividad agricola y
usualmente requiere movimiento estacional del ganado segun la disponibilidad de recursos
vegetales. El pastoralismo es denominado exclusivo cuando la crianza de animales consti-
tuye la Unica actividad productiva y otros recursos son obtenidos mediante venta o trueque
de productos animales, 0 como agropastoralismo cuando es complementado con agricultu-
ra de pequena escala. De acuerdo al patron de movilidad, es clasificado como trashumante
cuando los movimientos siguen patrones estacionales regulares y rutas relativamente fijas,
o como nomadico cuando la migracion es oportunista. Estrategias completamente seden-
tarias de crianza de animales no son normalmente consideradas pastoralismo (Leonard &
Crawford, 2008).

A pesar de los prondsticos sobre la inminente desaparicion del pastoralismo como un modo
de subsistencia ineficiente (comentados en Blench (2001); Leonard & Crawford (2008); Ma-
ce (1991)), aglomeraciones geograficas de sociedades pastoralistas siguen siendo comunes
en la actualidad. Algunas de las regiones mejor estudiadas del Viejo Mundo se encuentran
en Africa oriental y el Sahara, en el medio oriente, y en las estepas de Asia central. El pas-
toralismo también es comuln en areas menos estudiadas del Himalaya, norte de Rusia, en
el pais Vasco, en poblaciones Saami de Escandinavia, y en los Alpes italianos y suizos.
(Leonard & Crawford, 2008).

En Sudamérica, el pastoralismo ha sido poco explorado por la literatura etnografica a pesar
de ser practicado hace al menos 6.000 anos y de haber jugado un rol central en la prehis-
toria andina. El pastoralismo es todavia comin y econdmicamente relevante en los Andes
centrales donde se mantiene estrechamente ligado a las especies y costumbres indigenas
(Blench, 2001; Browman et al., 1997; Westreicher et al., 2007). Una tradicion similar en térmi-
nos de composicién del ganado e influencia indigena, pero de menor impacto econémico y
demografico, existe en la puna Atacamena de Chile y Argentina. Sin embargo, el pasto-
ralismo contemporaneo presenta un rango geografico y una composicion del ganado mas
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amplia que el pastoralismo prehispanico, encontrandose en las tierras altas de los paramos
ecuatorianos donde se pastorean especies americanas y del viejo mundo, y en la region
patagonica de Chile y Argentina, asi como en el sur de Brasil, donde el pastoralismo de
vacunos y ovinos es practicado por grupos de ancestria mestiza en areas donde no existia
domesticacién de animales antes de la colonizacion Europea. Sin embargo, sélo los pas-
tores de cabras del Norte Chico chileno y del Noroeste Argentino presentan pastoralismo
mdévil orientado al ordefo y a la produccién de lacteos. En estas comunidades el ganado ca-
prino es predominante, y los camélidos sudamericanos practicamente ausentes (Gallardo,
2002; Westreicher et al., 2006).

El pastoralismo en general presenta caracteristicas que lo convierten en un buen modelo
para el estudio de procesos de adaptacion en poblaciones humanas. Involucra de forma
simultanea cambios en la exposicion a diferentes ambientes, diferentes patégenos, y dife-
rentes fuentes de recursos para la alimentacién. En particular, las comunidades de pastores
de cabras del Norte Chico chileno presentan caracteristicas que las perfilan como modelo
para estudiar las posibles ventajas selectivas de la persistencia de lactasa. Al ser poblacio-
nes mestizas, se predice la introduccion de la variante Europea de persistencia de lactasa
por flujo génico, presentando un escenario de variabilidad en el rasgo, alta dependencia del
ordefio de animales, y posiblemente una reciente dinamica demografica de alta fertilidad
y alta mortalidad. Los objetivos de este estudio son comprender la adaptacién reciente al
consumo de lacteos en estas comunidades, sus frecuencias de persistencia de lactasa, la
asociacion de estas Ultimas con ancestria, peso, talla, y fertilidad, y el posible rol de estas
asociaciones para entender los mecanismos que resultaron en la seleccion natural de la
persistencia de lactasa en los albores del pastoralismo de ordefio.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Persistencia de lactasa

2.1.1. Lactasay digestion de lactosa

La absorcion intestinal de la lactosa, principal fuente de energia en la leche, es posible sola-
mente tras ser catalizada por la lactasa, una enzima localizada en el borde en cepillo de los
enterocitos en el epitelio del intestino delgado, que divide la lactosa en sus monosacaridos
constituyentes glucosa y galactosa. Cuando la actividad enzimatica es baja, la lactosa pasa
intacta al colon, donde actiia como substrato de fermentacién para la flora intestinal, libe-
rando gases, disminuyendo el pH luminal, reduciendo la absorcién de agua, y produciendo
diarrea osmética con otros sintomas gastricos en algunos casos.

La deficiencia de lactasa puede tener varias causas, como la deficiencia congénita (una en-
fermedad recesiva muy poco frecuente), o la deficiencia temporal tras episodios de diarrea.
Sin embargo, la forma mas comudn de deficiencia de lactasa es causada por su regulacion
hacia abajo tras el destete, parte normal del desarrollo de la mayoria de los mamiferos. Solo
un 35 % de las poblaciones humanas (de acuerdo con Itan et al. 2010) presenta actividad
enzimatica elevada durante toda su vida, pudiendo digerir leche en la adultez. Esta capa-
cidad, denominada persistencia de lactasa, muestra una marcada distribucion geografica y
étnica en asociacion con la adopcién de practicas de ordeno y consumo de leche en socie-
dades pastoralistas entre 10.000 y 5.000 A.P, constituyendo uno de los principales ejemplos
documentados del rol de la cultura en la formacién de variabilidad biol6gica y de seleccidn
natural positiva reciente en la historia humana.

A pesar de ser comunmente usados como sinénimos, términos como maldigestion de lac-
tosa, intolerancia a la lactosa y no persistencia de lactasa tienen significados diferentes.
La maldigestién de lactosa es la falta de capacidad para romper la molécula de lactosa,
mientras que la intolerancia a la lactosa se refiere a los sintomas gastricos asociados a la

16
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maldigestion, los cuales no estan necesariamente presentes en todos los maldigestores.
Por su parte, la no persistencia de lactasa es una de las posibles causas de maldigestion de
lactosa (Levitt et al., 2013), la cual también puede ser causada por otros problemas digesti-
vos con efectos dafinos en el epitelio intestinal, en cuyo caso se denomina intolerancia a la
lactosa secundaria. Existe también confusidn entre la persistencia de lactasa y las alergias
a proteinas de la leche, una reaccion adversa al consumo de leche, pero con causas y sinto-
mas muy diferentes y completamente no relacionada (Crittenden & Bennett, 2005; Ingram
et al., 2009b).

Los métodos directos para medir la actividad de la lactasa requieren una biopsia de teji-
do intestinal para determinar la no persistencia de lactasa. Sin embargo, se pueden utilizar
métodos indirectos, conocidos como pruebas de tolerancia a la lactosa, los cuales son me-
nos invasivos. Estos métodos estan basados en la evaluacion de la digestion de lactosa
midiendo los niveles de glucosa en la sangre y la concentracion de hidrogeno en el aliento.
Ambas pruebas comienzan con la administracion de una dosis de lactosa a un voluntario en
ayuna. En el caso de la prueba basada en la glicemia, los niveles de glucosa en la sangre
se incrementan en los digestores de lactosa, pero no en los no digestores (debido a su inca-
pacidad para obtener glucosa a partir de la lactosa). En el caso de la prueba de hidrégeno
espirado, la concentracion de hidrogeno se incrementa solamente en quienes no pueden di-
gerir lactosa (debido a que el hidrégeno es un producto de la fermentacion de la lactosa no
digerida por la flora bacteriana intestinal en el colon). De acuerdo a Mulcare et al. 2004, se
estiman tasas de error de un 7 % para falsos no persistentes y de un 9 % para falsos persis-
tentes usando la prueba basada en glucosa en la sangre, y de un 5 % falsos no persistentes
y un 7 % de falsos persistentes usando la prueba de hidrégeno espirado, sugiriendo este
ultimo método como el mas acertado. Tomando en cuenta el error de cada uno de estos
métodos, es importante sefalar que los individuos persistentes pueden, sin embargo, sentir
sintomas gastricos al consumir leche debido a otros problemas digestivos o psicosomaticos
(Briet et al., 1997; Peuhkuri & Vapaatalo, 2000), como también los individuos no persistentes
pueden ser capaces de consumir leche sin sintomas adversos, ya sea por adaptacion de la
flora bacteriana, y especialmente si toman leche en pequefias cantidades, espaciadas a lo
largo del dia, y en conjunto con otros alimentos, asi como también consumiendo productos
lacteos como queso o yogur, los cuales contienen menos lactosa (Levitt et al., 2013).

Curiosamente, y a pesar de todas las circunstancias mencionadas bajo las cuales individuos
sin persistencia de lactasa pueden incluir la leche en sus dietas, la persistencia de lactasa
tiene una distribucién tan especificamente asociada a la subsistencia y la geografia que
se ha convertido en uno de los principales modelos para investigar el rol de la cultura en la
evolucion humana por mas de 50 afnos (Auricchio et al., 1963; Ingram et al., 2009a; Simoons,
1969, 1970; Swallow, 2003).
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2.1.2. Genética de la persistencia de lactasa

Contrario a la creencia comun, la persistencia de lactasa no es inducida por una diera rica
en leche ' (Leichter, 1973), si no que determinada genéticamente como un rasgo mende-
liano de herencia dominante. La lactasa es codificada por el gen de la lactasa (LCT), una
secuencia de ~50 kb ubicada en el brazo largo de cromosoma 2 (2921) (Kruse et al., 1988).
La enzima es sintetizada como un precursor que, tras ser procesado en el reticulo endo-
plasmatico y en el aparato de Golgi, se convierte en una proteina madura, que luego se
ancla al epitelio intestinal (Swallow, 2003). Se ha demostrado por medio de estudios de
familias que la persistencia de lactasa es un rasgo genético de herencia dominante (Sahi,
1974; Sahi & Launiala, 1977). Sin embargo, la proteina es idéntica en individuos persis-
tentes y no persistentes (Boll et al., 1991) y ningln polimorfismo en LCT ni en la regién
promotora adyacente esta asociado al rasgo de persistencia. En poblaciones europeas se
ha descubierto un enorme haplotipo ininterrumpido de ~1Mb (denominado haplotipo A) en
alta asociacion con el fenotipo de persistencia (Poulter et al., 2003), dentro del cual se ha
detectado la presencia de un SNP (transicion C >T) localizado ~14 kb rio arriba de LCT,
en MCMé6 (Enattah et al., 2002; Harvey et al., 1998; Hollox et al., 2001), conocido como
—13,910*T, que muestra un efecto potenciador en la actividad de la region promotora de la
lactasa in vitro (Olds & Sibley, 2003).

Junto con su ocurrencia en haplotipos extendidos con baja diversidad de microsatelites
(Coelho et al., 2005), estudios de DNA antiguo muestran ausencia de este alelo a comienzos
del neolitico (Burger et al., 2007; Sverrisdottir et al., 2014), en regiones geograficas donde
las frecuencias del alelo son altas en la actualidad, sugiriendo que fueron alcanzadas en un
periodo de tan solo 10.000-5.000 afos. Todas estas lineas de evidencia sugieren seleccion
natural positiva reciente del alelo —713970*T en Europa, en concordancia con los resultados
de busquedas de barridos selectivos en genomas publicados (Voight et al., 2006), que indi-
can a este alelo como uno de los polimorfismos con senales de seleccion mas fuertes en
todo el genoma.

Sin embargo, esta variante no es tan comun fuera de Europa. Otras poblaciones con his-
torias vinculadas al patoralismo y con altas frecuencias del fenotipo persistente muestran
otros polimorfismos en esta misma region potenciadora (—-13907°G, —13915*G, —14010*C,
—14009*G, Figura 2.1), constituyendo un ejemplo de evoluciéon paralela o convergente del
fenotipo persistente en diferentes poblaciones, cuyo elemento en comuln es una prehistoria
asociada al pastoralismo (Enattah et al., 2008; Imtiaz et al., 2007; Ingram et al., 2007; Jones
et al., 2013; Tishkoff et al., 2007). Ademas, al menos tres de estas variantes estan tam-
bién localizadas en haplotipos extendidos ininterrumpidos (Bersaglieri et al., 2004; Ranciaro
et al., 2014; Tishkoff et al., 2007). Estos estudios apoyan la idea de un proceso de seleccion

'Esta idea probablemente proviene de el conocimiento sobre el metabolismo de lactosa en Escherichia coli
y otras bacterias entéricas las cudles (a diferencia de los humanos) dependen de la presencia de substrato
como regulador de la expresién génica mediante el célebre operon lac, de forma que la enzima no se produce
cuando no hay lactosa disponible.
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FIGURA 2.1. Contexto cromosdmico de LCT y MCM6. Se muestra la regidn potenciadora de LCT en MCM6 y

las primeras variantes cuya asociacion con la persistencia de lactosa fue descubierta para poblacion Europea y

algunas poblacioens Africanas (Adaptado de Tishkoff et al. 2007 con permiso escrito de Macmillan Publishers
Ltd: Nature Genetics copyright ©2007 Nature Publishing Group).

natural positiva que favorecio la persistencia de lactasa en aquellos grupos que adquirieron
practicas de ordeno tempranamente tras la domesticacion de animales.

2.1.3. Evolucion y distribucion de la persistencia de lactasa en el Viejo
Mundo

El analisis de las frecuencias de persistencia de lactasa en el Viejo Mundo muestra un
marcado patron de distribucion geografica, fuertemente asociado con poblaciones que tie-
nen o han tenido estrategias de subsistencia pastoralistas (ver Figura 2.2). Esta distribucion
muestra bajas frecuencias de persistencia de lactasa en la mayoria de las poblaciones, con
importantes excepciones en el norte de Europa, con los niveles mas altos en Escandinavia,
los cuales disminuyen gradualmente hacia el sureste. Un segundo patron de distribucion se
encuentra mas asociado a grupos etnolinguisticos de la familia afroasiatica en el noreste de
Africa y Oriente Medio, zonas en las cuales hay grupos con altas frecuencias de persistencia
de lactasa dispersos entre poblaciones con frecuencias bajas.

La asociacion entre altas frecuencias de persistencia de lactasa y las practicas culturales de
consumo de leche procedente del ganado doméstico fue senalada desde los primeros es-
tudios sobre persistencia de lactasa (Simoons, 1978, 1970). La costumbre de ingerir leche
de otros mamiferos constituye una practica desarrollada solo por algunas poblaciones pas-
toralistas durante el neolitico, ausente en otros grupos humanos hasta tiempos histéricos
recientes (Harris, 1998). La Tabla 2.1 muestra las frecuencias de maldigestién de lactosa
(medida usando pruebas de hidrogeno espirado o pruebas de glucosa en la sangre) en di-
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FIGURA 2.2. Distribucion geografica de Persistencia de Lactasa en el Viejo Mundo estimada usando
interpolacién de densidad de ndcleo con el método descrito por Ingram et al. 2009a. Interpolacién inferido a
partir de los 5 alelos funcionales conocidos (— 13907*G, —13910*T, —13915*G, — 14009*G, — 14010*C) usando
los datos de Global Lactase Association Database (GLAD) actualizados por Anke Liebert en el 2014, usando
puntos recientemente recolectados (Gallego Romero et al., 2012; Ranciaro et al., 2014).

ferentes poblaciones agrupadas segun su patron de subsistencia (Simoons, 1978). Puede
observarse que las frecuencias bajas de maldigestion estan presentes solamente en po-
blaciones que histéricamente han dependido econémicamente de la leche y los productos
lacteos. Sin embargo, esta relacion es unidireccional, i.e. existen grupos con importantes
tradiciones culturales de ordefno que exhiben niveles altos de maldigestion de lactosa, como
los Mongoles (Strickland, 1993; Tserendolgor et al., 1998) y los Griegos (Kanaghinis et al.,
1974). Lo anterior parece indicar que las dietas ricas en leche pueden desarrollarse por me-
dio de mecanismos no genéticos, como por ejemplo, las practicas culturales de consumo,
procesamiento y fermentacion de lacteos (Swallow, 2003).

Esta asociacién entre persistencia de lactasa y modos de subsistencia a promovido la idea
de que constituye una adaptacion que se ha diseminado mediante seleccion natural, pero
los mecanismos mediante los cuales oper6 este proceso son desconocidos. Los primeros
estudios sobre persistencia de lactasa proponian tres hipétesis para explicar la seleccion
de este rasgo, conocidas como la hipotesis historico—cultural, la hipotesis de los ambientes
secos y la hipétesis de la radiacién solar.

La hipotesis historico—cultural (Simoons, 1970) indica que la seleccién positiva de la persis-
tencia de lactasa es el resultado de una ventaja nutricional genérica otorgada por la capa-
cidad de beber y digerir leche, seleccionando el rasgo en cualquier sociedad humana que
cumpliera con los requisitos de enfrentar dificultades para el acceso a nutrientes disponibles
en la leche y con acceso a animales domésticos apropiados para el ordeno. La investiga-
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cion de Simoons constituy6 el primer analisis de la distribucion de la persistencia de lactasa
tomando en consideracion no solo la geografia, si no también las practicas culturales, los
patrones de subsistencia y la dependencia econémica de las poblaciones en relacion a los
lacteos.

La hipotesis de los ambientes secos (Cook & Al-Torki, 1975), se concentra en explicar las
altas frecuencias de persistencia de lactasa en grupos que viven en bajas latitudes, como
los Yoruk, Beja, Tuareg y Beduinos. De acuerdo a esta hipotesis, la tolerancia a la lacto-
sa fue seleccionada en zonas con acceso limitado a agua. Individuos capaces de digerir
la leche podian tomar ventaja de su contenido de agua, mientras quienes sufrian de mal-

Poblacion Maldigestion de Lactosa (%)
Cazadores—Recolectores

Inuit (Groenlandia) 85
IKung (Sur de Africa) 95
Otros 82
Agricultores sin ordeno*

Nativos Americanos (Suroeste de EE.UU.) 97
Yoruba e Igbo (Oeste de Africa) 90
Thai 98
Chinos y Sudeste Asiatico 98
Java e Indonesia 82
Otros 84
Pastoralistas con adopcion reciente del ordeno

Bantu (Africa central) 88
Pastoralistas con uso tradicional del ordeno*

Nomades Fulani (Norte de Africa) 22
Beduinos y Saudies (Arabia Saudita) 14
Fineses (Finlandia) 15
Estadounidenses blancos 19
Checos 8
Cinco grupos de India y Pakistan 18
Otros 6
Grupos mestizos entre poblaciones parentales con y sin ordefiot
Hausa/Fulani 67
Yoruba/Europeo 44
Afroamericanos 66
Amerindio/Angloamericano 51
Mexicano/Estadounidense 53
Thai/Europeo 50
Otros 54

* Incluye su descendencia no mestiza
T A este grupo corresponden las poblaciones mestizas de América Latina.

TABLA 2.1. Prevalencia de maldigestién de lactosa en diferentes grupos étnicos agrupados segun su patrén de
subsistencia. (Adaptado de Simoons 1978 con permiso escrito de Springer Science and Business Media: The
American Journal of Digestive Diseases copyright ©1978 Springer.)
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digestion se verian afectados por la diarrea y la subsecuente deshidratacién. A pesar de
que existe documentacion etnografica extensa del uso de leche de camello como fuente de
agua en el norte de Africa (Holden & Mace, 1997), no es probable que las altas frecuencias
de persistencia presentes en Europa puedan ser explicadas por esta causa, a menos que
tomemos en consideracion la posibilidad de agua contaminada como fuente de infecciones
y/o intoxicacion.

La hipotesis de la radiacion solar (Flatz & Rotthauwe, 1973) sugiere que la persistencia de
lactasa fue seleccionada en conjunto con la disminucion de la pigmentacion de la piel en el
norte de Europa como adaptaciones a las altas latitudes con poca radiacion solar. La falta
de luz solar dificulta la sintesis de vitamina D, incrementando el riesgo de raquitismo. Una
disminucion en la pigmentacion de la piel permitiria sintetizar vitamina D en este tipo de
ambientes, y la persistencia de lactasa permitiria aprovechar el alto contenido de calcio en
la leche para prevenir las deformaciones dseas asociadas al raquitismo. Esta hipotesis se
concentra en explicar la evolucion del rasgo en Europa, pero no explica las causas de las
altas frecuencias de persistencia de lactasa en otros continentes.

