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- Soy Cuol ;Como te llamas tu?

- Me llamo Pritchard.

- ¢Como se llama tu padre?

- Mi padre se llama también Pritchard.

- No, eso no puede ser cierto. No puedes llamarte igual que tu padre.
- Asi se llama mi linaje. ;Como se llama tu linaje?

- Somos los Lou.

Entrevista en la tribu Lou. Campamento del rio Nyanding, Sudan

“Los Nuer” E.E.Evans-Pritchard
Anagrama - Barcelona — 1977
Primera edicion Clarendon Press — Oxford -1940






Evans Pritchard llegé a Sudan a comienzos de 1930 para realizar un estudio entre los
llamados “pueblos niléticos”. La investigacion fue financiada por el gobierno del entonces Sudan
Angloegipcio y fue la base de su trabajo de postgrado. La entrevista citada es un ejemplo de dos
maneras muy diferentes de entender y nominar las relaciones de parentesco. Por supuesto, las
posibilidades no se agotan aqui.

El parentesco ha sido un tema extensamente abordado por la antropologia,
encontrandose en todas las sociedades del planeta multiples maneras practicas de clasificar la
ascendencia y descendencia de cada persona. Ademas de los vinculos establecidos desde el
nacimiento y de los adquiridos a lo largo de la vida, las relaciones de parentesco tienen un
correlato bioldgico que permite definir linajes y ancestrias a nivel poblacional.

La historia de nuestra ndmada especie también estd escrita en sus células, mas
concretamente, en el ADN contenido en su interior. Se han definido polimorfismos especificos de
poblaciones o asociados a poblaciones y es posible construir linajes paternos o maternos de
distribucion geografica o étnica determinada. En este trabajo de tesis se emplearon técnicas de
andlisis molecular para caracterizar el perfil genético de la comunidad que hoy habita en
Azampay, Catamarca. El objetivo fue conocer el porcentaje y aporte diferencial de componentes
americanos y extra-americanos a esta poblacion, reconstruir su historia migracional en el
contexto del movimiento colonizador de los valles en el Noroeste argentino y cotejar estos linajes
moleculares con las genealogias construidas a partir de los registros oficiales y los relatos orales

de los informantes.






Acido Desoxirrihonucleico

La funcion del ADN es almacenar informacion bioldgica. En 1868 Miescher comenz6 los
primeros estudios sistematicos sobre la composicion del ndcleo celular y logré aislar una
sustancia con fésforo a la que llamd “nucleina”. Suponia que este &cido nucleico estaba
asociado de algun modo a los procesos de herencia celular. Setenta y seis afos después se
obtuvo la primera evidencia en ese sentido. Avery, MacLeod y McCarty, basados en los
experimentos anteriores de Griffith con neumococos, deducen que la transformacion de una
cepa no virulenta a una virulenta estaba mediada por el transporte del mensaje genético
contenido en el ADN. En 1953, Watson y Crick concluirian que la conformacién estereoquimica
mas favorable para esta molécula es la de doble hélice complementaria, modelo compatible con
la informacion obtenida mediante difraccion de rayos X por Wilkins y Franklin (Watson, 2004).
Desde entonces y a un ritmo inesperado, las investigaciones y desarrollos técnicos en todo el
mundo han producido un cumulo de informacion sorprendente sobre las moléculas en el interior
de las células humanas. Estos resultados han abierto debates ético-sociales sobre el alcance e
implementacion de determinadas tecnologias y el caracter publico y de libre acceso de los datos
como parte del patrimonio de nuestra especie, ademas de la responsabilidad de su preservacion.

El ADN es una biomolécula formada por unidades repetidas de nucleétidos con tres
componentes caracteristicos: una base nitrogenada, una pentosa y un fosfato. Las bases se
clasifican segun el compuesto original del que derivan: las puricas, adenina (A) y guanina (G) y
las pirimidicas, citosina (C) y timina (T). Las partes de un nucledtido se mantienen unidas por
enlaces covalentes y estos, a su vez, se ensamblan unos con otros. A estos polinucleétidos
también se les llama “hebras’, cada molécula de ADN estd compuesta por dos hebras
conjugadas. Su estructura tridimensional esté estabilizada por las interacciones hidrofébicas y la
formacion de puentes de hidrogeno entre bases.