Aparentemente, tomando en cuenta todas las hipdtesis en su conjunto, podria explicarse
la evolucion de la persistencia de lactasa de forma independiente en diferentes regiones
geograficas. Sin embargo, los tres modelos de seleccién presentan problemas a la hora de
ser contrastados con datos empiricos. La existencia de areas geograficas con practicas de
ordenio intensivas pero con bajas frecuencias de persistencia de lactasa (e.g. Sur de ltalia,
Grecia, Asia Central.) pone en cuestion la hipotesis historico—cultural atendiendo a los estu-
dios que indican que los productos lacteos procesados no poseen el mismo valor nutricional
que la leche fresca (Almon et al., 2010; Greenwald et al., 1963). Por su parte, la aridez no
esta estadisticamente relacionada con la distribucion de la persistencia de lactasa en Africa
una vez que se consideran las relaciones genealdgicas de las poblaciones utilizando méto-
do comparado (Holden & Mace, 1997). Finalmente, simulaciones de computador basadas
en bases de datos de frecuencia de lactasa en miles de individuos en Europa muestran que
no se requiere tomar en cuenta la variable latitud para alcanzar las frecuencias actuales del
rasgo (ltan et al., 2009). Una cuarta aproximacion ha sido desarrollada en base a una revi-
sion de la hipétesis histérico—cultural considerando la coevolucion gen—cultura y aplicando
el marco de la Teoria de la Herencia Dual® (Aoki, 1987, 2001). A pesar de que este enfoque
entrega nuevas ideas para explorar la relacion entre persistencia de lactasa y difusién del
ordeno de animales, no responde al problema de las causas de la seleccion de la persisten-
cia de lactasa exlusiva y especificamente en estas poblaciones, ni al problema de por qué
la distribucion es geograficamente continua en Europa, pero dispersa en Africa.

Independiente de sus causas y su origen, existe evidencia que indica la importancia evolu-
tiva que ha tenido el consumo de leche en diferentes poblaciones humanas. Como ha sido

2Un marco tedrico enfocado en el estudio de la co-heredabilidad de rasgos genéticos y culturales y en
los resultados de sus interacciones, originalmente propuesto por Cavalli-Sforza (1981) y formalizado por Boyd
(1988).
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mostrado por Jones et al. (2013), las diferencias en el patron de distribucion de la persis-
tencia de lactasa en Europa y Africa puede ser explicada como resultado de la accién de
la seleccién sobre una poblacién con un trasfondo genético de alta diversidad en Africa,
causando un barrido selectivo suave (i.e. seleccion positiva actuando sobre variacion pre-
viamente existente), mientras en Europa, la seleccion habria actuado sobre un trasfondo
mas homogéneo, resultando en un barrido selectivo fuerte (i.e. seleccion positiva actuando
sobre una variante Unica de reciente aparicion). La persistencia de lactasa no solamente
esta distribuida de forma desigual en el mundo, si no que también en alta asociacién con
el pastoralismo, y es causada por multiples variantes genéticas en diferentes poblaciones,
sugiriendo un proceso de evolucidn convergente que ha ocurrido en varias ocasiones inde-
pendientes (Enattah et al., 2007; Ingram et al., 2009b; Jones et al., 2013; Tishkoff et al.,
2007). Al menos tres de las diferentes variantes asociadas a persistencia de lactasa ocurren
en trasfondos haplotipicos extendidos (Bersaglieri et al., 2004; Ranciaro et al., 2014; Tish-
koff et al., 2007). Para el caso de la variante Europea, se ha demostrado su ausencia en
poblaciones del neolitico temprano (Burger et al., 2007), por lo que debié alcanzar sus fre-
cuencias actuales en el periodo de 5000 — 10000 anos desde la domesticacion de animales
(Evershed et al., 2008; Itan et al., 2009).

La evidencia mencionada sugiere que el fenotipo de persistencia de lactasa y la capacidad
para digerir leche en la adultez jug6 un papel crucial en la historia de diferentes poblaciones.
Para haber alcanzado las frecuencias actuales en un periodo de tiempo tan corto, el con-
sumo de leche debe haber tenido un rol decisivo en términos de supervivencia y/o fertilidad
(Aoki, 1986; Brines, 2004; Ingram et al., 2009a). En base a lo anterior, esta investigacion
tiene por objetivo buscar diferencias en fertilidad, supervivencia, peso y estatura en una
poblacién agro—pastoralista con heterogeneidad en su capacidad de digestion de lactosa
debido a su ancestria mestiza, ante amenaza constante de situaciones de estrés ambiental,
y con una alta dependencia econémica en el ganado de ordeno.

2.1.4. Distribucion de la persistencia de lactasa en América Latina y
poblaciones parentales

Los estudios de persistencia de lactasa en poblaciones latinoamericanas son escasos y
en la mayoria de los casos desarrollados en un enfoque mas epidemiolégico y clinico que
evolutivo. Las muestras son en varios casos tomadas de pacientes de hospital referidos
como posibles intolerantes a la lactosa (tanto no persistencia como intolerancia secundaria)
(e.g. Bulhdes et al., 2007; Escoboza et al., 2004; Morales et al., 2011; Teves et al., 2001),
usualmente sin excluir a individuos en etapas tempranas del desarrollo (e.g. Escoboza et al.,
2004; Lacassie et al., 1978; Lisker et al., 1974; Pretto et al., 2002), e incluso empleando
pruebas de glucosa en la sangre (GS) e hidrégeno espirado (H?) con dosis de lactosa muy
bajas o con leche fresca (e.g. Pretto et al., 2002; Rosado et al., 1994a,b; Vettorazzi et al.,
1992). Una compilacion de datos publicados sobre frecuencias de digestion de lactosa en
poblaciones mestizas de América Latina se muestran en la Tabla 2.2. Se utilizé como criterio
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de inclusion el mismo presentado por Itan et al. (2010), de modo que se excluyeron los
datos de estudios basados en pacientes de hospital referidos por intolerancia a la lactosa,
individuos de menos de 12 anos, y estudios hechos en familias.

Los datos presentados en la Tabla 2.2 muestran un escenario homogéneo en compara-
cién con el Viejo Mundo, variando en frecuencias de persistencia de lactasa entre niveles
medios—bajos y medios, consistentes con el modelo de mestizaje distintivo de esta region
(principalmente entre poblaciones parentales Amerindias e Ibéricas véase Tabla 2.3). Dife-
rencias especificas entre paises pueden deberse a las diferentes historias de mestizaje, con
especial contribucién de poblaciones de Africa Occidental en el norte de Sudamérica, y de

Pais y poblacion* % N Prueba Referencia

Brasil

Blancos Puerto Alegre 50 20 H2 Bulhodes et al. 2007
Blancos Sao Paulo 33 9 Biopsia Escoboza et al. 2004
Otros Sao Paulo 0 5 Biopsia Escoboza et al. 2004
Blancos Campinas 55 40 GS Seva-Pereira et al. 1983
Negros Campinas 15 20 GS Seva-Pereira et al. 1983
Chile

Santiago (reclusos ejercito) 24 98 GS Lacassie et al. 1978
Santiago (cadetes ejercito) 36 97 GS Lacassie et al. 1978
Santiago (pacientes hospitalf) 42 51 H? Morales et al. 2011
Colombia

Bogota (universitarios) 44 98 H2 Angel et al. 2005
Meéxico

Huamantla (estudiantes secundarios?) 29 193 GS Lisker et al. 1974
Huamantla (obreros) 17 100 BG Lisker et al. 1974
Inxtenco (estudiantes secundarios?) 23 108 GS Lisker et al. 1974
Peru

Lima (pacientes hospital®) 0 9 GS Paige et al. 1972
Lima (funcionarios hospital) 33 30 GS Figueroa et al. 1971
Lima (universitarios) 37 44 GS Calderon 1971
Uruguay

Montevideo (pacientes hospital®) 47 109 H? Maggi et al. 1987
Guatemala

Ciudad de Guatemala (pacientes 48 46 H? Vettorazzi et al. 1992
hospital)

* La denominacién de cada poblacion fue tomada de la respectiva publicacién.
T Pacientes de hospital no fueron referidos por sintomas gastrointestinales.
1 Estudiantes secundarios mayores de 12 afios

TABLA 2.2. Compilacion de porcentajes de digestién de lactosa segun pruebas fenotipicas en algunas
poblaciones mestizas de América Latina reportadas en la literatura.
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Pais y poblacion* % N Prueba Referencia

Colombia

Chami 0 24 GS Alzate et al. 1969
EE.UU.

Gran Cuenca 8 100 GS Johnson et al. 1978
Oklahoma 7 35 GS Bose & Welsh 1973
Oklahoma 8 40 H2 Caskey et al. 1977
Espana

Galicia 65 546 H? Leis et al. 1997
Valencia® 70 {19 __  GuixGarciaetal. 1974

(en Sahi 1994)
Yanez et al. 1971
(en Bloom & Sherman 2005)

* La denominacion de cada poblacién fue tomada de la respectiva publicacién.
T Datos obtenidos de fuentes secundarias. La prueba empleada no es mencionada en
la referencia.

Sur de Espana' 81 265 ——

TABLA 2.3. Porcentajes de digestién de lactosa en poblaciones parentales (Amerindias y Espafnolas).

otras poblaciones europeas en la costa Atlantica.

Una compilacién de los reportes publicados sobre frecuencias de digestion de lactosa en
poblaciones espafolas y amerindias es presentada en la Tabla 2.3. Al igual que en la tabla
anterior, los estudios que incluyen individuos muy jévenes (e.g. Carnicer, 1993; Leichter &
Lee, 1971; Vazquez et al., 1975), pacientes referidos por sintomas gastrointestinales (e.g.
Casellas & Malagelada, 2003; Casellas et al., 2009), o con métodos poco definidos para de-
terminar origen étnico (e.g. Morales et al., 2011; Murthy & Haworth, 1970) fueron excluidos.

En contraste al escenario de las pruebas de tolerancia a la lactosa, se han realizado pocos
estudios basados en frecuencias de genotipos. La Tabla 2.1.4 muestra las frecuencias de
la variante europea de persistencia de lactasa (— 13,9707T) reportadas en la literatura, tan-
to para poblaciones en América Latina como en Espana. Dos de estos estudios (Bulhdes
et al., 2007; Morales et al., 2011) han reportado una asociacion significativa (o < 0.001)
entre —13,910*T y pruebas de hidrégeno espirado negativas en poblaciones mestizas de
Brasil y Chile, y tres estudios han confirmado su presencia en desequilibrio de ligamiento
con —22,018G/A (Bulhdes et al., 2007; Friedrich et al., 2012b; Morales et al., 2011). Am-
bas asociaciones son caracteristicas distintivas de la variante europea de persistencia de
lactasa.

Los reportes expuestos son consistentes con la idea de que la persistencia de lactasa estaba
ausente en América antes de su introduccion por poblaciones europeas. Por su parte, las
frecuencias de persistencia de lactasa en Espafna son bajas en comparacion con el Norte
de Europa, pero son altas en comparacion con las poblaciones mestizas latinoamericanas.
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La influencia de otras poblaciones en la historia de la estructura demografica de Chile no es
clara, y ha sido objeto de discusion entre historiadores (Lizcano, 2005; Medina & Kaempffer,
1979), quienes usualmente han desestimado la contribucién de poblacién de origen africano,
uno de los principales componentes étnicos en otras poblaciones de América Latina.

En contraste con las fuentes historicas, Acuna et al. (2000) han estimado entre un 5y un
10 % de ancesria africana en un estudio de estructura genética en poblaciones rurales de
la regién de Coquimbo basandose en frecuencias fenotipicas de sistemas de grupos san-
guineos. Este antecedente es particularmente relevante teniendo en cuenta que correspon-
de a un estudio en la misma zona geografica que la investigada en este trabajo (ver seccion
2.2). Sin embargo, el trafico colonial de esclavos a América procedia principalmente de
las colonias europeas en Africa occidental, por lo que es razonable pensar que una ma-
yor contribucién de poblaciones parentales no europeas conllevaria a la disminucion de las
frecuencias de persistencia de lactasa.

2.2. Agropastoralismo de la region de Coquimbo

2.2.1. Presentacion

Varias poblaciones agro—pastoralistas caracterizadas por un sistema comunitario de tenen-
cia de la tierra y por el manejo de largas extensiones de terrenos comunes de baja pro-
ductividad agricola habitan en el semiarido de Chile, mayoritariamente en varias villas y
caserios dispersos en la region de Coquimbo. Alrededor de 180 comunidades con una po-
blacion de aproximadamente 30.000 personas en total controlan colectivamente cerca de
un millén de hectareas con escazas fuentes de irrigacion, poca tierra arable, y con pequena
capacidad de carga ganadera (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, 2005).
La zona habitada por estas ‘Comunidades Agricolas’(como son denominadas legalmente)
se encuentra en la zona transicional entre el desierto y los valles de Chile central, contando
con un promedio de precipitaciones de 100-200 mm anuales (Bahamondes, 2003) y cons-
tantes amenazas de sequia. Estos grupos han desarrollado un conjunto de practicas que
han sido descritas por la literatura sociologica y antropolégica como una notable adapta-
cién a sus condiciones ecoldgicas (Alexander, 2008; Avendano & Gallardo, 1986; Gallardo,
2002). Entre estas practicas, esenciales para entender el modo de vida de las Comunida-
des Agricolas, se destacan su sistema de manejo y tenencia de la tierra, su organizacién
territorial, su dependencia de multiples fuentes de ingreso provenientes de migracién laboral
temporal, y el pastoralismo transhumante.
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Pais y poblacion * % -13,910°T N Referencia

Brasil

Blancos Puerto Alegre’ 51 30 337 Friedrich et al. 2012b
Negros Puerto Alegre’ 32 18 182 Friedrich et al. 2012b
Belemf 31 18 200 Friedrich et al. 2012b
Recifef 37 20 262 Friedrich et al. 2012b
Guarani-[(aiowéi 1,2 0,6 84 Friedrich et al. 2012a
Guarani-Nandeva? 15 7,6 59 Friedrich et al. 2012a
Kaingang? 8 4,6 72 Friedrich et al. 2012a
Xavantet 0,9 0,5 101 Friedrich et al. 2012a
Chile

Santiago! 43 22 216 Morales et al. 2011
Santiago! 40 23 116 Fernandez et al. 2015
Mapuche Urbano? 12 6 43 Morales et al. 2011
Araucania f 32 12,5 109 Fernandez & Flores 2014
Mapuche Rural* 10 5 29 Fernandez & Flores 2014
Colombia

Medellin' 48 31 94 1000 Genomes 2012
Peru

Limaf 19 11 85 1000 Genomes 2012
EE.UU.

Mexicanos en L.A. T 42 24 64 1000 Genomes 2012
Puerto Ricof 39 21 104 1000 Genomes 2012
Espana

Islas Canarias 62 36 551 Almon et al. 2010
Barcelona 60 39 944 Agueda et al. 2010
Valencia 60 39 940 Corella et al. 2011
Cataluna 68 45 163 Rasinpera et al. 2005
Espana 69 46 107 1000 Genomes 2012

* La denominacién de cada poblacion fue tomada de la respectiva publicacién.
T Poblacién Mestiza.
1 Poblacién Amerindia.

TABLA 2.4. Porcentajes de digestores de lactosa segun genotipo (— 73,970) en poblaciones de América y
Espana.

2.2.2. Geografia

En la regién de Coquimbo, el terreno esta definido por una pronunciada pendiente hacia la
cordillera de Los Andes, la cual alcanza entre 3500 y 6000 metros en esta region (Novoa &
Lopez, 2001). La cordillera de la costa impide el flujo de vientos desde el oeste, capturando
la humedad en la vertiente occidental de la cordillera de la costa y generando las condi-
ciones de baja humedad entre ambas cordilleras. Una de las caracteristicas principales del
espacio intercordillerano es la presencia de cordones transversales cordilleranos de orien-
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FIGURA 2.3. Mapa de las Comunidades Agricolas, orografia e hidrografia de la Regién de Coquimbo.

tacion latitudinal, los cuales dividen la zona en valles transversales, siendo los de mayor
relevancia los cruzados por los rios Elqui, Limari y Choapa (ver Figura 2.3).

La mayoria de la poblacién de la region vive en ciudades costeras (La Serena y Coquimbo),
en tanto los valles en torno a los rios estan principalmente ocupados por companias agroin-
dustriales. Las Comunidades Agricolas estan mayoritariamente ubicadas en el espacio mar-
ginal y de baja productividad agricola de los cordones cordilleranos y en las cordilleras de
la costa y Los Andes. Tanto la produccién agricola de secano como la disponibilidad de pra-
deras de pastoreo dependen de precipitaciones de distribucion erratica debido al efecto de
El Nifio en la region (Fiebig-Wittmaack et al., 2011; Young et al., 2009), causando prolon-
gados periodos de sequia seguidos de cortos episodios de precipitaciones excesivas que
provocan inundaciones y erosion de los suelos. El pastoreo y la tala de vegetacion para lefa
contribuye en este proceso de erosion, existiendo estimaciones que indican que un 85 % de
la superficie regional muestra signos de erosion avanzados, de los cuales un 18,3 % exhi-
ben completa ausencia de vegetacién (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias,
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2005).

En resumen, estas comunidades estan asentadas en areas donde las estrategias de sub-
sistencia disponibles estan limitadas por la escasez de recursos. Las pocas fuentes de irri-
gacion y la falta de tierra arable impiden la agricultura a gran escala, limitando la produccion
al consumo domestico y a la agricultura de secano. Ademas, la baja disponibilidad y calidad
de las praderas de pastoreo, el terreno irregular, y la baja capacidad de carga ganadera,
convierten a las cabras en la especie domestica mas adecuada para la zona, a pesar de sus
efectos significativos en la continua degradacion de los suelos de la zona.

2.2.3. Historia

Existe evidencia de ocupacion humana en la region de Coquimbo desde al menos 13000
anos en las quebradas de Quereo y Santa Julia, cerca de Los Vilos (Jackson et al., 2007),
seguida de ocupacién continua por cazadores—recolectores tanto de los periodos Paleoindio
y Arcaico, seguido de evidencia de etapas tempranas de cultivo de alimentos (maiz, poroto y
quinoa), animales domésticos (llama), y ceramica en los complejos culturales El Molle y Las
Animas entre los afios 0 y 800 (Troncoso & Pavlovic, 2013). Estos rasgos culturales muestran
similitudes a los documentados para el Noroeste Argentino, y pueden haber ingresado a
la zona tanto por intercambio poblacional como por difusién cultural (Troncoso & Pavlovic,
2013).

Desde el 900 hasta el 1500 la region fue habitada por grupos Diaguita (Ampuero et al.,
1989), los cuales ocupaban un espacio continuo entre el Noroeste Argentino, el sur de la re-
gion de Atacama y la region de Coquimbo. De acuerdo a Rodriguez et al. (2004), la agricul-
tura y el pastoreo de llamas eran sus principales actividades de subsistencia, dando cuenta
de una estrategia productiva similar a la que emplean las Comunidades Agricolas.

Desde 1479 hasta la llegada de los conquistadores Espanoles en 1537, los habitantes de
la region de Coquimbo fueron invadidos, y finalmente conquistados, por el Imperio Inca. El
registro arqueologico muestra un incremento de estructuras defensivas (pukaras) seguido
de la adopcion de motivos ceramicos incaicos (Ampuero et al., 1989).

A pesar de que es probable que la poblacion nativa se viera demograficamente modificada
producto de la invasion incaica, Lorandi et al. (1988) senala que la poblacion nativa de apro-
ximadamente 30000 personas que habitaba la regién al momento de los primeros contactos
se vio disminuida a no mas de 3000 personas hacia el ano 1544, una probable consecuen-
cia de las pandemias dispersadas por los conquistadores en la poblacion nativa (Ampuero,
1978).

Durante la Colonia, la regién de Coquimbo se convirtié en la principal fuente de alimentos y
combustible para las minas de Peru, mediante el uso de las tierras para producir lefa, grano,
y carne, siendo en este periodo donde se introduce el ganado caprino y vacuno en la zona.
Estos procesos dieron inicio al progresivo deterioro de los suelos en la regién debido al uso
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de agricultura intensiva, pastoreo excesivo, y tala de la vegetacién natural (Dubroeucq, 2004;
Santander, 1993). Estas actividades se llevaban a cabo en haciendas y ranchos otorgadas
como mercedes de tierra a soldados esparnoles de alto rango.

La fuerza de trabajo en el sistema productivo colonial presenta variaciones geograficas res-
pecto a su composicion étnica, constituyendo un factor clave para la comprension de las
diferencias en la composicién étnica que exhiben los paises hispanoamericanos en la ac-
tualidad. Las diferentes colonias contaban con una proporcion variable de esclavos africa-
nos, encomendados indigenas y soldados espanoles de bajo rango desempenandose como
trabajadores asalariados (Gallardo, 2002).

Las caracteristicas especificas de la composicién de la fuerza de trabajo colonial en la region
de Coquimbo son desconocidas. Por su parte, la historiografia tradicional argumenta que
la fuerza de trabajo espanola debié ser fundamental en la zona debido a la escasez de
poblacion indigena (Castro & Bahamondes, 1984; Mellafe, 1981), mientras por otra parte,
un estudio basado en proteinas sanguineas llevado a cabo por Acuna et al. (2000) muestra
evidencia a favor de un modelo de mestizaje tri-parental (europeo, amerindio y africano).
La investigacion presentada en esta memoria pretende arrojar luces en torno a este debate
analizando marcadores de ancestria (ver Capitulo 5).

En la mayor parte de Chile y América Latina, las reglas de herencia primogenitural e indivisi-
ble de la propiedad (mayorazgo) junto con el pago de dotes en forma de tierra, contribuyeron
a la concentracion de la propiedad en grandes extensiones territoriales de propiedad indi-
vidual (latifundios). Sin embargo, este no seria el caso para la region de Coquimbo, si no
que un sistema comunal y colectivo de tenencia de la tierra habria emergido. Los origenes
de este sistema de tenencia son desconocidos, pero existen tres hipdtesis recurrentes en
la literatura. Santander (1993) apoya la idea de un origen prehispanico, basado en la Minka
andina. Por su parte, Gallardo (2002) proponen que un sistema de multigenitura indivisible
reemplazo6 al mayorazgo en la regidon como una forma de lidiar con las dificultades para la
agricultura en la zona y la escasez de mano de obra. Finalmente, Castro & Bahamondes
(1986) propone que este sistema habria sido ideado por peones e inquilinos que fueron
abandonados por los mercederos de tierras una vez que el deterioro de los suelos ya no
permitia la agricultura a gran escala.

Cualquiera sea el caso, los diferentes autores coinciden en que el deterioro de los suelos
impedia las estrategias productivas que se habian empleado hasta el siglo XVIII. A partir de
entonces, la agricultura perdié importancia econémica en las zonas montafosas, quedando
relegada a minifundos en los valles transversales, de forma que la ganaderia caprina se
convirtié en la actividad econémica principal, y el sistema colonial de tenencia territorial fue
reemplazado por la forma de organizacidén que caracteriza a las Comunidades Agricolas en
la actualidad.

En los ultimos 200 afos las Comunidades Agricolas han enfrentado desafios como la pro-
gresiva desertificacion de sus territorios durante el auge de la explotacién minera y la pro-
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duccion de trigo de secano en el siglo XIX, la lucha para ganar reconocimiento legal (ad-
quirido en 1968), y multiples cambios en su acceso a la propiedad de la tierra durante las
reformas agrarias y la contrarreforma (Alexander, 2008; Gallardo, 2002). A partir de 1990,los
comuneros han comenzado a registrar sus derechos comunitarios en el conservador de bie-
nes raices, los cuales son finalmente reconocidos legalmente solo a partir de entonces. Sin
embargo, el modo de vida de las Comunidades Agricolas se ve constantemente amenaza-
do por los cambios sostenidos en las condiciones del trabajo asalariado agroindustrial, las
regulaciones sanitarias para la produccion de lacteos, y los conflictos relacionados con el
acceso a agua de riego (Alexander, 2004).

2.2.4. Economia y Subsistencia

Las mdltiples limitaciones ecolégicas y la historia particular de la region de Coquimbo han
dado forma al sistema social de las Comunidades Agricolas. Estos elementos han promovi-
do el desarrollo de caracteristicas que han atraido el interés de investigadores de diversas
disciplinas, como su particular sistema de tenencia de la tierra y la organizacion social aso-
ciada al mismo, la diversidad de la red de trabajo migratorio temporal de los comuneros, y el
desarrollo del pastoralismo de ordefo.

Historica y etnograficamente es posible constatar que los sistemas comunitarios de tenen-
cia de la tierra no son peculiares, y estan usualmente asociados a la crianza de animales
y al pastoralismo. Gallardo (2002) clasifica el sistema de estas comunidades como semi—
comunitario, debido a la mezcla de diferentes formas de derechos individuales privados,
derechos de usufructo individual temporal, y propiedad colectiva. Estas caracteristicas son
mas similares a las del sistema medieval inglés de campos abiertos, y al sistema comunita-
rio de los Alpes suizos, que a los sistemas americanos de tenencia comunitaria, como las
reservaciones indigenas de Estados Unidos, o los ejidos en México (Gallardo, 2002).

Sin duda, la falta de tierra arable ha sido el principal promotor de este sistema de propiedad
territorial. De acuerdo a estudios previos (Alexander, 2008; Castro & Bahamondes, 1986;
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias, 2005), solo el 6 % del territorio de una
comunidad promedio recibe irrigacion. La tierra irrigada es dividida en hijuelas de propiedad
individual donde cada comunero cultiva una huerta irrigada para consumo doméstico. Estas
hijuelas son heredadas de acuerdo a un sistema mayoritariamente agnato—cognato®, por lo
gue algunas personas tienen mas de una hijuela (i.e. debido a que es posible heredar una
del padre y una de la madre), mientras otras no tienen ninguna. La propiedad de una hijuela
clasifica a una persona como comunero, otorgandole derecho al uso del campo comunitario
para el pastoreo de animales, y dandole derecho a voto en elecciones comunitarias en donde
cada derecho (en vez de cada persona) cuenta como un voto. Las elecciones comunitarias,
ademas de elegir a los representantes de la comunidad, deciden asuntos como cuotas de

3Un sistema donde las hijas tienen los derechos de secesién cuando no hay hijos varones, en lugar de tener
que ser transferidos a parientes varones colaterales.
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pastoreo, multas relacionadas con la violacion de las cuotas, autorizacion para transaccion
de derechos comunitarios y cuotas de riego, entre otros problemas de interés productivo.

Generalmente, las hijuelas, y los derechos de comunero asociados a las mismas, no pueden
ser vendidas a personas externas a la comunidad. Sin embargo, si pueden ser vendidas a
otro comunero previa aprobacion del resto de la comunidad en una eleccién comunitaria.
Normalmente, se autoriza que los parientes de un comunero construyan una casa sin acce-
so a riego dentro de la comunidad (denominada “posesion”), y estan autorizados a usar el
campo comun para pastoreo pagando una cuota por cada cabeza de ganado, pero no pue-
den votar en elecciones comunitarias ni utilizar agua de riego. Es probable que la emigracion
de los hijos que no reciben herencia comunitaria explique las altas tasas de emigracion en
las comunidades (Morales & Parada, 2005).

Los comuneros tienen derecho a solicitar un permiso temporal para el uso individual de una
porcion del campo de pastoreo comun, el cual es destinado a agricultura menor de secano.
La peticion del comunero es sometida a eleccion, y en caso de ser aprobada, la porcion
de terreno es cercada. Estos campos de cultivo son denominados “/luvias”, debido a que el
agua caida es su unica fuente de riego. Las lluvias son usadas principalmente para cultivar
cebada y trigo, los cuales son usados para alimentar animales en afios con escasa pradera
natural asi como para la venta, la cual es mucho mas rentable que la venta de quesos. Sin
embargo, la agricultura de secano es considerada una actividad arriesgada, debido a que
toda la inversién anual puede perderse si las precipitaciones resultan ser insuficientes.

Ademas de la venta ocasional de trigo y cebada, las familias aumentan sus ingresos por
medio del trabajo temporal en la agroindustria, en la mineria, 0 mediante la recepcion de
remesas enviadas por familiares trabajando permanentemente fuera de la comunidad. A
pesar de que la mineria es considerada por los comuneros como una actividad extrema-
damente peligrosa debido al riesgo de accidentes y de enfermedades relacionadas con la
mineria (e.g. silicosis, neumoconiosis, etc.), los salarios son extremadamente altos en com-
paracion con los ingresos obtenidos mediante la venta de quesos, por lo que la mayoria de
los hombres jovenes trabaja por algunos afnos en las regiones del norte para juntar dinero. El
trabajo como temporero en plantaciones agroindustriales cercana es también comun, parti-
cularmente en periodos de sequia donde la produccion de leche y la agricultura doméstica
se ven drasticamente disminuidas en las comunidades, pero no en los fundos, que normal-
mente cuentan con irrigacion permanente.

Las fuentes de ingreso mencionadas complementan la crianza de ganado caprino, que cons-
tituye la principal actividad productiva de las comunidades. Entre el 80 y el 90 % de las tierras
totales de una comunidad promedio son campos comunes no cercados, usados colectiva-
mente para el pastoreo. Las cabras son la especie mas comun (72 %), seguidas por los
ovinos (15 %). El ganado vacuno solo esta presente en las comunidades del Choapa (7 %).
Ademas, los crianceros comunmente tienen algunos caballos (5 %), mulas, y burros (1 %)
destinados a la carga y el transporte (Instituto Nacional de Estadisticas, 2007). La region
de Coquimbo concentra el 57 % de las cabezas de ganado caprino del pais (404.562 de
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705.527), y las autoridades estiman un exceso a de un 263 % sobre el tamano maximo del
rebano recomendado para la capacidad de carga por hectarea de la zona (Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias, 2005).

La carne, cuero, y el queso son destinados al mercado, principalmente mediante la venta
informal en la carretera durante los periodos de mayor trafico vehicular. La venta de queso es
una importante fuente de dinero para las comunidades, que utilizan el metalico para comprar
bienes que no pueden producir por si mismos (e.g. ropa, Utiles escolares, aceite, fésforos,
cuajo artificial, etc.).

La mayoria de los crianceros planean los alumbramientos una vez al ano, alrededor de
septiembre. Tradicionalmente, durante los afios secos con poca disponibilidad de praderas,
las familias completas cruzaban el ganado a través de la cordillera de Los Andes para pastar
en las praderas argentinas®. Los crianceros y sus familias solian vivir entre noviembre y
marzo en la cordillera. Durante estos viajes, las cabras eran ordefadas y se preparaban los
quesos en ‘rucos” instalados en las veranadas. Los quesos eran vendidos durante el viaje
de vuelta a las invernadas, en el territorio de las Comunidades Agricolas. Durante estos
viajes, la alimentacion estaba compuesta principalmente de pan (“churrascas”), carne de
chivo, queso, y leche. Ademas de leche fresca, la leche también era consumida con mate, y
con harina tostada (“cocho”).

El pastoralimo transhumante era la norma en el pasado, pero es poco comun hoy en dia.
La venta y produccion de quesos se ha visto amenazada por disposiciones sanitarias im-
practicables para poblaciones moviles (Alexander, 2004), y la obligatoriedad escolar impide
que viajen las familias completas. Hoy en dia pocos crianceros practican la transhumancia, y
quienes la practican la reservan solo para anos particularmente secos. Sin embargo, y hasta
tiempos recientes, la leche y los productos lacteos formaban la parte dominante de la dieta
de estas poblaciones durante al menos 5 meses. Esta dieta es sorprendente considerando
el contexto evolutivo de la persistencia de lactasa y sus frecuencias en América Latina, y
apuntan a las principales preguntas de investigacion de este estudio.

*Una préctica comun en el pastoralismo sudamericano (ver Capitulo 1).



Capitulo 3

Preguntas, objetivos e hipotesis

3.1.

Preguntas de investigacion

Esta memoria busca comprender mejor el proceso de adaptacion a una dieta rica en leche
en los pastores de cabras del Norte Chico. En base a los antecedentes presentados respecto
a su modo de vida y ancestria, sus habitos alimenticios suponen varias preguntas en relacion
a la adaptacién al consumo de leche en el contexto general de la evolucion de la persistencia
de lactasa. Estas preguntas, junto a algunos aspectos sobre como fueron abordadas en el
desarrollo de esta investigacion, son presentadas a continuacion:

1)

¢Que tan frecuente es la persistencia de lactasa en estas comunidades y cuales
alelos asociados a la persistencia de lactasa (cambios nucleotidicos reportados
en la region potenciadora de LCT) estan presentes?

La region potenciadora de LCT, causal de la persistencia de lactasa, fue secuenciada
en las muestras obtenidas de estas comunidades para determinar las frecuencias a
las que se encuentran los alelos asociados a la persistencia de lactasa.

¢Estan las frecuencias de persistencia de lactasa asociadas a la ancestria y/o la
consanguinidad

Se realizaron pruebas genéticas adicionales de ancestria y consanguinidad para com-
probar que los resultados no se vieran afectados por asociaciones espurias debido a
la estructura de la poblacion.

¢Cuanta leche y productos lacteos son consumidos por las personas de estas
comunidades? ¢ Existen diferencias en el consumo asociadas a la persistencia
de lactasa?

Esta informacién, recolectada por métodos etnograficos y cuestionarios, es utilizada
para determinar si existe alguna relacion entre el comportamiento de consumo de
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lacteos y el genotipo.

¢ Existen diferencias en la estatura, el peso, y/o el indice de masa corporal aso-
ciadas con la persistencia de lactasa?

Los datos de peso y la estatura, tomados con instrumental portatil durante el trabajo
de campo, fueron utilizados para probar asociaciones con la persistencia de lactasa.

¢Hay diferencias entre el numero de hijos y la supervivencia de los mismos aso-
ciadas a la capacidad de digestion de lactosa de los padres?

Datos sobre conducta reproductiva, fertilidad y mortalidad infantil, recolectados me-
diante cuestionarios, fueron analizados en asociacion con la persistencia de lactasa
y controlando por otras variables relacionadas como edad, estatus socioeconémico,
sexo y estructura poblacional.

El examen de estas asociaciones podria sugerir hipétesis para el entendimiento de los me-
canismos que resultaron en la documentada seleccion natural positiva de este rasgo en
sociedades pastoralistas con adopcién temprana de las practicas de ordefno en el pasado.

3.2

Objetivos

En relacién a las preguntas descritas se identifican los siguientes objetivos:

Objetivo General 1: Comprender el proceso de adaptacion a la adopcion de una dieta
rica en leche en pastores de cabra del Norte Chico.

Objetivo General 2: Comprender el proceso de seleccidn natural positiva de la persis-
tencia de lactasa, extensivamente documentado para el Viejo Mundo, utilizando como
modelo a los pastores de cabra del Norte Chico.

Los objetivos especificos, descritos a continuacién, estan enumerados en secciones segun
su asociacion a las preguntas de investigacion descritas en el apartado anterior.

1.

2.

Frecuencias de persistencia de lactasa y asociacion fenotipo—genotipo.

1.1. Identificar cambios nucleotidicos en la regién potenciadora de LCT previamente
reportados en asociacion con persistencia de lactasa asi como mutaciones de
novo.

1.2. Evaluar la asociacion entre el fenotipo de digestién de lactosa y los alelos de
persistencia de lactasa identificados.

1.3. Conocer las frecuencias génicas y genotipicas de los alelos que se identifiquen.

Estructura de la poblacion y persistencia de lactasa.
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2.1. Estimar las proporciones de ancestria en los individuos de la muestra.

2.2. Examinar la relacion entre la ancestria de los individuos y la persistencia de lac-
tasa.

2.3. Estimar la consanguinidad en los individuos de la muestra.

2.4. Examinar la relacién entre la consanguinidad de los individuos y la persistencia
de lactasa.

3. Consumo de lacteos.

3.1. Estimar las cantidades de consumo de leche y lacteos en las comunidades estu-
diadas.

3.2. Examinar la relacion entre el comportamiento de consumo de leche y la persis-
tencia de lactasa.

4. Estatura, peso y persistencia de lactasa.
4.1. Medir estatura y peso de los individuos de la muestra estudiada.
4.2. Examinar la relacién entre peso, estatura y persistencia de lactasa.
5. Persistencia de lactasa y adecuacion bioldgica.

5.1. Recolectar datos de la historia reproductiva y la mortalidad infantil entre los indi-
viduos de la muestra estudiada.

5.2. Examinar la relacion numero de hijos y supervivencia de hijos con la persistencia
de lactasa.

3.3. Hipotesis

A continuacion se mencionan hipotesis respecto a las preguntas de investigacién mencio-
nadas. En la lista, el nUmero que recibe cada hipotesis corresponde al de la pregunta de
investigacion a la que se refiere. Ademas, se presenta breve comentario sobre las predic-
ciones implicadas en cada hipotesis.

H;1 El alelo —13910"T, introducido desde Europa, es el unico alelo responsable de
la persistencia de lactasa en esta poblacion y las frecuencias de los genotipos
asociados a persistencia de lactasa son altas en las poblaciones de pastores de
la region de Coquimbo debido a su modo de vida.

Esta hipétesis predice que la poblacion no presentara otros polimorfismos asociados
a persistencia de lactasa en la literatura, ni otros cambios nucleotidicos en la regién
potenciadora de LCT que puedan ser candidatos a mutaciones de novo no reportadas
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H;2

H;3

Hi4

H;5

en dbSNP. Se espera que exista una alta asociacién entre —13970°T y el fenotipo de
digestion de lactosa, que el alelo —13970*T se encuentre en trasfondos haplotipicos
similares a los europeos, y que este alelo tenga una alta frecuencia en esta pobla-
cién en comparacion con la que presenta en poblaciones mestizas no pastoralistas de
América Latina.

Las frecuencias de persistencia estan asociadas a la proporcion de ancestria
europea y/o a determinados linajes familiares.

Esta hipotesis predice que las frecuencias de persistencia de lactasa estaran fuerte-
mente asociadas a las proporciones de ancestria europea y/o a determinados grupos
familiares. En caso de que se rechace la hipdtesis nula las asociaciones entre per-
sistencia de lactasa y otros rasgos necesitaran tomar en cuenta estos elementos de
la estratificacion poblacional, los cudles podran ser considerados como variables de
control adicional en las pruebas de asociacién, incluso en caso de que se rechace la
hipotesis alternativa.

Los individuos sin persistencia de lactasa evitan consumir leche debido a los
sintomas de intolerancia a la lactosa que los lacteos les producen.

Esta hipotesis predice que los individuos sin persistencia de lactasa consumen sig-
nificativamente menos leche que los individuos que poseen este alelo. La capacidad
de consumir cantidades de leche significativamente mayores podria conferir ventajas
selectivas a los individuos lactopersistentes en contextos donde los lacteos constitu-
yen una fuente importante de recursos alimenticios. En caso de que se rechace la
hipdtesis alternativa, es posible que los individuos lactopersistentes obtengan mayor
rendimiento nutricional de cantidades de leche similares que los individuos no persis-
tentes, producto de los efectos en la absorcion instestinal que provica la maldigestion
de lactosa en estos ultimos.

Los individuos con persistencia de lactasa obtienen mas nutrientes de la leche
que los de individuos sin persistencia de lactasa.

Esta hipétesis predice que los individuos con persistencia de lactasa tienen una estatu-
ra'y un IMC significativamente mas alto que aquellos que no portan alelos asociados a
persistencia de lactasa, debido a que digieren mas nutrientes y obtienen mas calorias
de la leche, ya sea por que son capaces de consumir mas leche o por que obtienen un
mayor rendimiento nutricional de cantidades similares.

La persistencia de lactasa confiere ventajas en la reproduccion y/o superviven-
cia en esta poblacion.

Debido a las senales de seleccidn positiva reciente que presenta este rasgo, la persis-
tencia de lactasa debe haber conferido ventajas selectivas en el pasado en las pobla-
ciones que adoptaron tempranamente el pastoralismo de ordeno. Esta hipétesis pre-
dice que presiones selectivas que favorecen la persistencia de lactasa se encuentran
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operando en esta poblacion, y por lo tanto, se espera que los individuos portadores
de alelos asociados a persistencia de lactasa tengan un nimero de hijos y/o razén de
supervivencia de su descendencia significativamente mayor que los que no poseen
alelos que confieran persistencia de lactasa

La evidencia en torno a estas hipétesis es presentada a lo largo del Capitulo 5, y un resumen
de la resolucion de cada una de ellas en el Capitulo 6.



Capitulo 4

Materiales y Métodos

4.1. Descripcion general de las localidades estudiadas

La recoleccién de datos se llevé a cabo en 9 localidades de la region de Coquimbo durante
10 meses de trabajo de campo. Las localidades visitadas en este estudio no pudieron ser
elegidas al azar, si no de acuerdo al tamano de la poblacion (para permitir el muestreo de
individuos menos emparentados), densidad poblacional (para permitir tasas de respuesta
eficientes) y accesibilidad (debido a las dificultades de transporte). Desafortunadamente,
las comunidades de la provincia del Elqui estan infrarrepresentadas, y no se pudo incluir
comunidades de alta montana.

Los tamanos poblacionales de cada localidad fueron obtenidos de un boletin especial del
Instituto Nacional de Estadistica (INE) dedicado a las Comunidades Agricolas de la Regidn
de Coquimbo (Vergara et al., 2005). Estos datos estan basados en el censo del 2002.

El trabajo de campo fue organizado en dos fases: Un estudio piloto llevado a cabo entre
mayo y julio del 2011, y el trabajo de campo principal entre febrero y noviembre del 2012.
Un mapa mostrando la ubicacion de las localidades estudiadas se muestra en la Figura 4.1,
el cual también incluye las principales areas urbanas e hitos geograficos de la region de
Coquimbo como referencia.

4.1.1. Gualliguaica y Villa Puclaro

Estas dos villas estan localizadas en la provincia del Elqui, entre La Serena y Vicufa, a
ambos lados del embalse Puclaro. Originalmente, las villas de las Comunidades Agricolas
de Gualliguaica y La Polvada estaban en el area que fue inundada para la construccién del
embalse en 1999. Los comuneros de La Polvada fueron reubicados junto con los trabajado-
res de un fundo ganadero que también operaba en la zona del embalse (Fundo Punta Azul)
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FIGURA 4.1. Mapa de caserios y pueblos de la region de Coquimbo donde la recoleccion de datos fue llevada
a cabo (rojo). Como referencia, otros hitos geogréficos son incluidos. Areas urbanas (gris), rios principales

(celeste), y embalses (purpura)
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en el nuevo asentamiento de Villa Puclaro al sur del embalse, mientras los comuneros de
Gualliguaica fueron reubicados al otro lado del embalse.

De acuerdo a Vergara et al. (2005), Gualliguaica y Villa Puclaro tienen una poblacién de 335
y 2400 habitantes respectivamente, pero ambas tenian tamanos similares al momento de
nuestra visita (alrededor de 400 personas), una diferencia que es probablemente atribuible
a la emigracion que ha sufrido Villa Puclaro en los ultimos anos segun los informantes en el
trabajo de campo.

Las condiciones de reubicacion fueron muy diferentes para ambos asentamientos. La gente
de Gualliguaica pudo conseguir una villa exclusiva para ellos, y declaran estar conformes
con su actual condicién habitacional. En cambio Villa Puclaro se ve empobrecida y los in-
formantes declaran tener conflictos constantes entre quienes provenian originalmente de La
Polvada y quienes provenian del Fundo Punta Azul. Los participantes coincidian en consi-
derar que sus condiciones de vida han empeorado producto de la reubicacion.

Esta area fue visitada como parte del estudio piloto del 2011. El trabajo en la provincia
del Elqui resulté considerablemente mas caro en términos de transporte y alojamiento, y
arrojé las mas bajas tasas de respuesta del estudio: solamente 14 personas participaron, 2
hombres y 5 mujeres en Gualliguaica, y 3 hombres y 4 mujeres en Villa Puclaro. A partir de
la experiencia piloto se decidié concentrar los esfuerzos de investigacion en otras areas de
la region, y combinar los resultados obtenidos para estas dos localidades en una sola. .

4.1.2. Barraza, El Espinal, y La Calera

Estas tres localidades estan ubicadas 30 km al oeste de Ovalle en la provincia del Limari, y
son accesibles desde ahi por caminos de tierra. Los tres lugares fueron visitados durante el
trabajo de campo principal en el 2012.

En Barraza, los asentamientos estan dispersados en torno a un area extensa, y el trabajo
fue dividido en tres sectores: Barraza mismo es una villa de 350 habitantes, pero rodeada
de pequenos caserios dispersos conocidos como Barraza Alto y Barraza Bajo, de alrededor
de 150 habitantes cada uno. Un total de 41 personas (36 mujeres y 5 hombres) participaron
en Barraza. Las pruebas fenotipicas de tolerancia a la lactosa se llevaron a cabo en esta
localidad.

La Calera en una Comunidad Agricola extensa distribuida en pequenos asentamientos, de
los cuales el mas poblado es la villa de Chalinga con alrededor de 300 habitantes, donde un
total de 49 personas (33 mujeres y 16 hombres) formaron parte de este estudio.

Quince participantes (12 mujeres y 3 hombres) fueron reclutados en El Espinal, un asenta-
miento de 85 habitantes.

'En adelante, ambas localidades son agrupadas bajo la etiqueta “Puclaro”.
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4.1.3. Canelilla y Monte Patria

Estas dos localidades se encuentran al Este de Ovalle y son de facil acceso a través de ca-
minos pavimentados. Canlilla, junto al embalse Recoleta, tiene alrededor de 300 habitantes,
de los cuales 23 participaron en el estudio (15 mujeres y 8 hombres) como parte del trabajo
de campo del 2012.

Monte Patria fue visitada durante el estudio piloto del 2011. Se encuentra ubicado junto
al embalse La Paloma, y su poblacion esta centrada en la ciudad de Monte Patria, una
ciudad pequena de alrededor de 3000 habitantes, con acceso a servicios comerciales y
administrativos propios, y con varias personas empleadas en trabajos no relacionados con
la actividad pastoril (i.e. servicios, mineria, proletariado agricola). A pesar de su tamano,
solo 40 personas (24 mujeres y 16 hombres) participaron del estudio en esta localidad.

4.1.4. La Ligua de Cogoti

Un grupo de comunidades agricolas grandes (Jimenez y Tapia, Manquehua, y Castillo Mal
Paso) usa como tierras de pastoreo los alrededores del embalse Cogoti, tan solo 22 km
al norte de Combarbala. El trabajo se desarrollé en la villa de La Ligua, al borde de la
comunidad agricola de Castillo Mal Paso y con una poblacion de 600 habitantes, de los
cuales 63 (43 mujeres y 20 hombres) participarén en el estudio del afno 2012.

4.1.5. Canelay Huentelauquén

La comuna de Canela (alrededor de 9000 habitantes) es pricipalmente un conglomerado de
mas de 25 Comunidades Agricolas, en las cuales la mayoria de la economia doméstica se
basa en el ganado caprino. La ciudad de Canela (con una poblacién de 3700 habitantes
y una Comunidad Agricola en si misma) actia como el centro urbano del area, otorgan-
do acceso a servicios y comercio a los asentamientos, villas y caserios cercanos (siendo
Huentelauquén uno de ellos).

A diferencia de Monte Patria, la mayoria de la gente en Canela trabaja en relacion al gana-
do caprino al menos estacionalmente. La ciudad es también conocida por su alta tasa de
participacion politica, y en ella operan un gran contingente de organizaciones de base co-
munitarias. Esto podria explicar las altas tasas de respuesta obtenidas aqui en comparacion
con Monte Patria. Como parte del trabajo de campo del 2012, un total de 164 participan-
tes (97 mujeres y 67 hombres) colaboraron con el estudio tanto en Canela Baja (la parte
principal de la ciudad) como en Canela Alta (una villa periférica cercana).

El area de Huentelauquén (alrededor de 800 habitantes) esta dividida en dos asentamien-
tos diferentes por el rio Choapa. Al sur del rio opera una compania agroindustrial ganadera



CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS 43

privada especializada en la produccion de queso de vaca y paltas. La mayoria de los traba-
jadores de Huentelauquén Sur son originarios de la Comunidad Agricola de Huentelauguén,
al norte del rio. Debido a que el clima es mas benigno en Huentelauquén que en las otras
localidades estudiadas, los campos de pastoreo son mas productivos y muchos comuneros
complementan el ganado caprino con ovinos y vacunos. Huentelauquén fue visitado durante
el estudio piloto del 2011 donde 43 personas de ambos sectores (29 mujeres y 13 hombres)
participaron en el estudio.

4.2. Recoleccion de datos

La recoleccién de datos llevada a cabo en estas localidades permitié la obtencién de mues-
tras de células bucales, peso, estatura, e informacion sobre habitos alimenticios y reproduc-
tivos de 449 adultos. Los participantes fueron informados oportunamente sobre el proyecto,
obteniéndose consentimiento informado por escrito de cada participante, y sus datos res-
guardos en todo momento, en cumplimiento de los requerimientos éticos de los organismos
que aprobaron la presente investigacion (Comité de Etica de la Investigacién en Ciencias
Sociales y Humanidades Universidad de Chile, CEDEA, numero de referencia 078/2010,
y Comité de Etica de la Investigacién University College London, nimero de referencia
2967/001). Documentacién de referencia con el respectivo formulario de consentimiento in-
formado puede encontrarse en el Anexo B.

Las muestras de células bucales fueron obtenidas usando térulas para hisopado bucal, y
depositadas en tubos cénicos con 2,5 ml de solucion amortiguadora de lisis (STE buffer:
100 mM NaCl, 100 mM Tris-Hcl pH 8, 100 mM EDTA pH 8) con 0,2 mg/ml de Proteina-
sa Ky 0,5% SDS. Estas muestras fueron utilizadas para extracciéon de DNA en intervalos
de uno a dos meses, con métodos basados en fenolcloroformo (Freeman et al., 2003) y
precipitacion con sales (Quinque et al., 2006). EI DNA extraido fue amplificado mediante
reaccién en cadena de polimerasa? y utilizado para secuenciar 706 pares de bases en la
region potenciadora de LCT, genotipificar 27 SNPs en torno a esta region para reconstruc-
cion de haplotipos, y genotipificar otras variantes (30 SNPs y 15 STRs) para estimaciones
de ancestria y consaguiniedad. Tablas describiendo los partidores, las condiciones de ter-
mociclado y los marcadores analizados, pueden encontrarse al final de este documento, en
el Anexo C.

Junto con las muestras de células bucales para obtencién de DNA, el peso y la talla de
los participantes fueron medidos en terreno utilizando una pesa y un estadiometro portatil
SECA 213. Los participantes fueron medidos descalzos y con sus cabezas posicionadas
con el plano de Frankfort paralelo al piso.

2Antes del PCR, el DNA fue diluido en 10 partes de agua destilada. Una PCR de 20 pl fue llevada a cabo
con 0,5uM de los partidores MCM6i13 y MCM778, 0,2mM de dNTPs, 2,5mM de MgCl, 0,25l de Tag DNA
polimerasa y aproximadamente 25 ng de DNA.
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Ademas, cada participante contesté un cuestionario que permitié relevar informacion so-
bre residencia, ancestria reciente, estatus socioeconémico, consumo de leche y productos
lacteos, e historia familiar y reproductiva. El contenido de los cuestionarios puede resumirse
en los temas que se listan a continuacion. Los cuestionarios completos estan disponibles en
el Anexo D.

= Residencia: Duracion de la residencia en la localidad y residencia de nacimiento.
= Ancestria reciente: Lugar de origen de padres y abuelos.

= Estatus socioecondémico: Propiedad de bienes, acceso a servicios, ganado, y dere-
chos dentro de la comunidad.

= Leche: Varias preguntas en torno a consumo de leche y sintomas relacionados con
el mismo. Los participantes refirieron su consumo en nimero de tazas, por lo que se
selecciond la taza como unidad de medida. Una taza corresponde a aproximadamente
250 ml.

= Historia familiar y reproductiva: Corresponde a la parte principal del cuestionario
e incluye preguntas relativas al lugar de nacimiento, el sexo, el orden de nacimiento,
el destete y los habitos de consumo de lacteos de cada hijo del participante en un
subcuestionario. También se incluyen preguntas respecto a las parejas reproductivas
del participante y respecto a hijos fallecidos, si aplica.

Los fenotipos de digestion de lactosa fueron determinados por prueba de tolerancia a la
lactosa usando el método descrito por Peuhkuri et al. (1998) en 40 participantes de Barraza.
Los voluntarios fueron contactados de antemano para acordar las 12 horas de ayuno con
las que debian presentarse a la prueba.

Los niveles de hidrogeno en el aliento fueron medidos usando un espirémetro MicroH, (Mi-
cromedical). Después de medir los niveles basales, los participantes ingirieron una carga de
50 g de lactosa en 250 ml de agua. A continuacion, se realizaron mediciones sucesivas en
intervalos de 30 minutos. Una prueba es detenida después de dos lecturas seguidas indi-
cando incrementos sostenidos de 20 ppm sobre las mediciones basales, en cuyo caso el
participante fue clasificado como no digestor de lactosa. Individuos sin un incremento im-
portante en la presion parcial de hidrogeno después de 3 horas fueron clasificados como
digestores de lactosa. Los fenotipos de individuos que mostraron valores fluctuantes en las
mediciones fueron clasificados como indeterminados.

4.3. Analisis de datos

Los genotipos de —13970 C/T obtenidos por secuenciacion fueron agrupados en dos cate-
gorias de acuerdo al modelo de dominancia de —13970*T (Enattah et al., 2002; Sahi, 1974;
Sahi & Launiala, 1977), los cuales fueron analizados usando test exacto de Fisher en tablas
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de contingencia de 2 x 2 para evaluar la asociacion entre los genotipos mencionados y los
fenotipos evaluados usando la prueba de tolerancia de lactosa, para evaluar la hipotesis de
—13910*T como responsable de la persistencia de lactasa en esta poblacién, permitiendo
utilizar el genotipo como indicador de persistencia de lactasa en otros analisis.

Métodos estadisticos implementados en PHASE 2.1.1 (Crawford et al., 2004; Li & Stephens,
2003; Stephens & Donnelly, 2003; Stephens & Scheet, 2005; Stephens et al., 2001) fueron
utilizados para dilucidar la fase gamética de 27 SNPs en torno a la region potenciadora de
LCT, permitiendo la evaluacion de la hipétesis de trasfondos homogéneos en haplotipos por-
tadores de -13910*T, debido a su origen Europeo, y transfondos heterogéneos en haplotipos
portadores de —13910*C, de origen tanto Europeo como Amerindio.

Para examinar cualquier posible relacion entre persistencia de lactasa, consumo de leche, y
rasgos fenotipicos como estatura, peso, y fertilidad, fue necesario considerar posibles efec-
tos de la estructura poblacional. Cualquiera de las respuestas fenotipicas evaluadas puede
presentar asociaciones con el genotipo de —13970*T debido a asociaciones de este ulti-
mo con genotipos de otros loci en linajes especificos (i.e. familias o poblaciones parentales
ancestrales). Tanto la consanguinidad como las proporciones de ancestria han sido iden-
tificadas como posibles fuentes de estratificacion en estas poblaciones, las cuales fueron
estimadas y evaluadas en asociacion con la persistencia de lactasa para evaluar sus po-
sibles efectos como variables de confusion y alternativas para controlar dichos efectos en
posteriores modelos de regresion.

Las proporciones de ancestria para cada individuo fueron calculadas usando Admixture 1.23
(Alexander et al., 2009) en base a 30 SNPs marcadores informativos de ancestria, usando
como referencia de poblaciones parentales una base de datos de 876 individuos de po-
blaciones parentales (169 Africanos, 299 Europeos, y 408 Amerindios). Para controlar por
consanguinidad y posible parentesco criptico (Astle & Balding, 2009; Voight & Pritchard,
2005), 15 STRs disenados para analisis forense (Promega PowerPlex 16 HS) fueron utili-
zados para estimar estructura poblacional en base a la matriz de proporciones de alelos
compartidos para cada uno de los 15 loci (matriz PSA en Cardoso et al. 2012; Chakraborty
& Jin 1993; Zhao et al. 2007), y en base a la matriz de asignacion a clusters identificados
por el algoritmo de STRUCTURE 2.3.4 (Matriz Q en Falush et al. 2003, 2007; Hubisz et al.
2009; Pritchard et al. 2000).

El estatus socioeconémico fue evaluado utilizando informacién sobre acceso a bienes y ser-
vicios domésticos obtenida en cuestionarios. Estos datos fueron procesados para obtener
un valor de estatus socioeconémico basado en la estandarizacion de los pesos factoriales
obtenidos de la contribucion de cada variable a la inercia total del primer eje (83.14 % de la
varianza) en el analisis de correspondencias multiples.

Diferentes métodos para estimar consumo de leche y productos lacteos (cuestionarios de
frecuencia de consumo y métodos de recuerdo de consumo) fueron utilizados con propdsi-
tos comparativos, arrojando resultados similares. Los participantes situaron su consumo en
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una escala adaptada de la presentada por el Cuestionario de Frecuencias de Alimentos en
Adultos del Departamento de Nutricion de la Universidad de Harvard (Harvard School of Pu-
blic Health, 2007), permitiendo la estimacién de un nimero de tazas/porciones de consumo
al dia para cada participante.

Diferentes modelos estadisticos usando ANOVA, ANCOVA, regresion linear, y modelos ge-
neralizados, fueron utilizados para evaluar asociaciones entre persistencia de lactasa y pe-
so, estatura, y nimero de hijos, utilizando como variables de control los datos de ancestria,
consanguinidad, estatus socioeconémico, consumo de lacteos, sexo y edad.



Capitulo 5

Resultados

5.1. Caracterizacion de la muestra, asociacion
genotipo—fenotipo y frecuencias de persistencia de lactasa

Los primeros resultados que se exponen a continuacion corresponden a una descripcion
general de las caracteristicas sociodemograficas de la muestra, un estudio de asociacion
entre la variable Europea de persistencia de lactasa y la digestion de lactosa y el primer
reporte sobre las frecuencias del polimorfismo mencionado en poblaciones de pastores del
Nuevo Mundo.

El perfil sociodemografico de la muestra en base a las preguntas incluidas en el cuestionario
es presentado en la Tabla 5.1, la cudl presenta los datos excluyendo valores perdidos y con
los porcentajes redondeados al entero mas cercano, por lo que los tamafnos de la mues-
tra pueden diferir para las diferentes variables y los porcentajes pueden no sumar 100 %. La
tabla muestra una composicion de la muestra sesgada hacia las mujeres y los grupos de ma-
yor edad. Este sesgo no se corresponde a los indices de masculinidad de 1,05 reportados
a partir de los datos del censo del 2002 de acuerdo a Vergara et al. (2005), y es proba-
blemente una consecuencia de la mayor disponibilidad de mujeres en casa en los horarios
en que se recolectaron las muestras. El reporte citado (Vergara et al., 2005) no contiene
datos censales de la estructura etaria a nivel de comunidad, pero otras fuentes describen
una composicion similar junto con altos niveles de emigracion juvenil (Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias, 2005; Morales & Parada, 2005). El rango de edad abarca-
do en esta muestra es de los 18 a los 92 anos, con un promedio de 52,44 anos (hombres
X =55,19, s = 18,27, mujeres x = 51,03, s = 17,72).

En relacion a la reproduccion y la mortalidad infantil, el nimero de hijos nacidos vivos (am-
bos sexos) muestra una moda de 2 y un promedio de 2,92 hijos por persona. El nimero de
hijos fallecidos por persona es en promedio 0,19 (s = 0,52, dividido segun sexo del hijo:
hijos x = 0,8, s = 0,38, hijas x = 0,12, s = 0,29). Estadisticas adicionales sobre fertilidad

47
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son presentadas en la Table 5.2. Un examen mas detallado de la fertilidad y la mortalidad
infantil en relacion a la persistencia de lactasa es presentado en la seccion 5.4

Al final de la tabla 5.1 se muestra el numero de perso-

nas en la muestra con acceso a determinados bienes y Categoria N %
servicios. La mayoria de los participantes tiene acceso a Sexo
servicios basicos como agua potable y electricidad, y los aombres ;gs 22;
. . ujeres
bienes de mayor valor no son raros (38 % de los parti- )
. . , . . . Abuelos aloctonos
cipantes tiene un vehiculo en su unidad domestica fami- ,
. . o . Ninguno 327 73
liar). A partir de estos datos es visible que los bienes y 1 43 10
servicios seleccionados son buenos estimadores solo pa- ;23 ?g g
ra los estatus socioeconomicos en el nivel mas bajo de Todos 29 6
la distribucién (i.e. el estimador clasificara como pobres Grupos etarios
solo a aquellos sin acceso a servicios basicos, en tanto 18-29 48 11
la mayoria de las demas personas seran clasificadas co- 30-39 70 16
. o . 40-49 82 18
mo ricas). Estos datos fueron utilizados para confeccionar 5059 85 19
una escala que varia desde 0 (el mas pobre) a 1 (el mas 60-69 65 15
rico) y que presenta un promedio de 0,85 en la muestra 70+ 9 21
(s = 0.16). Los detalles metodoldgicos sobre la confeccion Paridad
, . . 0 66 15
de dicha escala son explicados en la seccion 4.3. ] 51 11
. : 2 111 25
Respecto a las frecuencias de la variante Europea de per- 3 80 18
sistencia de lactasa, los antecedentes examinados en el 4 53 12
. . 5 30 7
Capitulo 2 muestran que —13,910"T est4 altamente aso- 6 23 5
ciada con la persistencia de lactasa en poblacion Euro- 7+ 34 8
pea e India (Enattah et al., 2002; Gallego Romero et al., Acceso a bienes y servicios
2012), pero no en algunas otras poblaciones para las cua- Agua potable 413 92
. . . . Electricidad 436 97
les otros polimorfismos han sido descubiertos (Enattah Cielo raso 439 98
et al., 2008; Gallego Romero et al., 2012; Imtiaz et al., Piso 429 96
2007; Ingram et al., 2007; Jones et al., 2013; Ranciaro Calefont 283 63
. Lo Lavadora 386 86
et al., 2014; Tishkoff et al., 2007). El trasfondos histérico Refrigerador 413 92
de las poblaciones de pastores de la region de Coquimbo ge'eV'S?fd ﬁg 28
. . .. . , omputador
sugiere la introduccion de -13,970*T mediante ancestria Vehiculo 169 38

Europea, volviendo menos probable la introduccién de al-

guna de las variantes descubiertas en otras poblaciones. ~ TABLA 5-1. Periil sociodemografico de

la muestra

Para confirmar esta hipotesis y evaluar la presencia de
cualquier otra mutacion de novo en la region potenciado-
ra, se aplico la prueba de tolerancia de lactosa para obtener el fenotipo de 41 participantes’.
De ellos, 3 participantes obtuvieron niveles fluctuantes de presion parcial de hidrogeno en
las lecturas basales, sugiriendo posible incumplimiento del ayuno, por lo que no fueron cla-

'El tiempo requerido para realizar la prueba de tolerancia a la lactosa, alrededor de 3 horas, fue una limita-
cién importante para el nimero de voluntarios que fue posible reclutar.
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Hijos nacidos Hijos vivos
Stats. Edad 1% nac. Hijos Hijas Total Hijos Hijas Total
X 52,44 24 156 136 292 145 1,28 2,73
S 18 6,8 1,56 1,41 24 147 1,3 2,21

min—max 18-92 11-52 0-10 0-8 0-16 0-9 0-7 0-15

TABLA 5.2. Estadisticas generales de fertilidad: Edad al nacimiento del primer hijo, nacimientos, y
supervivencia de hijos.

sificados. Un cuarto participante mostré6 0 ppm durante las tres horas de duracion de la
prueba, sugiriendo ausencia de produccion de hidrogeno. De los restantes 36 participantes
19 fueron clasificados como digestores de lactosa, y 17 como no digestores. Las secuen-
cias de la region potenciadora de los individuos mencionados muestran que 18 de los 19
clasificados como digestores de lactosa son portadores de -13970*T, y que la variante esta
ausente en todos los clasificados como no digestores. Estos resultados muestran alta aso-
ciacion entre el genotipo -13970 y el fenotipo de digestion de lactosa (Prueba exacta de
Fisher p = 4.187 x 10729, ver tabla 5.3). Ningun individuo presenta otros polimorfismos en
la secuencia, por lo que no nos es posible sugerir explicaciones para el fenotipo digestor
presente en un individuo con genotipo -13910 C/C?.

Estos resultados coinciden con

los publicados en otros estudios Fenotipo CC CT TT Total
Bulhdes et al., 2007; Morales No digestores 17 0 0 17
( . Digestores 1 16 2 19
etal., 2011) y nos permiten prede- Indeterminado 3 0 1 4
cir que portadores -13910*T pre- No productordeH, 1 0 0 1
sentan probablemente un fenotipo Total 22 16 3 41

digestor de lactosa. Un total de o _ ’
TABLA 5.3. Asociacion de fenotipos evaluados segun prueba de

437 de los 451 muestras recolecta-  igjerancia de lactosa y genotipo de LCT — 13970 en 99,64 % de
das fueron exitosamente secuen- los participantes (Prueba exacta de Fisher p = 4,187 x 107°). No

iadas. mostrando presencia de - se encontraron otras variantes de persistencia de lactasa en las
cladas, P secuencias de la region potenciadora.

13,910*T en todas las localidades
estudiadas y ausencia de otras variantes asociadas a persistencia de lactasa en el examen
de los cromatogramas. Las frecuencias exhibidas (Tabla 5.4) se muestran en equilibrio de
Hardy-Weinberg y contienen suficiente heterogeneidad de fenotipos (38 % de persistencia
de lactasa) como para permitir comparaciones entre grupos de individuos persistentes y no
persistentes.

Las frecuencias aqui reportadas de -13970*T (0.22) son comparables a las presentes en
poblaciones no pastoralistas de ancestria mestiza en América Latina, y no sugieren un in-
cremento de las frecuencias producto del estilo de vida pastoralista.

2La aparente capacidad de digestion del participante con genotipo C/C podria deberse a una digestién ex-
tremadamente lenta, insuficiente flujo de aire al soplar durante la prueba de tolerancia de lactosa, o condiciones
especificas del micriobioma.
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Valle CC CT TT Total(n) Frec.*T. Digest. (%)

Elqui 10 2 1 13 0,15 23
Limari 135 73 15 223 0,23 39
Choapa 128 65 8 201 0,2 36
Total 273 140 24 437 0.22 38

TABLA 5.4. Frecuencias de genotipos de —13970C >T en comunidades de pastores de cabras del Norte
Chico.

Estos resultados descriptivos muestran la presencia de fenotipos de persistencia de lactasa
en la poblacion, su asociacion con el alelo europeo de persistencia de lactasa, y la prescen-
cia de variabilidad suficiente en el rasgo como para explorar comparativamente las posibles
ventajas selectivas de individuos lactopersistentes.

Sin embargo, antes de examinar cualquier posible relacién entre persistencia de lactasa,
consumo de leche, y respuestas fenotipicas como estatura, peso y fertilidad, es necesario
una consideracion completa de la estructura de la poblacion. Debido a que el flujo génico
europeo es el origen mas probable de la variante encontrada en esta poblacion, y debido a
que los grupos estudiados son demograficamente pequenos y presentan bajas tazas de in-
migracion, la ancestria y la consanguinidad constituyen fuentes probables de estratificacion.
Desde un punto de vista teorico, consanguinidad y ancestria representan el mismo proceso,
distanciamiento genético entre sucesivas generaciones, visto desde dos marcos tempora-
les ubicados en extremos opuestos. Ambas fuentes de estratificacion seran examinadas a
continuacion.

5.2. Persistencia de Lactasa y Ancestria

Una fuente de estructuracion poblacional es el resultado de las diferencias en la contribucion
genética de distintas poblaciones parentales, diferenciadas tras un episodio de aislamiento
reproductivo prolongado, como es probablemente el caso para poblaciones de América La-
tina.

La ancestria fue evaluada utilizando 30 marcadores informativos no ligados (descritos en
el apartado C, todos los loci analizados se encontraron en equilibrio de Hardy—Weinberg)
utilizando Admixture 1.23 (Alexander et al., 2009), resultando en un amplio rango de mesti-
zaje Amerindio/Europeo, con una contribucion marginal de poblaciones afrodescendientes.
La proporcién de ancestria amerindia muestra un promedio de 0,47 (s = 0.12, min—max =
0-0.8) y esta normalmente distribuida (prueba de normalidad de Shapiro—Wilk p = 0.4). La
proporcién de ancestria europea es de 0.48 en promedio (s = 0.13, min—max = 0.09-1) y
también muestra una distribucion normal (prueba de normalidad de Shapiro—Wilk p = 0.25).
Por el contrario, la proporcion de ancestria africana es de solo 0,05 en promedio (s = 0.06,
min—-max = 0-0.29) con una distribucion fuertemente sesgada (prueba de normalidad de
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AMmerica ,

Africa

FIGURA 5.1. Histograma 3D de proporciones de ancestria estimadas para un modelo de tres poblaciones
parentales: europea, africana y americana. La distribucién de concentra entre ancestrias amerindia y europea,
con poca contribucion africana.

Shapiro-Wilk p = 2.2 x 10~16)3,

Los resultados anteriores fueron comparados con el algoritmo de agrupamiento de STRUC-
TURE 2.3.4 usando los mismos SNPs, pero considerando solo poblaciones parentales Euro-
peas y Amerindias y sin informacién previa de referencia respecto al origen de las muestras
de poblaciones parentales. Los resultados, procesados usando CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson
& Rosenberg, 2007) y Distruct 1.1 (Rosenberg, 2003), pueden visualizarse en la Figura 5.2.
El andlisis identifica exitosamente a las poblaciones parentales como grupos separados,
mientras agrupa a las muestras de las comunidades de pastores de cabras como produc-
to del mestizaje de las anteriores. Las estimaciones obtenidas con el modelo tri-parental
con informacion de referencia de Admixture y las obtenidas con el modelo bi-parental sin
informacion previa de STRUCTURE resultaron similares (R? = 0.588, promedio de valores
residuales = 2.9 x 10~ '8, desviacion estandar de valores Residuales = 0.08), permitiéndo-
nos considerar solo una de estas proporciones para controlar por ancestria en modelos de
regresion posteriores. Un resumen mostrando resultados agrupados de proporcién de an-
cestria europea segun el modelo biparental de STRUCTURE 2.3.4 se muestra en la tabla
5.5.

3Un sacerdote catdlico espafiol que residia en una de las comunidades arrojé un 100 % de estimacion de

ancestria europea, constituyendo una prueba anecdética del método de estimacion de proporciones de ancestria
empleado.




CAPITULO 5. RESULTADOS 52

oL & 2y Q ] & < (7 04
s e & ¢ $ 3 3
Se8& §8d ¢ $ $ ¢ N
? 9 Y G G
Qoos Q & @ T
N $
T

FIGURA 5.2. Agrupamiento de STRUCTURE usando 30 marcadores informativos de ancestria (AIM) para
k = 2 e incluyendo datos de muestras europeas y amerindias. Tanto las muestras de europeos como nativos
americanos son identificadas exitosamente como grupos diferentes, mientras la mayoria de los individuos de

las comunidades de pastores de cabras muestras ancestria de ambas poblaciones parentales, con
proporciones variables de asignacién a uno y otro grupo.

La presencia del alelo —13,970*T no se muestra

asociada a las estimaciones de proporciones de an- Prop. Anc. Eur. N %
cestria europea, la cual no es, en promedio, signifi- 0-0.2 3 1
cativamente mayor en portadores del alelo que en no 0.2-0.39 110 25
portadores (Portadores = 0.5, No portadores = 0.48, 0.4-0.59 247 56

0.6-0.79 77 18

prueba—t p = 0.062). De forma similar, el analisis

de componentes principales de estos marcadores de

ancestria (Figure 5.3) no muestra evidencia de agru- TABLA 5.5. Resultados agrupados de
miento entr rtador n rtadores del alel proporcion de ancestria europea segun el

pamie qe e pg a o.es y no portadores del alelo modelo biparental.

que confiere persistencia de lactasa, como tampoco

entre genotipos (CC, CT, y TT), sugiriendo que no existe asociacion entre persistencia de

lactasa y ancestria general en el genoma.

0.8-1 1 0

Para corroborar estos resultados, el algoritmo de agrupamiento de STRUCTURE se aplico
utilizando estos marcadores de ancestria dividiendo las muestras de las comunidades de
Coquimbo de acuerdo a su presunto fenotipo de persistencia de lactasa como si se trataran
de dos poblaciones diferentes. El resultado (Figura 5.4) no muestra diferencias en el prome-
dio de proporcion de ancestria europea, a pesar de que las proporciones de ancestria son
altamente variables a nivel individual en ambos grupos.

Estos resultados sugieren que ha habido suficiente hibridacion para distribuir — 73,970 en los
diferentes estratos de la poblacion, independientemente de la ancestria general en el resto
del genoma, producto de la suficiente segregacién y recombinacion cromosémica desde el
inicio del evento de mestizaje. Sin embargo, considerando que el contacto ocurrié alrededor
de 15—-20 generaciones atras, el origen Europeo de — 13,910*T deberia ser rastreable usan-
do genotipos en fase rodeando la region potenciadora de LCT, la cual deberia mostrar un
trasfondo europeo en los haplotipos portadores de —13,910"T.

Una de los atributos mas caracteristicos de -13970*T en el Viejo Mundo es su asociacion
con un haplotipo extendido de 0.5 Mb (Hollox et al., 2001; Poulter et al., 2003) conocido como
haplotipo A, el cuél se encuentra en frecuencias particularmente altas (0.86) en Europa. El
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FIGURA 5.3. Analisis de Componentes Principales de marcadores informativos de ancestria segun presunto
fenotipo de persistencia de lactasa (LP: Persitente, NLP: No persistente). No se observa aglomeramiento de
individuos segun su presunto estatus de digestion de lactosa

origen europeo de -139107T, a pesar de su independencia respecto a la ancestria general
en otros segmentos del genoma, puede ser rastreado utilizando genotipos en fase en torno a
la region potenciadora de LCT. El trasfondo haplotipico de LCT en las muestras de pastores
de cabras de Chile fue comparado con muestras del Viejo Mundo para evaluar el origen
Europeo de -13.910"T en estas poblaciones.

La fase de los genotipos para 27 SNPs (ver apartado C) en 621 individuos (1242 cromo-
somas: 862 de las muestras de Chile y 380 de poblaciones del Viejo Mundo), fue obtenida
usando PHASE 2.1.1 (Crawford et al., 2004; Li & Stephens, 2003; Stephens & Donnelly,
2003; Stephens & Scheet, 2005; Stephens et al., 2001). Los marcadores utilizados se ex-
tienden desde 7,9 Mb distal a 9,7 Mb proximal de -713910, cubriendo una regién de 1,77
Mb.

Los haplotipos obtenidos fueron comparados entre las muestras chilenas y las del Viejo
Mundo, dividiéndolas en 3 grupos: portadores de -139710*T, portadores de -139710*C en
haplotipos A, y todos los otros haplotipos. Todos los haplotipos de muestras chilenas porta-
dores de -13910*T estan en haplotipos A.

La Figura 5.5 muestra una comparacion visual de la extension de los haplotipos usando
graficos de decaimiento de la Extensién de Homocigocidad de Haplotipos, la cual fue medida
usando Sweep 1.1 (Sabeti et. al. 2002) definiendo -13910 como el nucleo de cada haplotipo,
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FIGURA 5.4. Resultados de STRUCTURE usando 30 AIM para k = 2 segun persistencia de lactasa (LP:
Persistencia de lactasa, NLP: No persistencia de lactasa). Arriba: Individuos. Abajo: Medias grupales. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de marcadores de ancestria entre

ambos grupos.
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FIGURA 5.5. Decaimiento de la homocigosis extendida de haplotipos (EHH) en pastores de cabras de Chile
(linea continua) y poblaciones del Viejo Mundo (iinea segmentada) para —13910*T (rojo), y —13910*C (azul).
Haplotipos A—13910*T se encuentran en un bloque de homocigosis extendida tanto en las muestras de Chile

como del Viejo Mundo.

y graficada usando R (R Core Development Team, 2013). Los haplotipos A-13910*T estan en
el mismo bloque de homocigocidad extendida en las muestras de Chile y del Viejo Mundo,

apoyando la hipétesis del origen Europeo de la persistencia de lactasa presente en esta
poblacion.

5.3. Persistencia de lactasa y consanguinidad

La estructura genética de las poblaciones es también el resultado de las diferentes distan-
cias genéticas que pueden tener los posibles pares de progenitores. La ancestria en eventos
de mestizaje es justamente un ejemplo extremo de este tipo de procesos de estratificacion,
en el cual los progenitores provienen de poblaciones que se han distanciado genéticamente
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producto del prolongado aislamiento reproductivo. El extremo opuesto esta constituido por
progenitores con un ancestro comun reciente y por lo tanto con alta proximidad genética.
Esta situacion es esperable en poblaciones demograficamente pequenas y con baja inmi-
gracion.

Para evaluar el efecto de la consanguinidad en la estructura de la poblacién se empled
un total de 15 STRs de identificacion forense (Promega PowerPlex 16 HS, ver apartado C).
Todos los marcadores mostraron alta variabiliadad, comparable a la reportada para otras po-
blaciones mestizas de América Latina (Bravo et al., 2001; Hill et al., 2013; Rubi-Castellanos
et al., 2009)). Considerados en su conjunto, no hay diferencias significativas entre la hetero-
cigosidad observada y esperada (prueba—t p = 0,8264), mostrando valores en equilibrio de
Hardy-Weinberg para todos los loci (ver Figura 5.6).
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FIGURA 5.6. Heterocigosidad esperada vs observada de 15 marcadores microsatelitales autosémicos. Las
diferencias no son estaditicamente significativas entre poblaciones considerando todos los loci (prueba-t p=
0,8264)

Estos datos fueron utilizados para estimar coeficientes de endocruzamiento (Fjs) a partir del
promedio de una muestra de 1000 valores tomados de la distribucion de probabilidades de
homocigosidad debido a un ancestro comun de ambos padres. Los valores de F resultan-
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FIGURA 5.7. Resultados de STRUCUTRE usando 15 STRs para k =2, 4 y 8. De acuerdo con el método de
(Evanno et al., 2005), no se obtiene mas informacién con modelos que incluyen mas de dos grupos (k = 2). La
estructura poblacional es débil, y todos los individuos son mezcla respecto a los dos grupos. Sin embargo,
algunas poblaciones tienen diferencias significativas, como Calera y Huentelauquen.

tes fluctian entre 0,071 y 0,611, con un promedio de 0,149 y una desviacion estandar de
0,07. Para interpretar estos datos, el mismo procedimiento se llevé a cabo con muestras de
grupos Jaali Somali de Etiopia reportados como no emparentados, constituyendo un grupo
de pastores tradicionales, demograficamente similar pero genealégicamente muy distantes.
Ambas poblaciones presentan valores similares de F sin diferencias significativas en la dis-
tribucién (prueba de Kolmogorov-Smirnov p = 0,913) sugiriendo que el endocruzamiento en
nuestra muestra de pastores chilenos es similar al presente en una poblacion de individuos
de otra poblacién reportados como no emparentados.

Sin embargo, el parentesco reportado puede estar afectado por relaciones genealdgicas
desconocidas, incertidumbre parental, o consanguinidad entre ancestros de hace mas de
dos generaciones. En poblaciones demograficamente pequefas, como las aqui analizadas,
es improbable que individuos reportados como no emparentados no compartan ancestros
en un pasado reciente. Para dar cuenta de este problema, denominado parentesco criptico
en la literatura (Astle & Balding, 2009; Voight & Pritchard, 2005), se utilizd la matriz de
proporcién de alelos compartidos entre cada par de individuos (matriz PSA por sus siglas
en inglés: “proportion of shared alleles”, descrita por Cardoso et al. (2012); Chakraborty
& Jin (1993); Zhao et al. (2007)), la cual fue posteriormente utilizada como covariante en
modelos de regresion.

Para explorar la relacién entre estos marcadores y la persistencia de lactasa se analiz6 la
distribucion de los STRs utilizando STRUCTURE 2.3.4, empleando el método descrito por
Evanno et al. (2005) para estimar el valor 6ptimo para el numero de clusters (resultando
en k = 2). Los resultados fueron procesados usando CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson & Rosen-
berg, 2007) y Distruct 1.1 (Rosenberg, 2003), resultando en una estratificacion poblacional
débil, mostrando a todos los individuos como mezcla de ambos grupos de marcadores, pero
con diferencias en la contribucién de cada grupo a cada poblacién, como puede apreciarse
particularmente para los casos de Calera y Huentelauquen (Figura 5.7).
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FIGURA 5.8. Agrupamiento de STRUCTURE usando 15 STRs de acuerdo a persistencia de lactasa (LP:
Persistencia de Lactasa, NLP: No persistencia de lactasa). Arriba: Individuos. Abajo: Promedios. No hay
diferencias entre individuos lactopersistentes y no persistentes respecto a su asignacién a grupos de estructura
poblacional en la distirbucién de los microsatelites empleados

Sin embargo, la persistencia de lactasa no esta asociada a las estimaciones de endocru-
zamiento en base a estos marcadores, ni a la asignacion de proporciones de membresia
a agrupaciones indentificadas en STRUCTURE 2.3.4, en donde ambos grupos estan ho-
mogéneamente asignados a grupos de individuos con y sin persistencia de lactasa (Figu-
ra 5.8). Estos resutlados sugieren que, cualquier posible estratificacion sistematica de estos
marcadores entre grupos producto de su consanguinidad no esta en asociacion con la per-
sistencia de lactasa, resultando improbable que la consanguiniedad produzca asociaciones
espurias cuando se evalle el efecto de la persistencia de lactasa en otros rasgos.

5.4. Consumo de leche y posibles ventajas selectivas de la
persistencia de lactasa

A pesar de la amplia cantidad de evidencia de seleccion natural positiva a favor de la per-
sistencia de lactasa, los mecanismos especificos que seleccionaron este rasgo en algunas
poblaciones permanecen desconocidos. Posibles alternativas a tener en cuenta incluyen un
incremento en las probabilidades de supervivencia o en la fertilidad de individuos con per-
sistencia de lactasa , pero no en aquellos sin persistencia de lactasa. Una posibilidad es que
la menor adecuacion bioldgica relativa en individuos no persistentes podria ser producto de
la disminucién o eliminacion de la leche en la dieta para prevenir sintomas digestivos, sin
poder obtener beneficios nutricionales de ella. Otra posibilidad es que el consumo de leche
no reporte los mismos beneficios a individuos sin persistencia de lactasa a pesar de que
consuman leche.

Un resumen sobre el consumo de leche entre los participantes de este estudio puede en-
contrarse en la Tabla 5.6*. Solamente el 16,9 % de los participantes (76) declara no tomar
leche nunca. Para extraer la mayor cantidad de informacién posible, el cuestionario incluyé
preguntas sobre consumo de leche en general, consumo el dia antes de la encuesta, y con-

“En la tabla, los valores perdidos han sido excluidos y los porcentajes redondeados al entero mas préximo.
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sumo en los ultimos siete dias®. De acuerdo a estos resultados, los diferentes métodos para
evaluar consumo de leche estan altamente asociados (Prueba log-lineal de independencia
para tablas de contingencia de tres entradas p = 7,4 x 107%2). Estos datos fueron utilizados
para estimar consumo diario de leche utilizando los métodos descritos en la seccion 4.3). El
consumo de otros productos lacteos es mas alto que el de la leche fresca, y solo un 5% (23)
de los participantes reporté no consumir lacteos, y un 56 % (198) report6é haber consumido
algun derivado de la leche el dia anterior a la encuesta.

En relacion a sintomas gastricos repor- Categoria N %
tados en cuestionarios, malestares re- Consume leche 372 83
lacionados con el consumo de leche no Tomo leche ayer 13037
) ) Consume otros lacteos 425 95
se encuentran asociados con ninguno Malestar con la leche 179 40
de los genotipos (x?p = 0.68), con la Tazas de leche diarias
persistencia de lactasa predecida por 0 (nunca) 86 19
los genotipos (prueba exacta de Fisher <2 336 75
9 p_ (p . ., Entre2y 3 23 5
p = 0.92), ni con la digestion de lactosa Més de 3 5 1
segun la prueba de tolerancia (prueba Consumo semanal de leche (dias)
exacta de Fisher p = 0.32). 0 (sin consumo la semana pasada) 162 38
1 51 12
Respecto al consumo de leche, no se 2 43 10
encontr6 asociacion estadisticamente 2 1’2 g
significativa entre nimero de tazas de 5 7 2
leche diarias y genotipo (media CC = 6 s 1
7 108 25

0.55, media CT = 0.52, media TT
_0'7_2’_ ANOVA p = 9'32)' A pesar de que 0 (sin consumo la semana pasada) 78 18
individuos homocigotos -13910*T pre- 1 66 15

Consumo semanal otros lacteos (dias)

sentan mayor consumo, las diferecias g gg 1‘71
no son estadisticamente significativas 4 % 6
(promedio persistente = 0.55, promedio 5 15 3

i 0.55, prueb 0.4 ° r2
no persistente = 0.55, pruebatp = 0.4). 2 115 26

El consumo de leche tampoco esta es-
tadisticamente asociado con el fenotipo TABLA 5.6. Consumo de leche y otros lacteos
predicho (prueba t p = 0.94), ni con la

prueba de tolerancia a la lactosa (promedio tolerante = 0.4, promedio intolerante = 0.4,
pruebat p = 0.99). Resultados similares fueron obtenidos analizando el consumo de otros
productos lacteos, sin asociacion entre genotipo y consumo de lacteos (y?p = 0.4), fenotipo
predicho (prueba exacta de Fisher p = 0.92), o prueba de tolerancia a la lactosa (prue-
ba exacta de Fisher p = 1). Por lo tanto, no se encontré asociacion entre persistencia de
lactasa, malestares gastricos asociados a la leche ni consumo de leche en este estudio.

5La pregunta respecto al consumo el dia anterior a la encuesta no fue incluida en los cuestionarios de Pu-
claro, Monte Patria y Huentelauquen, y por lo tanto los porcentajes reportados no consideran estas localidades
dentro del total.
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Hombres Mujeres
Pers. lactasa Estat. (cm) Peso (kg) IMC Estat. (cm) Peso (kg) IMC
Todos
X 167,79 77,3 27,41 154,3 69,22 29,07
s 7,7 11,92 33,46 6,2 13,11 5,11
min — max 139,8-195 48,7-113,6 17,84-35,99 130,2-180 37,4-146,4 18,32-50,54
Persistente
X 169,67 82,4 28,58 153,98 69,1 29,15
s 7,52 11,92 3,5 6,3 12,76 5,04
min — max 145,5-195 54,1-113,6 21,17-35,99 140,2-180 40,7-108,1 18,32-44,64
No persistente
X 166,86 74,97 26,89 154,37 69,37 29,08
s 7,56 11,06 3,26 5,99 13,29 5,09
min — max 139,8-184,6 52,8-99,5 20,19-35,67 130,2-146,4 37,4-146,4 18,58-50,54
Prueba-t
valor —t 2,1842 3,713 2,838 —0,534 —0,399 —0,09
valor — p 0,03* 3 x10™+* 0,005** 0,594 0,69 0,928

TABLA 5.7. Resumen de estadisticas de estatura, peso e indice de masa corporal (IMC) segun presunta
persistencia de lactasa de acuerdo a genotipo.

Estos resultados rechazan la hipétesis de una disminucién o eliminacion de la leche en la
dieta de individuos no persistentes, los cuales consumen tanta lactosa como los individuos
con persistencia de lactasa en esta poblacion. Por lo tanto, si el consumo de leche esta
relacionado con la ventaja selectiva de -13970*T, la eliminacién de la leche en la dieta de
homocigotos -13,910*C no parece ser la causa de acuerdo con este estudio.

La hipétesis de que el consumo de leche no reporte los mismos beneficios a individuos sin
persistencia de lactasa a pesar de que consuman leche, puede ser evaluada indirectamente
en asociacion con el peso y la estatura. Relaciones entre estatura y peso con persistencia de
lactasa han sido previamente sugeridas en otros estudios (Almon et al., 2010; Corella et al.,
2011; Lamri et al., 2013), sin embargo no se ha considerado previamente que estas variables
estén relacionadas con las condiciones que llevaron al proceso de seleccion natural positiva
de la persistencia de lactasa. Por otro lado, estudios no relacionados con este polimorfismo
indican relaciones entre estatura, IMC y éxito reproductivo en humanos (Allal et al., 2004;
Nettle, 2002b; Power & Schulkin, 2008; Sear, 2006; Weng et al., 2004).

La tabla 5.7 muestra estadisticas generales sobre estatura, peso e IMC segln sexo y pre-
sunta persistencia de lactasa de acuerdo al genotipo de —73970. El IMC promedio es
28,5kg/m?, y a pesar de que los valores de IMC > 25kg/m? se consideran sobrepeso en
adultos, se sabe que este indice es mas alto en adultos mayores (Heiat et al., 2001), por
lo que estos resultados estan probablemente influenciados por la composicion etaria de la
muestra.

Tanto estatura, como peso e IMC resultaron significativamente mas altos en individuos mas-
culinos con persistencia de lactasa, no existiendo diferencias significativas entre mujeres
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FIGURA 5.9. Diferencias en estatura, peso e IMC entre individuos lactopersistentes (LP) y no lactopersistentes
(NLP), en hombres (') y mujeres (Q). Se encontrardn diferencias estadisticamente significativas para las tres
variables, pero solo en hombres.

persistentes y no persistentes (ver Figura 5.9). Diferencias entre todas o algunas de estas
variables en relacion con persistencia de lactasa han sido previamente reportadas en po-
blaciones europeas (Corella et al., 2011; Lamri et al., 2013; Smith et al., 2008), pero ningun
estudio muestra un efecto exclusivo en hombres. Este resultado podria ser producto de otras
variables que jueguen un rol mas importante que la lactasa en la estatura de las mujeres, co-
mo por ejemplo el calendario reproductivo, o por causas sociales como sesgo de género en
las pautas nutricionales en etapas tempranas del desarrollo. Estas hip6tesis no fueron con-
trastadas en esta memoria, pero seran comentadas en relacion con los demas resultados
en el Capitulo 6.

Sin embargo, los resultados expuestos en la Figura 5.9 son susceptible de ser producto de la
asociacion de persistencia de lactasa con alguna variable de confusion que incida también
en peso y estatura, como podria ser el caso tanto de la ancestria como de la consanguinidad.
Varios estudios (Malina & Reyes, 2007; Story et al., 1999, 2003) han reportado una alta
prevalencia de sobrepeso y obesidad asociada con ancestria amerindia en las Americas.
En la muestra estudiada, la proporcién de ancestria nativa americana esta positivamente
correlacionada tanto con IMC como con peso, pero solo en mujeres (Prueba de correlacion
de Pearsonpara mujeres: IMC p = 8 x 1074, peso p = 0.003, y para hombres; IMC p =
0,9, peso p = 0,6). De forma similar, la importancia de las relaciones de parentesco en la
determinacién del peso y la estatura es fuertemente sugerida por varios estudios basados en
bases de datos de cientos de individuos emparentados y estudios de gemelos, los cuales
arrojan estimaciones de heredabilidad entre 0,87-0,93 para estatura y entre 0,5-0,9 para
IMC (Dubois et al., 2012; Schousboe et al., 2003; Silventoinen et al., 2003).

Si la digestion de lactosa tiene un efecto en el peso y la estatura, como ha sido sugerido en
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IMC Estatura
Variables B SEB I3 val.t val.p B SEB 8 val. t val. p
Hombres
Digestor (si) 2,042 0,655 0,293 3,119 0,002 1,576 1,446 0,102 1,09 0,278
Edad 0,018 0,017 0,096 1,031 0,305 -0,081 0,039 -0,199 -2,077 0,04
Prop. anc. europ. -0,251 0,279 0,084 -0,899 0,371 — — — — —
Tazas de leche — — — — — 1,955 1,784 0,105 1,096 0,275
Est. socieconom. 0,164 0,230 0,066 0,714 0,477 — — — — —
Mujeres
Digestor (si) 0,514 0,706 0,053 0,728 0,468 -0,196 0,806 -0,015 -0,243 0,808
Edad 0,010 0,021 0,035 0,473 0,637 -0,127 0,024 -0,361 -5,303 3x10~7
Prop. anc. europ. -1,153 0,616 -0,177 -2,456 0,015 — — — — —
Tazas de leche — — — — — 1,173 1,1 -0,066 -1,035 0,302
Est. socieconom. — — — — — 0,421 0,398 0,069 1,058 0,291
STRU msats. -0,446 0,398 -0,081 -1,121 0,264 0,234 0,459 0,032 0,509 0,611
Edad 1 hijo -0,134 0,066 -0,149 -2,038 0,043 — — — — —

TABLA 5.8. Efectos de las variables de interes en el modelo mas significativo seguln Criterio de Informacion de
Akaike (AIC). La digestion de lactosa seglin genotipo tiene efectos significativos en el incrementeo del IMC en
hombres en 2,04 kg/m2 +0,66 S.E. (t=3,12, g./ =109, p = 0,002), pero no en mujeres.

otros estudios (Almon et al., 2010; Corella et al., 2011; Lamri et al., 2013), también es posible
que el peso y la estatura puedan mediar en la contribucién de la persistencia de lactasa al
éxito reproductivo. Sin embargo, es probable que muchos factores genéticos y ambientales
no considerados en este estudio puedan tener efectos importantes tanto en estatura como
en IMC. Reconociendo esta complejidad, se utilizaron andlisis de regresion multiple para
modelar peso y estatura como respuestas a la persistencia de lactasa, evaluando edad,
consumo de leche, ancestria, estatus socioeconémico, estructura de microsatélites y edad
de nacimiento del primer hijo como posibles variables de confusion utilizando Criterio de
Informacién de Akaike (AIC) para descartar variables que no contribuian al modelo original.

Los modelos resultantes para IMC y estatura en hombres y mujeres se presentan en la
Tabla 5.8. La persistencia de lactasa tiene efectos significativos incrementando el IMC de
hombres en 2,04 kg/m? + 0,66 S.E. (t = 3,12, g./ = 109, p = 0,002), pero no tiene efectos
significativos en estatura ni en los modelos de mujeres, para las cuales la ancestria y la
edad del primer parto son mejores predictores del IMC (Figura 5.10). Estudios previos en
poblaciones Europeas reportan efectos similares de la persistencia de lactasa en el IMC,
pero sin las diferencias por sexo encontradas en este estudio.

Un incremento en el IMC podria ser considerado como ventajoso en nuestro pasado evolu-
tivo reciente en épocas donde episodios de hambruna eran amenazas comunes. En caso
de que las diferencias entre sexos no sean producto de sesgos culturales en las practicas
de alimentacion de los nifos en desmedro de las ninas, también son plausibles hipétesis de
seleccion sexual de IMC alto como rasgo ventajoso en competencia intrasexual. El presen-
te estudio no cuenta con evidencia para probar ninguna de estas hipotesis. Sin embargo,
es posible examinar si la persistencia de lactasa, el IMC, o ambos tienen efectos directos
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FIGURA 5.10. Comparacién del incremento en el IMC y la edad entre indivudos con (S) y sin persistencia (N)

de lactasa segun sexo. Existen diferencias significativas en el IMC de hombres con y sin persistencia de

lactasa. Esta tendencia se mantiene significativa controlando por edad, consumo de leche, ancestria, estatus
socioeconomico, endocruzamiento y consanguinidad. Sin embargo, no hay diferencias significativas en el IMC
de mujeres segln persistencia de lactasa.

y detectables en la fertilidad. Dicho analisis debe tener en cuenta la tendencia global a la
reduccién de la mortalidad seguida por una caida en la natalidad en poblaciones humanas,
proceso conocido como “transicion demografica’en la literatura (Wilson, 2011).

Desde el punto de vista de la demografia evolutiva (revisada en Mace 2000), un escenario
de baja mortalidad y baja fertilidad podria producir presiones selectivas que favorezcan ras-
gos relacionados con la fertilidad por sobre rasgos que favorezcan la supervivencia infantil
(Moorad, 2013). Adicionalmente, estas tendencias demograficas parecen tener efectos en
la estatura y el peso debido al efecto de la asignacion de mas recursos a una prole mas pe-
quefa (documentado en humanos por Lawson & Mace (2008)), y efectos relacionados con
cambios en el éxito reproductivo conferido por diferentes fenotipos de estatura y peso, como
muestra la evidencia de transiciones desde contextos que favorecen IMC altos a contextos
que favorecen mayor estatura en poblaciones cursando etapas tempranas de la transicién
demografica (Courtiol et al., 2013; Sear, 2006).



CAPITULO 5. RESULTADOS 63
En América Latina, la caida en la
mortalidad comenz6 alrededor de
1930. En cambio, la caida en la
fertilidad es mucho mas reciente,
comenzando a mediados de 1970
y ha sido gradual en comparacion
con otras regiones (Reher, 2004).
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za, 2003). El acelerado proceso
de transicion demografica en Chi-
le puede generar dificultades en
la interpretacién de nuestros anali-
sis debido a la recoleccion de da-

tos de individuos cuya vida repro- | '
ductiva acontecid bajo diferentes N S
regimenes demograficos, asi co- Persistencia de Lactasa
mo a la reduccion de la variabili-
dad en fertilidad y mortalidad ge-

Digestor

E3No
E3si

Tasa de supervivencia

Persistencia de lactasa

Digestor

E3No
B3 Si

NUmero de hijos

FIGURA 5.11. Arriba: Tasa de supervivencia de hijos segin
persistencia de lactasa. Para detectar efectos individuos sin hijos
fallecidos fueron excluidos. Individuos con persistencia de lactasa

nerada por la transicion demografi-
ca, la cual puede convertir en in-
detectables diferencias que fueron
significativas en los contextos de-

tienen un promedio de tasa de supervivencia de hijos de 0,77,
mientras no persistentes uno de 0,7. Abajo: Numero de hijos
nacidos vivos segln persistencia de lactasa. Individuos con

persistencia de lactasa tienen un promedio de 3,03 hijos e
individuos no persistentes un promedio de 2,78. Ninguna de estas

diferencias son estadisticamente significativas (prueba t:

mograficos vigentes durante la se- g./1=37,7,p=0,12)

leccion a favor de la persistencia
de lactasa.

En la muestra empleada en este estudio, los participantes tienen un promedio de 2,92 hijos,
con una razén de supervivencia de 93 %. Algunas otras estadisticas generales de fertilidad y
mortalidad infantil fueron presentadas en la Tabla 5.2. La transicién demografica hacia baja
mortalidad convierte las muertes de menores en eventos raros, por lo que se observan casi
exclusivamente en los grupos etarios mas avanzados de la muestra. Esta situacion dificulta
el andlisis de la supervivencia infantil, debido a que la muerte de hijos ha sido experimentada
por solo un 14 % de los participantes.

Para lidiar con este problema, la mortalidad infantil fue estimada por medio de la razén de
supervivencia (S) en base al nimero de hijos nacidos (CEB por sus siglas en inglés “Children
ever born”) y el numero de hijos sobrevivientes (NS) (i.e. S = CEB/NS), excluyendo los
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valores de S = 1 para que el andlisis fuera capaz de identificar diferencias, reduciendo
el tamano de la muestra a n = 67. La figura 5.11 muestra las diferencias en la razén de
hijos sobrevivientes entre digestores y no digestores de lactosa. Los digestores tienen en
promedio una razén de supervivencia de hijos de 0,77, en tanto los no digestores de 0,7.
Esta diferencia no es estadisticamente significativa (prueba—t: g./ = 37,7, p = 0,12). A
pesar de que la edad es una importante variable de confusion a tomar en consideracion,
las muertes infantiles son muy poco frecuentes como para poder dividir los datos en mas
categorias. Dado este tamaro de la muestra, se necesita un tamano de efecto de 0,55 (i.e
una diferencia de 0,55 en la razon de supervivencia) para detectar diferencias significativas
utilizando una prueba—t con un poder de 0,9.

Se realiz6 el mismo analisis consi-
derando exclusivamente el nume-
ro de hijos nacidos (Figura 5.11).
Los digestores de lactosa tienen
3,03 hijos en promedio, mien-
tras los no digestores tienen 2,78.
Sin embargo, estas diferencias no
son estadisticamente significativas 21
(prueba t: g./ = 263,367, p = 0.36, "
para ser detectable con este ta- N 5

mano de la muestra con un poder Persistencia de lactasa
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de 0,9, las diferencias en el nime- FIGURA 5.12. Diferencias en el nimero de hijos entre digestores

ro de hijos promedio necesita ser de latosay no digestores de lactosa en personas sobre 45 afos.

mayor que 0.4 asemris 5 84 s dpeceres ot B S 32048
Los cambios demograficos traidos

por la transicion demografica implican una disminucion de la natalidad y un retraso en el
inicio del calendario reproductivo, produciendo un aumento del numero de hijos en los gru-
pos etarios mayores con vidas reproductivas anteriores al inicio de la baja en la fertilidad.
Ademas, los grupos de mayor edad ya han concluido su vida reproductiva. Estas caracteristi-
cas demandan una cuidadosa consideracion de la edad cuando se compara la fertilidad en-
tre grupos. Adicionalmente, la tendencia hacia una menor natalidad distorsiona la influencia
de los valores extremos que tienen una fertilidad demasiado alta en comparacién con el res-
to de los datos. Se examinaron las diferencias en fertilidad solamente de las personas con
su calendario reproductivo completo, asumiendo 45 afios como el final de la vida reproducti-
va de la mayoria de la poblacion. La Figura 5.12 muestra las diferencias en la fertilidad para
las personas de mas de 45 anos segun digestion de lactosa. Nuevamente, la ventaja de los
digestores es pequefa y no es estadisticamente significativa (prueba t: x digestores = 3, 84,
X no digestores = 3,57, STR = 59,57, p = 0, 46).

Este analisis preliminar muestra que las diferencias a favor de individuos lactopersistentes
en el numero de hijos y la tasa de supervivencia de hijos (Figura 5.11) no son estadistica-
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Modelo completo Log-likelihood 9.l AlC
hijos ~ digest. + sexo +edad + ESE + leche + imc -640.6 14 1309.1
B BS.E. z-—value p—value

digest (sf) 2x104 0.069 0.004 0.999

sexo (mujer) 0.011 0.075 0.15 0.881

edad 0.023 0.002 10.68 2x10°16

E.S.E. -0.022 0.031 -0.708 0.479

leche -0.002 0.091 -0.017 0.986

IMC 0.023 0.008 2.893 0.004
Modelo reducido Log-likelihood g.l AIC
hijos ~ digest. +edad +imc -645.2 8 1306.3
B BS.E. z-—value p - value

digest (sf) 0.007 0.069 0.1 0.833

edad 8x10~* 0.002 11.788 241016

IMC 0.023 0.008 2.999 0.003

TABLA 5.9. Modelo generalizado (Poisson) para nimero de hijos nacidos vivos (hijos): Comparicién del modelo
completo y el modelo reducido (empleando AIC). Las diferencias entre los modelos son menores en términos
de AIC, efectos significativos y valores de p. No hay evidencia de un efecto de la persistencia de lactasa en el

namero de hijos, pero se reporta un efecto significativo de IMC en la fertilidad.

mente significativas. Considerando la edad como covariable las diferencias permanecen sin
ser significativa. Lo anterior sugiere que no existen diferencias en la adecuacion biologica
favorables para portadores de -13,910*T, o que los procesos propios de etapas tardias de
la transicion demografica pueden haber reducido la magnitud de las diferencias en fertilidad
y mortalidad a niveles no detectables para el tamafno muestral de este estudio.

Para un segundo andlisis, se utilizaron modelos lineares generalizados (Poisson) para eva-
luar el nUmero de hijos como respuesta a persistencia de lactasa usando sexo, edad, estatus
socioecondémico, consumo de leche e IMC como variables explicativas. El modelo comple-
to fue comparado con un modelo reducido, eliminando variables de menor valor explicativo
utilizando el Cirterio de Informacion de Akaike (Tabla 5.9).

Las diferencias entre ambos modelos son pequefas en términos de AIC, efectos significa-
tivos y valores de p. Los resultados no muestran un efecto significativo de la digestion de
lactosa en el niumero de hijos, y por lo tanto no entregan evidencia directa de una mejora
en la adecuacion biologica en individuos con persistencia de lactasa. Sin embargo, ambos
modelos muestran efectos significativos del IMC en la fertilidad, y a pesar de que este incre-
mento en la fertilidad por medio del IMC no esta mediado por la persistencia de lactasa en
esta muestra, hay soporte para proponer la hipotesis de un efecto de la persistencia de lac-
tasa e el IMC en este y otros estudios. A partir de estos datos no es posible concluir que un
incremento en el IMC debido a la capacidad de digerir lactosa pudo haber tenido un efecto
en la adecuacion biolégica de las poblaciones del pasado, pero es una hipotesis atractiva.
Esta y otras ideas son comentadas en el capitulo siguiente.



Capitulo 6

Discusion

6.1. Hallazgos y constrastacion de hipétesis

Los antecedentes sobre el modo de subsistencia y la ancestria de las poblaciones estudia-
das en este proyecto las sugerian como modelo para rastrear pistas sobre el proceso de
seleccion natural de la persistencia de lactasa documentado para el neolitico del Viejo Mun-
do. Preguntas sobre la adaptacion a cambios en la dieta introducidos hace 500, sobre las
frecuencias de persistencia de lactasa y su relacion con los efectos de la deriva génica en
poblaciones pequefias emparentadas, y de los efectos de la seleccidon natural sobre la ca-
pacidad para digerir leche fueron examinadas en el proceso. En muchos aspectos nuestros
resultados difieren de los anticipados como se discute a continuacion.

Respecto a las variantes de persistencia de lactasa presentes en esta poblacion y su origen,
los resultados de las pruebas de asociacion genotipo—fenotipo coinciden con los reportados
previamente en poblaciones europeas mostrando una fuerte asociacion entre la presencia
del alelo -13910*T y la digestién de lactosa, prediciendo el fenotipo en el 99,64 % de los
sujetos. La inspeccion de la region potenciadora no revel6 ningun alelo adicional, sugiriendo
que -13910"T es causal en la persistencia de lactasa en esta poblacion, en concordancia
con las predicciones de la hipétesis 1. Ademas, el trasfondo haplotipico de -139710*T sugiere
su origen en Europa y su introduccion reciente al continente americano.

Sin embargo, las frecuencias de los genotipos asociados a persistencia de lactasa no son
particularmente altos. Este es el primer estudio que examina la persistencia de lactasa en
poblaciones de pastores sudamericanas, combinado genética y demografia evolutiva. En
esta poblacion, -13910*T tiene una frecuencia de 0,22 y se predice un 38 % de sujetos lac-
topersistentes. Estos valores son consistentes con los valores esperados segun el modelo
de mestizaje biparental Europeo—Amerindio y son similares a los valores para otras pobla-
ciones mestizas sudamericanas sin modos de subsistencia pastoralistas.

66
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Se constatan niveles de consumo de leche similares entre individuos portadores y no por-
tadores de —13910T, un resultado contrario a las predicciones de la hipotesis 3. Este re-
sultado permite proponer que los individuos con persistencia de lactasa no obtienen sus
ventajas selectivas producto de la capacidad de consumir leche, si no que de la posibilidad
de aprovechar mejor su contenido nutricional (hipo6tesis 4). Examinando las posibles ven-
tajas selectivas de la persistencia de lactasa, y controlando por estratificacion poblacional
utilizando STRs y SNPs, se reporta un efecto altamente significativo (p = 0.002) de la diges-
tién de lactosa en el IMC, en lina con las predicciones de la hip6tesis 4. Reportes de efectos
similares en la literatura (Almon et al., 2010; Corella et al., 2011; Lamri et al., 2013; Smith
et al., 2008) apoyan que dicha relacion no es producto de variables no consideradas. De
forma similar, el efecto de IMC en el numero de hijos (p = 0.003) también ha sido reporta-
do previamente (Courtiol et al., 2013; Sear, 2006), sin embargo, una relacion entre las tres
variables (persistencia de lactasa, IMC vy fertilidad) no ha sido examinada previamente, y los
modelos evaluados para esta poblacion no muestran que el efecto de IMC en la fertilidad
sea producto de la persistencia de lactasa, en contra de las predicciones de la hipétesis 5.
No obstante, es posible que la persistencia de lactasa fuera un mecanismo para ganar peso
y mediar en el incremento del IMC y la fertilidad en las poblaciones protagonistas del evento
de seleccion natural de la persistencia de lactasa en el neolitico del Viejo Mundo.

6.2. Limitaciones

Los analisis genéticos usados en este estudio se vieron limitados por restricciones de finan-
cieras y de tiempo. El panel de marcadores de ancestria utilizado contenia solamente 30
SNPs, seleccionados tomando en cuenta las frecuencias extremas en las que se encuen-
tran los diferentes alelos en cada una de las poblaciones parentales. Sin embargo, estudios
similares publicados estan basados en paneles mucho mayores (como 446 SNPs en Ga-
lanter et al. 2012 0 2100 SNPs en Mao et al. 2007), una diferencia que podria ser mirada
con escepticismo respecto a los resultados aqui presentados. El uso de paneles basados en
INDELs es promovido por algunos autores como mas adecuado para estimaciones de an-
cestria con pocos marcadores (Friedrich et al., 2012b; Pereira et al., 2012), y es posible que
una combinaciéon de métodos pueda mejorar las estimaciones de ancestria presentadas.

De manera similar, el uso de DNA no recombinante (cromosoma Y y DNA mitocondrial)
podria haber mejorado las estimaciones de ancestria, consanguinidad y endogamia. Habria
permitido la evaluacion independiente de los linajes paternos y maternos, complementando
la informacién obtenida del andlisis de microsatélites autosémicos.

Finalmente el uso de microarreglos de miles de SNPs podria haber sido usado para analizar
simultdneamente ancestria y consanguinidad, pero no fue posible considerando el presu-
puesto de este proyecto. Sin embargo, el uso de microarreglos es considerado como la
mejor posibilidad para poder expandir esta investigacion en el futuro.
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Respecto al muestreo, el reclutamiento de participantes resultd ser extremadamente com-
plejo en las etapas iniciales del proyecto, debido a la falta de confianza por parte de los
comuneros respecto a nuestras intenciones y a las dificultades de acceso a los asentamien-
tos. Para fines del estudio piloto fue evidente que un control estricto del parentesco entre
individuos en la muestra resultaba imposible. Durante la ejecucion del trabajo de campo fue
necesario sacrificar los controles de inclusién y parte del cuestionario con el objetivo de al-
canzar el mayor tamano de muestra posible, resultando en 451 muestras recolectadas en
9 localidades durante 10 meses de trabajo de campo. Muchos de los datos recolectados
fueron excluidos de los analisis por restricciones de tiempo y por la gran cantidad de valores
perdidos.

Adicionalmente, las comunidades estudiadas fueron seleccionadas como modelo debido a
su modo de subsistencia pastoralista y a la probable introduccion de alelos asociados a la
persistencia de lactasa. Sin embargo, los analisis presentados en esta memoria no mues-
tran evidencia alguna de seleccidn reciente en esta poblacion. Muchas de las condiciones
gue pueden haber estado presentes en los lugares donde se selecciond la persistencia de
lactasa en el neolitico pueden estar ausentes en estas comunidades. Por ejemplo, la morta-
lidad infantil es poco comun hoy en dia, incluso en poblaciones con importantes niveles de
pobreza y exclusion como las aqui presentadas. De forma similar, la fertilidad también se ha
reducido en forma considerable en los ultimos anos, a pesar de tratarse de poblaciones ru-
rales con escaso acceso a métodos de control de la natalidad. Estos factores hacen posible
que las diferencias en el éxito reproductivo de ambos grupos no sean detectables hoy en dia
debido a la disminucién proporcional de la fertilidad y la mortalidad infantil general (Harrison
& Morphy, 1998).

Los modelos de regresion utilizados para estudiar el efecto de la persistencia de lactasa
en la estatura y el peso poseen las limitaciones inherentes al estudio de dos de los rasgos
fenotipicos mas complejos en humanos. La naturaleza continua de estos rasgos presentd
un desafio importante para la nocién de herencia mendeliana discreta en el desarrollo de la
genética debido a las evidentes similitudes de estatura y peso de individuos emparentados
(Fisher, 1919). Los marcos tedricos de mendelianos y biometristas fueron reconciliados con
el surgimiento de la idea de rasgos continuos determinados de manera conjunta por multi-
ples factores genéticos y ambientales actuando de forma combinada, fundando el campo de
la genética cuantitativa (Fisher, 1919; Orr, 2005).

La idea de una determinacién poligenética del peso y la estatura ha sido reconocida desde
al menos la época de la sintesis moderna. Sin embargo la emergencia de los estudios de
asociacion a lo largo del genoma (GWAS por sus siglas en inglés “Genome—wide association
studies”) ha permitido recolectar evidencia sobre el particularmente alto numero de loci
asociados a ambos rasgos: se han identificado mas de 180 y 165 loci repartidos a lo largo
de todo el genoma como probables participantes en la determinacion de estatura y peso
respectivamente (Bell et al., 2005; Lango Allen et al., 2010).

Ademas de su complejidad genética, ambos rasgos se ven dramaticamente afectados por
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factores ambientales. El incremento sustancial y sostenido de la estatura en varias pobla-
ciones humanas durante el siglo XX ha sido extensamente documentado. Este fendmeno
ha sido comunmente atribuido a las mejoras en las condiciones de vida desde comienzos
del siglo XX (Cole, 2000; Gustafsson et al., 2007; Silventoinen et al., 1999, 2003). Estudios
comparativos de la estatura entre paises ricos y pobres sugieren que la mejora tanto en
las condiciones especificas de la nutricion como de la salud en general durante la infancia
son responsables de esta tendencia (Silventoinen, 2003; Steckel, 1995). De forma similar,
la mayor disponibilidad de alimentos altamente caldricos y el modo de vida sedentario ha
provocado un aumento en el IMC en paises desarrollados (Bleich et al., 2008) y, mas recien-
temente, también en los paises en vias de desarrollo a medida que la dieta y el modo de
vida propio de las sociedades industrializadas ha sido adoptado. (Bell et al., 2005; Hoffman,
2001; Hossain et al., 2007).

Una capa de complejidad adicional radica en el dimorfismo sexual que presentan ambos
rasgos. En promedio, los hombres son mas altos que las mujeres en todas las poblaciones,
en tanto el IMC tiende a ser mas alto en las mujeres. Existe evidencia de la contribucién de
genes del cromosoma Y en la estatura (Kirsch et al., 2002; Salo et al., 1995), asi como tam-
bién del efecto de las hormonas sexuales en ambos rasgos (Albertsson-Wikland et al., 1994;
McTiernan et al., 2006; Power & Schulkin, 2008). Este patrén de dimorfismo ha sido objeto
de varias hipétesis basadas en seleccion sexual. Existen reportes de correlacion positiva
entre estatura y éxito reproductivo en hombres, pero no en mujeres (Nettle, 2002a,b), asi
como también entre IMC y éxito reproductivo para ambos sexos (Allal et al., 2004; Power &
Schulkin, 2008; Sear, 2006; Weng et al., 2004). Algunas de las explicaciones sugeridas en la
literatura para este dimorfismo son una mayor susceptibilidad a determinantes ambientales
de la estatura en hombres (Kuh et al. 1991; Stinson 1985 (sin embargo, no se encontro6 evi-
dencia de dicho efecto en Gustafsson & Lindenfors 2004), un sesgo en base a género en la
nutricion infantil dependiendo de la contribucion femenina a la economia domestica (Holden
& Mace, 1999), una correlacion positiva entre estatura y atractivo sexual en hombres pero
no en mujeres (Nettle, 2002a), y seleccion favorable al incremento del peso y la estatura por
competencia intrasexual entre machos (Kanazawa, 2005).

6.3. Conclusion

En contextos de escasez de recursos y amenazas recurrentes de hambruna es posible que
variantes genéticas que contribuyan al peso corporal sean favorecidas por seleccion natu-
ral. Si este es el caso, la persistencia de lactasa puede haber cumplido un rol similar a otras
variantes que contribuyen al incremento del peso en otras regiones geograficas, de forma
analoga a aquellas propuestas por hipotesis de genotipo ahorrativo en América (Gibson,
2007; Neel, 1962). A pesar de ser atractiva, esta hipétesis por analogia no puede ser puesta
a prueba con los datos recolectados para este estudio. Otras posibilidades a considerar son
la presencia de genes relacionados con peso y estatura en proximidad a la regién poten-
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ciadora de la lactosa, una opcién probable considerando la larga regién de desequilibrio de
ligamiento en torno a LCT y al gran numero de loci asociados a peso y estatura, a pesar
de que ninguno de los alelos para peso y estatura reportados por Bell et al. (2005) y Lan-
go Allen et al. (2010) estan en proximidad a LCT. Sin embargo, altos IMC son faciles de
obtener por otras vias en la actualidad, y el modo de vida contemporaneo hace menos co-
munes las condiciones de crisis alimentaria, por lo que la contribucién de la persistencia de
lactasa puede no ser importante hoy. No obstante, el supuesto de mayor escasez de recur-
sos en el pasado puede ser cuestionable, y ha sido criticado extensivamente en la literatura
antropologica (Polanyi, 1944; Sahlins, 1972).

Este estudio sugiere explorar la relacion entre persistencia de lactasa, IMC y éxito repro-
ductivo como mecanismo hipotético para explicar la seleccién a favor de la persistencia de
lactasa en el pasado. Estudios similares en poblaciones cursando etapas tempranas de la
transicion demografica permitirian evaluar mejor el efecto de la persistencia de lactasa en el
éxito reproductivo y contribuir a nuestra comprension de una posible ruta para la evolucion
de este rasgo.
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Anexo B

Consentimiento informado y
documentos asociados

Este anexo contiene una copia de la hoja de informacién y el formulario de consentimiento
informado que fue entregado a las personas que participaron en este estudio, asi como el
documento emitido por el Comité de Etica de la Investigacion en Ciencias Sociales de la
Universidad de Chile (CEDEA), aprobando los aspectos éticos de esta investigacion.
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UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN EL PROYECTO “PERSISTENCIA DE LACTASA EN
COMUNIDADES AGRICOLAS DE LA REGION DE COQUIMBO”

En caso de que no pueda leer esta carta, puede solicitar a una persona de su confianza para que

se la lea en voz alta. Esta posibilidad le sera anunciada verbalmente.

l.- INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Usted ha sido invitado a participar en un estudio cientifico que busca conocer la relacion entre el
consumo de leche de cabra y la tolerancia a la leche en la comunidad de la cual usted forma parte. Es
posible conocer si una persona es tolerante a la lactosa (azucar natural presente en la leche) a través de
un analisis de ADN, el cual puede obtenerse a partir de saliva. Por ello se le solicitara una serie de
procedimientos que seran descritos a continuacién, para saber si usted es tolerante o no a la leche.
Ademas, para conocer sobre sus costumbres de alimentacion y sobre la crianza de la cabra, se le

solicitara que responda una entrevista con preguntas sobre estos temas.

No existe ningun beneficio directo para usted por participar en este estudio, pero su colaboracion
permitira saber mas sobre la tolerancia a la leche, los habitos alimenticios y la crianza de la cabra en esta
comunidad. Tampoco existe ningun tipo de peligro en participar en la toma de muestra de saliva. No

existe ningun pago ni costo monetario para usted por participar en este estudio.

Solicitamos especificamente la participacion de hombres y mujeres mayores de 18 afos, que no se
encuentren en tratamiento de antibidticos, provenientes de las Comunidades Agricolas de la Region de

Coquimbo.



UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

Usted como participante, sera reunido en un espacio apropiado, comodo, limpio y seguro. Debera
presentarse en ayuno de 12 horas, y sin haber fumado en dicho periodo. Los procedimientos seran
tomados simultaneamente, calculandose un total de 3 horas y media. Usted serd atendido por una
persona del equipo de trabajo de la investigacion, quien comenzara confirmando su edad y procedencia,
si sufre de problemas intestinales y si esta en tratamiento con antibidticos. Posteriormente se le

realizaran los siguientes procedimientos:

1.- Prueba de hidrégeno espirado para diagndstico de tolerancia a la lactosa:

Consistente en la medicién de la concentracion basal de hidrogeno en su aliento con un monitor de
hidrogeno espirado. Para ello usted debe taparse al nariz y aguantar su respiracién por 10 segundos,
para luego expirar por tanto tiempo como pueda en un tubo desechable de cartén conectado al monitor.
Tras obtener su concentracion basal de hidrégeno en su aliento, usted debera ingerir 250ml (50g) de
lactosa disuelta en agua a temperatura ambiente. A continuacion se tomaran mediciones de la
concentracion de hidrégeno de su aliento cada 30 minutos, siguiendo el mismo procedimiento empleado
para obtener el valor basal hasta completar 3 horas (un total de 6 mediciones).

2.- Toma de muestras de células bucales.

Para la toma de muestra de células bucales se utilizaran 10 bastones de algodén (cotonitos) los cuales
usted debera pasar por la parte interna de su mejilla por 20 segundos cada uno. Cada bastén debe ser
dispuesto de vuelta en un tubo plastico con un liquido de almacenamiento.

3.- Encuesta y Entrevista

Durante la toma de muestra de los procedimientos anteriores, se le realizard una encuesta con respecto

a su historia familiar. En algunos casos se le solicitara también una entrevista sobre la vida en la

comunidad.
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4.- Mediciones de Peso y Estatura:

Se registrara su peso y estatura usando una pesa y un tallimetro corrientes.

Resguardos y Riesgos.

* Informacion: Usted sera informado sobre los objetivos y las caracteristicas de esta investigacion de
forma completa y en un lenguaje no técnico. Ademas, usted tendra la oportunidad de realizar las

preguntas que desee.

* Anonimato: Su nombre no aparecera en ninguna comunicacion o informe del proyecto. Toda la
informacion sera manejada en forma confidencial por los investigadores a cargo del proyecto. Las
mediciones, muestras, encuestas y entrevistas asociadas a cada paciente seran identificadas

exclusivamente por el equipo de investigacién y por usted si desea conocer sus resultados

* Gratuidad: Este estudio no tiene ningun costo para usted o su sistema de salud.

* Voluntariedad: Usted no tiene ninguna obligacién de participar en el estudio, ya que es voluntario.
Usted no recibira ninglin pago por participar en este estudio. Usted tienen el derecho de abandonar la
Investigacion o parte de ella en cualquier momento de la investigacion (durante o al final) sin tener que

dar ninguna razén para ello y sin tener ningun perjuicio para usted.



UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

* Riesgos: La ingesta de lactosa puede provocarle sintomas motilidad intestinal, gases vy flatulencias en
el caso de que usted resulte intolerante. En tanto usted se encuentra en ayuno, las probabilidades de
diarrea son menores, pero posibles. Estos sintomas son respuestas fisiologicas normales de las
personas intolerantes a la lactosa y no representan ningun peligro en ningun grado para su salud.
En caso de que Ud. sufra algun dafio como consecuencia de algun accidente fortuito durante su
participacion en este estudio, los investigadores cubriran los gastos médicos que usted requiera, en el

hospital que le corresponda, de acuerdo a su prevision de salud.

* Muestras Bioldgicas (ADN): Las muestras de saliva recolectadas durante este estudio, asi como el
material genético que se extraiga de ellas, solo seran utilizadas para los propésitos mencionados y seran
destruidas una vez concluido este estudio. La destruccion del material sera realizada siguiendo los
protocolos de eliminacion de materiales de laboratorio de UCL, consistente en la inactivaciéon de todo
material bioldgico activo mediante esterilizacion en autoclave, y posterior descarte de tubos plasticos

limpios de saliva para la planta de desechos pertinente.



UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

Los datos obtenidos solamente se mostraran de forma general y solamente en publicaciones cientificas.
Ningun dato sera utilizado con otros propésitos de los explicados. Todos los datos obtenidos de este
estudio seran confidenciales, y nunca se mencionara su nombre ni ningun dato que permita su

identificacion.

El investigador responsable del estudio guardara el consentimiento y se le entregara una copia a Usted.
Las instituciones patrocinantes son: Departamento de Antropologia University College London, y
Departamento de Antropologia Universidad de Chile.

Si lo desea, podra contactarse en cualquier momento con el responsable de este estudio:

Nicolas Montalva.

Diagonal Paraguay 383, departamento 102
Santiago.

Teléfono: (2) 2224568

Correo electrénico: nicolas.montalva.09@ucl.ac.uk

Este estudio fue aprobado por los siguientes Comités de Etica, en caso que desee contactarlos:

En Chile: Comité de Etica de la Investigacién en Cs. Sociales y Humanidades. Facultad de Filosofia y
Humanidades, Centro de Estudios de Etica Aplicada, CEDEA. Presidenta del Comité: Prof. Marcela
Ferrer.mferrer@uchile.cl. Av. Ignacio Carrera Pinto 1025, Nufioa, Santiago. Teléfono 9787023.

En Reino Unido: UCL/UCLH. COMMITTEES ON THE ETHICS OF HUMAN RESEARCH. Research
Ethics Committee Offices.South House Block A, Rooms 7-12, Royal Free Hospital, Pond Street. Laura
Keegan. Co-ordinator. London. United Kindgdom. NW3 2QG.



UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

I.- DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

Declaro haber leido o haber escuchado detalladamente la informaciéon descrita y mis preguntas
acerca del estudio han sido respondidas satisfactoriamente. Tengo conocimiento que mi
participacion es voluntaria y que no se debe a la presion o influencia del equipo de investigacion.
Al firmar esta copia, indico que tengo un entendimiento claro del proyecto y deseo participar en él.

Sefiale si desea conocer el resultado del andlisis. (encierre en un circulo)

Si NO

Nombre:

Fecha:

Firma o huella digital:



UNIVERSIDAD DE CHILE, DEPARTAMENTO DE AN TROPOLOGIA.
Avenida Capitan Ignacio Carrera Pinto 1045, Nufioa, Santiago de Chile.

lll.- CONSENTIMIENTO DEL INVESTIGADOR

He entregado informacion sobre el estudio al participante de esta investigacion y, en mi opinion, esta
informacion es precisa y suficiente para que el o ella, entienda completamente la naturaleza, los riesgos y
beneficios del estudio, y los derechos que tiene en tanto sujeto de investigacion. No ha existido coercion
ni ha actuado bajo influencia alguna. He sido testigo que el sujeto firmé y/o estampo su huella dactilar en

el documento.

Nombre del Investigador:

Firma del investigador:

Fecha:
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Facultad de Filosofiay Humanidades
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Decreto Exento Rectoria N° 32492 - 28.11.05 e CEDREA

078/2010

INFORME DE EVALUACION

IDENTIFICACION DEL PROYECTO
Proyecto: “Persistencia de Lactasa en Comunidades Agricolas de la Region de Coquimbo.”

Investigador responsable: Nicolds Montalva. Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Sociales,
Departamento de Antropologia

Otra informacion relevante: Proyecto de Memoria para optar al titulo de Antropdlogo Social.
Profesor Guia: Sergio Flores — Proyecto de Tesis de Doctorado. Prof. Gufa: Ruth Mace, University
College London. Faculty of Social and Historical Sciences. Department of Anthropology.

DESCRIPCION GENERAL DEL PROYECTO

La persistencia de lactasa es un rasgo genético especial que se presenta frecuentemente en aquellas
poblaciones con importantes tradiciones culturales de orden en Europa y Africa, pero es raro el resto
del mundo. El presente proyecto tiene por objetivo conocer las frecuencias de persistencia de lactasa
entre los habitantes de las Comunidades Agricolas de la Region de Coquimbo, las cuales han
desarrollado una importante tradicion cultural en base al ordeno del ganado caprino. Bajo un
enfoque evolutivo y utilizando métodos clinicos (test de hidrégeno), genéticos (secuenciacion de
DNA) y de investigacién social (cuestionarios y entrevistas), se pretende evaluar si los habitantes de
las Comunidades Agricolas poseen niveles mayores a los esperados para este rasgo, asi como evaluar
las consecuencias nutricionales del consumo de lacteos en estas poblaciones.

EVALUACION DE ASPECTOS ETICOS

El Comité ha evaluado los antecedentes presentados por la Investigador Responsable y ha
constatado que el ha introducido efectivamente las modificaciones que con anterioridad se le habian
exigido respecto de la redaccion del formulario de Consentimiento Informado, presentando una
nueva version en la que se han despejado debidamente las dificultades sefialadas.

Al mismo tiempo, y a manera de evaluacién general de los aspectos éticos del proyecto sometido a
nuestra consideracion, estamos en condiciones de aseverar que tanto los objetivos planteados, como
el marco tedrico propuesto y la metodologia con que se ha organizado la estructura de la

1
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Centro de Estudios de Etica Aplicada

Comité de Etica de la Investigacién en Cs. Sociales y Humanidades
Decreto Exento Rectoria N° 32492 - 28.11.05

investigaciéon no presentan deficiencias de ningin tipo y atienden en forma suficiente y debida el
resguardo de los derechos de los sujetos considerados en calidad de participantes en el protocolo de
la investigacion.

El proyecto manifiesta una especial preocupacion por eventuales riesgos que pudieran desprenderse
de su ejecucion, asegurando en todo momento el bienestar de las personas participantes; a la vez
asegura su conocimiento de los procedimientos empleados en las experiencias en que se
comprometeran.

Esto ultimo es posible que sea constatado a través de la formulacién del documento de
Consentimiento Informado, cuya version definitiva se hace cargo completamente de los requisitos
que se le plantean a los documentos de este tipo, segun los estandares y convenciones éticas de la
investigaciéon en que participan sujetos humanos; destacandose entre estos la voluntariedad absoluta
de su participacion, la confidencialidad, la salvaguarda de la informacién entregada, asi como los
procedimientos empleados en la destruccion de las muestras biolégicas usados.

Atendido lo anterior, el Comité de Ftica de la Investigacion en Ciencias Sociales y Humanidades de
la Facultad de Filosoffa y Humanidades de la Universidad de Chile declara no tener reparos respecto
del proyecto de investigacion presentado por el Sr. Nicolas Montalva, identificado en el inicio de este
mismo documento y se permite certificar que cumple adecuadamente con los requisitos que este
Comité le ha planteado.

[ COMITE DE ETICADE LA INVESTIGACION
EN CIENCIAS SOCIALES Y HUMANIDADES
Facultad de Filosoffa y Humanidades
p UNIVERSIDAD DE CHILE
W,,,
—

Prof. Dr. Radl Villarroel Soto

Presidente

Comité de Ftica de la Investigacién en Ciencias Sociales y Humanidades
Centro de Estudios de Etica Aplicada

Facultad de Filosofia y Humanidades

Universidad de Chile

Santiago de Chile, 2 de mayo de 2011.

c.c.: Archivo Comité.

Avda. Capitan Ignacio Carrera Pinto 1025 - Piso 3 — Nufioa — Teléfonos 978 7026 — 978 7023 — Fax 978 7184
http://lwww.cedea.uchile.cl



Anexo C

Tablas suplementarias

Nombre del partidor Secuencia
MCM6778: 5" - CCT GTG GGA TAA AAG TAG TGA TTG -3
MCM6i13: 5 - ATT CCA AAG AGT CAG AGT CAG AGG ACT TC - 3

TaeLA C.1. Partidores utilizados para PCR: Un segmento de 706 bp de la regién
potenciadora de LCT (MCMB6, intron 13) amplificada por PCR utilizando los partidores
MCM6i13 y MCM6778 descritos por Ingram et al. (2007).

Etapa Temperatura C° Tiempo (minutos) Ciclos
Inicializacion 95 5 —
Desnaturalizaciéon 95 0,5

Alineamiento 56 0,5 x 39 ciclos
Elongacion 72 1

Elongacion final 72 5 —

TasLA C.2. Condiciones de termociclado.
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Numerors Banda Ref/Alt Ancestral Alelo FAM Continental
(dbsnp) (build 37) Menor

Africa América Europa

rs1544450 1p13.1 G/T T T 0.947 0 0.089
rs1834619  2p24.2 G/A G A 0 0.975  0.037
rs356652 2q11.2 T/G T G 0 0.933 0.067
rs260690 2912.3 C/A C C 0.642 0.963  0.045
rs2176046  2937.3 G/A G A 0.015 0.934 0.06
rs10510511 3p24.3 G/T G T 0 0.916  0.023
rs3870336  3p21.31 G/A G A 0.089 0.936  0.085
rs10935320 3923 T/C T C 0.154 0.979 0.104
rs11725412 4pi14 A/G A A 0.21 1 0.06
rs10037656 5p15.32 A/G A G 0.337 0.98  0.099
rs4145160  5q933.2 G/A G A 0.095 0.912  0.067
rs1559163  5q033.2 A/G A G 0 0.853  0.023
rs2042314  5035.1 CIT C T 0.139 0.999 0.146
rs12662498 6p12.1 G/A G A 0.012 0.980 0.07
rs17086231 6925.3 C/T C T 0.018 0.943 0.117
rs6464749 7935 A/G A G 0.893 0 0.05
rs7018273  8921.13 A/G G G 0.858 0 0.017
rs12347078 9p24.3 A/C A C 0.876 0 0.035
rs734241 10925.3 G/A G A 0.044 0.989  0.065
rs174570 11g912.2 C/T C T 0.006 0.997 0.111
rs7134749  12q13.12 T/C T C 0.21 0.898  0.027
rs2052386  12q15 G/A G A 0.077 0.929  0.095
rs1849384  12921.31 A/C C C 0.973 0 0.082
rs4769128  13q12.11 C/T C T 0.154 0.988 0.13
rs1243370 14q11.2 T/C T C 0.24 0.919  0.055
rs2719921 15911.2 G/A A A 0.876 0 0.033
rs1197062  17923.2 T/G G G 0.891 0 0.057
rs717225 19913.2 A/G G G 0.885 0 0.008
rs6119879  20q11.21 C/T C T 0.686 0 0.84
rs2426552  209g13.2 C/T T T 0.834 0 0.008

TaBLA C.3. Treinta SNPs Marcadores Informativos de Ancestria (AIM). Datos de la
Frecuencia del Alelo Menor (FAM) cortesia de el Laboratorio de Andrés Ruiz Linares (UCL
GEE). Otros datos obtenidos de Ensembl Genome Browser (Flicek et al., 2014) y de 1000

Genomes Project (The 1000 Genomes Project Consortium, 2012).



ANEXO C. TABLAS SUPLEMENTARIAS

Numerors Posicion Ref/Alt Ancestral Alelo FAM
(dbsnp) (build 37) Menor

rs1446525 135637847 G/A A G 0.288
rs4954209 135737908 G/T T T 0.348
rs2874739 135818907 C/T T T 0.347
rs1869829 135877562 A/G G T 0.385
rs2305248 135928312 A/G G G 0.343
rs1900741 136002500 C/T T C 0.431
rs1561277 136092061 C/A A C 0.264
rs6709132 136232572 A/G G G 0.211
rs3806502 136288273 C/T T A 0.327
rs4954265 136324225 A/G G G 0.27
rs961360 136393658 A/G A C 0.315
rs4954278 136408291 C/T C T 0.181
rs2278544 136546110 A/G A G 0.492
rs2304370 136561735 G/A G T 0.254
rs3754689 136590746 C/IT C T 0.339
rs182549 136616754 C/T C T 0.234
rs309152 136657252 T/C C G 0.321
rs309137 136765951 T/C C T 0.376
rs2090660 136818719 C/IT C A 0.269
rs12691874 136880474 G/A G A 0.339
rs953387 136907170 A/C A T 0.46
rs12465599 137074850 A/G G G 0.439
rs6715450 137121731 G/A A A 0.346
rs543721 137161557 G/T G T 0.411
rs12618749 137205474 C/T C T 0.228
rs580879 137314139 C/T T A 0.257
rs6711718 137407012 T/C T C 0.451

TaBLA C.4. Veintisiete SNPs rodenado la region potenciadora de LCT en el cromosoma 2
utilizdos para inferencia de haplotipos. Frecuencias del alelo menor (FAM) y otros datos
obtenidos de Ensembl Genome Browser (Flicek et al., 2014) y 1000 Genomes Project (The
1000 Genomes Project Consortium, 2012).
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STR Locus Banda N° de alelos total Alelos
(build 35) (en escala de Promega) (repeticiones)
TPOX 2p25.3 8 6-13
D3S1358 3p21.31 9 12-20
16-18, 18.2, 19, 19.2, 20, 20.2, 21, 21.2, 22, 22.2,
FGA 4928 28 23, 23.2, 24, 24.2, 25, 25.2, 26-30, 31.2, 43.2,
442,452, 46.2
D5S818 5023.2 10 7-16
CSF1PO 5033.1 10 6-15
D7S820 7921.11 9 6-14
D8S1179 8024.13 12 7-18
THO1 11p15.5 13 4-9,9.3,10-11,13.3
Vwa 12p13.31 13 10-22
D13S317 13g31.1 9 7-15
Penta E 15026.2 20 5-24
D16S539 16924.1 9 5,8-15
D18S51 18921.33 22 8-10,10.2, 11-13, 13.2, 14-27
24,24.2, 25, 25.2, 26-28, 28.2, 29, 29.2, 30, 30.2,
D21S11 21921.1 25 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35, 35.2,
36-38
Penta D 21922.3 14 2.2,3.2,5,7-17

TaBLA C.5. Quince marcadores microsatelitales altamente variables genotipifcados como
control de consanguinidad usando un kit de analisis forense (Promega PowerPlex 16 HS).
Datos obtenidos de Short Tandem Repeat DNA Internet Database (Butler et al., 2014).



Anexo D

Cuestionarios

Los cuestionarios fueron contestados bajo diferentes condiciones de acuerdo a las prefe-
rencias y necesidades de los participantes, incluyendo sus domicilios, sedes comunitarias, y
la via publica. Esta flexibilidad fue necesaria para permitir tasas de respuesta mayores. Las
entrevistas fueron siempre llevadas a cabo en lugares seguros y comodos, sin embargo, no
siempre fue posible lograr privacidad completa, particularmente cuando las entrevistas se
realizaban en las casas de los participantes con otros miembros de la vivienda presentes.

El cuestionario tomo entre 20 minutos a cerca de dos horas dependiendo del nimero de
hijos del participante. A pesar de que no habian preguntas de respuesta abierta, varios
participantes decidieron expandirse en ciertos puntos (particularmente en relacion a hijos
fallecidos). En estos casos se tomaron anotaciones de estas conversaciones.

Los cuestionarios fueron divididos en dos subcuestionarios, uno correspondiente a los datos
sobre el participante, y otro correspondiente a cada uno de sus hijos. Versiones ligeramente
diferentes fueron empleadas en el estudio piloto y en el trabajo de campo principal, debido
a la identificacion de preguntas que eran dificiles de responder para los participantes.

112



Cuestionario: Adaptacion Genética y Cultural al Consumo de Leche en poblacion del Semiarido de la

Region de Coquimbo, Chile.

Instrucciones para el encuestador antes de comenzar:
*  Agradezca al entrevistado por su participacion.

*  Aclare que la informacion sera utilizada solo con propdsitos cientificos y sin dar ningtin detalle sobre la identidad del

entrevistado.

*  Explique los temas incluidos en el cuestionario: Historia familiar, habitos alimenticios, y modo de vida.
*  Deje en claro que el participante puede declinar su participacion y ser removido de la investigacion en cualquier momento, hasta

3 meses después de nuestra visita.

Datos personales (esta seccion sera eliminada una vez que los
datos sean compaginados. Su nombre no sera registrado en
nuestra base de datos).

FECHA: / /  HORA: _ :
NOMBRE:
CcODIGO:
(CONYUGE INCLUIDO?
oNo oSi—Coddigo_

({OTROS PARIENTES INCLUIDOS?
oNo o Si— Codigos

>

)

1. Detalles Personales:

1. Codigo :
2. Fecha de Nacimiento : / /
3. Sexo o Hombre o Mujer

4. Localidad de Residencia:

5. ¢(Cuanto tiempo ha vivido en esta localidad?
anos.

6. ;Donde vivia cuando naci6? (Su lugar de residencia al nacer,
no su lugar de nacimiento).

o Esta localidad.
o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

7. (Ha tenido hijos?
0 NO — ir a pregunta 9 o Si
8. (Cuantos hijos ha tenido? Por favor incluya a sus hijos fallecidos.

Hijos:
Hombres vivos.
Mujeres vivas.

Hombres fallecidos.
Mujeres fallecidas.

I1. Acerca de sus hijos.

Las siguientes preguntas estan relacionadas con sus hijos y sus
habitos de consumo de lacteos. Comenzaremos preguntando por su
primer hijo y continuaremos uno por uno hasta el tltimo.

Encuestados: Asegurese de llenar el “Cuestionario de Hijos” para
cada hijo.

O Marcar este casillero cuando todos los “Cuestionarios de Hijos”
hallan sido completados.

I11. Sobre su padre.

9. ;Donde vivia su padre cuando el naci6? (Su lugar de
residencia al nacer, no su lugar de nacimiento)

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

10. ;Donde vivia el padre de su padre (abuelo paterno) cuando
naci6?

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

11. ;Donde vivia la madre de su padre (abuela paterna) cuando
nacio?

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

12. ;Su padre se siente/sentia mal al tomar leche o consumir
productos lacteos?

o No consume/consumia

o Consume/consumia sin problemas

o Si. Por favor indique detalles sobre los sintomas y los
productos que le hacen/hacian mal.




IV. Sobre su madre.

13. (Donde vivia su madre cuando ella nacié? (Su lugar de
residencia al nacer, no su lugar de nacimiento)

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

14. ;Donde vivia el padre de su madre (abuelo materno) cuando
naci6?

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

15. ;| Donde vivia la madre de su madre (abuela materna) cuando
nacio?

o Esta localidad.

o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

16. ;Su madre se siente/sentia mal al tomar leche o consumir
productos lacteos?
o No consume/consumia
o Consume/consumia sin problemas
o Si. Por favor indique detalles sobre los sintomas y los
productos que le hacen/hacian mal.

17. Marecar los casilleros correspondientes si en el hogar del
entrevistado hay acceso a alguno de los siguientes bienes y
servicios:

0 Agua potable o Electricidad

o Cielo (Techo) o Piso

0 Alcantarillado o0 Agua Caliente

g Teléfono (o celular) o Lavadora

o Refrigerador o Television

g Computador o Auto

o Ganado
o Lluvia

o Derechos de Comunero
o Hijuela

18. De acuerdo a las condiciones de su residencia, usted:

o Vive en su propia casa, la casa de su pareja, de sus padres,
o de sus hijos.

o Vive en otra casa sin costo por dicho concepto

(allegado)

o Vive en otra casa pagando por la pieza o el espacio

que ocupa.

19. ;Consume leche? (Marque NO si solo consume leche sin
lactosa, o si solo consume substitutos como leche de arroz o de
soya)

0 No — ir a pregunta 23 o Si

20. Indique su consumo regular de leche en un afio durante
invierno y verano.

Invierno

Nunca

Menos de una vez al mes
1-3 tazas al mes

1 taza a la semana

2-4 tazas a la semana
5-6 tazas a la semana

1 taza al dia

2-3 tazas al dia

4 0 mas tazas al dia

Verano

O 0 0O O O OO0 0 0
O 0 0O OO0 OO0 0 0o

21. ;Tomo leche la semana pasada? (Ultimos 7 dias)

0 No — ir a pregunta 23 o Si ;Cuantos dias? dias.
22. ;Tomo leche ayer?
0 No — ir a pregunta 23 o Si ;Cuanto? Tazas.

23. ;Consume otros productos lacteos?

o No — ira pregunta 27 o Si, Indique cuales:

o0 Queso Fresco 0 Queso Maduro
0 Mantequilla (no margarina) o Yogur

o0 Leche Evaporada/Condensada/Manjar (de leche)
o Otros

24. Indique su consumo regular de estos productos licteos en un
afio durante invierno y verano.

Invierno

Nunca

Menos de una vez al mes
1-3 porciones al mes

1 porcion a la semana

2-4 porciones a la semana
5-6 porciones a la semana
1 porcion al dia

2-3 porciones al dia

4 o mas porciones al dia

Verano

O 0 0O OO0 0O O 0 0
O 0 0O OO0 OO0 0 OO0

25. ;Consumio alguno de estos productos lacteos la semana
pasada? (Ultimos 7 dias)

o No — ir a pregunta 27 o Si ;Cuantos dias? dias.

26. ;Consumi6 alguno de estos productos lacteos ayer?

o No — ir a pregunta 23 o Si ;Cuanto? __ porciones.
27. ¢Se siente mal después de tomar leche o consumir productos
lacteos?

o No

o Si, por favor indique que productos le hacen

sentir mal:

o Leche Fresca

0 Queso Fresco o Queso Maduro
0 Mantequilla (no margarina) o Yogur

o Leche Evaporada/Condensada/Manjar (de leche)

o Otros — fin del cuestionario.




Cuestionario: Adaptacion Genética y Cultural al

Consumo de Leche en poblacion del Semiarido de la

Region de Coquimbo, Chile.
CUESTIONARIO DE HIJO/A

Instrucciones para el encuestador antes de comenzar:

Un nuevo formulario debe ser usado para cada hijo adicional

consignado en el cuestionario principal. Por favor asegurse de que el

codigo de cada cuestionario de hijo se corresponda al del
participante.

Datos personales (esta seccion sera eliminada una vez que los
datos sean compaginados. Su nombre no sera registrado en

nuestra base de datos).

NOMBRE DEL PARTICIPANTE:

CODIGO DEL PARTICIPANTE:

NOMBRE DEL HIJO:

CODIGO HIJO:

1. Cédigo del Cuestionario Principal:

2. Cédigo del Hijo:

3. Fecha de Nacimiento: / /

4. Sexo o Hombre
o Mujer

5. Orden de Nacimiento (1ro, 2do...):

6. ;(Se encuentra este hijo fallecido?

o No — ir a pregunta 9
o Si

7. Fecha de defuncion: _ /  /
8. Cause de muerte:

9. ;Donde vivia su hijo cuando naci6? (Residencia al nacer, no
lugar de nacimiento).

o Esta localidad.
o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

10. (Encuestador: Saltar esta pregunta para el primer hijo) (Es
este hijo medio-hermano de alguno de los hijos reportados
anteriormente?

o No
o Si, Identificar medio-hermanos por su Orden de
Nacimiento:

11. ;De donde es el otro padre de este hijo?

o Esta localidad.
o Otra Comunidad Agricola, ;Cual?

o Otro lugar. ;Donde?

12. .Da o dio leche de pecho a su hijo?

o Si, cuando era bebe.
o Si, todavia toma pecho. — ir a pregunta 14

o No.
13. ¢ Que edad tenia cuando dejo de tomar pecho?
meses (0 si nunca tomo pecho)
14. &Su hijo toma o tomé otro tipo de leches mientras

tomaba pecho?

o No
o Si

15. &Su hijo siguié tomando otro tipo de leches después de
dejar el pecho? (no aplica para hijo lactante)

o No
o Si

16. &Su hijo toma leche todavia? (“Si” para hijo lactante)

o No, ;Que edad tenia cuando la dejo? afios
o Si

17. &Su hijo consume otros productos lacteos?

o No, (Que edad tenia cuando los dejo? afios
o Si

18. &Su hijo se siente mal al tomar leche o productos
lacteos?
o No
o Si, con la leche.
o Si, con otros lacteos.
o Si, con ambos.

19. &Su hijo tiene hijos? (Nietos suyos por parte de este hijo)

o No
o Si, por favor indique cuantos abajo:

Nietos:
Hombres vivos.
Hombres fallecidos.
Mujeres vivas.
Mujeres fallecidas.

— Fin del “Cuestionario de hijo/a”. Llene otra copia de este cuestionario
por cada hijo, o continué con el cuestionario principal si este era el tiltimo

hijo.
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