En términos precisos, se denomina genoma al conjunto total de ADN presente en una
célula. Al tratarse de una macromolécula, su eficaz empaquetamiento en ese limitado espacio

constituye todo un desafio estructural. Se clasifica en genoma nuclear complejo y genoma



mitocondrial simple. EI ADN con localizacion nuclear se asocia con un conjunto de proteinas
basicas denominadas histonas y estas estructuras mas compactas son los nucleosomas. Junto
con otras proteinas no histonas conforman la cromatina, fibras componentes de los cromosomas.
El ADN en la mitocondria carece de proteinas asociadas y su disposicion es circular. Entre
ambos existe una diferencia notable de tamafio. EI genoma nuclear humano comprende mas de
6.000 millones de pares de bases, organizados en 22 cromosomas autonémicos y un par de
cromosomas sexuales, designados XY. EI genoma mitocondrial, en tanto, comprende sélo
16.569 pares de bases.

Es posible identificar regiones codificantes y no codificantes, segun sean
transcripcionalmente activas o no. Las primeras, al expresar un producto funcional, estan sujetas
a presiones selectivas por lo que su margen de variabilidad es acotado. EI ADN no codificante
puede cambiar modificando su composicion o longitud. Si las variantes son heredadas, pueden
llegar a tener una manifestacion poblacional con frecuencias diferenciales, las que se conocen
como polimorfismos. Las herramientas de andlisis surgidas a partir de su estudio tienen grandes
posibilidades, ya que el 98,5% de nuestro ADN no incluye secuencias de genes y el 70% no se
transcribe (Jobling y col, 2004). En 1940, Ford utiliz6 el término polimorfismo para designar “la
aparicion conjunta en un lugar de dos o mas formas discontinuas de una especie”. En la practica,
un locus es considerado polimérfico cuando la variante alélica mas comun tiene una frecuencia
poblacional menor al 99% y al menos el 2% de la poblacion debe ser heterocigota para ese locus
(Cummings, 2000).

Desde que en 1901 se describieron los primeros marcadores para caracterizar
poblaciones, en los trabajos con grupos sanguineos de Landsteiner, la diversidad genética
humana ha sido objeto de continuos analisis. Durante todo el siglo XX, el alcance de las
investigaciones y su profundidad analitica y descriptiva fue en aumento. El 14 de abril de 2003 se
anuncio finalmente la culminacion del Proyecto Genoma Humano, publicandose la primera
secuencia de ADN completa, después de 13 afos de desarrollo de uno de los mayores trabajos
en conjunto por parte de un Consorcio Internacional (“International Human Genome Sequencing
Consortium”, www.genome.gov) integrado por centros e investigadores de 20 paises.

Hoy es posible estudiar la variabilidad por andlisis directos del ADN, utilizando los
llamados Marcadores Genéticos, caracteres de herencia simple que permiten medir la
heterogeneidad. Conociendo la distribucion de las variantes alélicas dentro y entre poblaciones
pueden inferirse las estructuras poblacionales y construir filogenias globales confiables. Un arbol
filogenético es una forma de graficar las relaciones jerarquicas y proponer vinculaciones
ancestrales. llustra los efectos de la migracion y la deriva, fuerzas que moldean la variabilidad



poblacional (Underhill y Kivisild, 2007). Los métodos para su construccion se basan en modelos
tedricos sobre como operan esos procesos y en calculos establecidos para las tasas
mutacionales concretas. En suma, la real fortaleza de estas abstracciones es su continua puesta
a prueba, la contrastacion con nuevos datos que lleven a modificar o robustecer las relaciones
de inclusion o exclusién de los linajes dentro del arbol. Tienen ademas una distribucién
geografica particular, producto de procesos histéricos y practicas sociales especificas, lo que
torna el empleo de filogenias poblacionales una herramienta especialmente Util en

investigaciones médicas, forenses o antropoldgicas,

CrosomomayY

Comprende aproximadamente 60 X 108 pares de bases, con dos regiones diferentes:
una pseudo-autosdémica en los extremos, que recombina con la porcion homodloga del
cromosoma X durante la meiosis y el resto del cromosoma, especificamente masculino, que no
estd involucrado en ningun fenémeno de recombinacion y constituye el 90% de su longitud
(Jobling y Tyler-Smith, 1995). Tal condicion se conoce con el nombre de hemiploidia. Esta region
NRY del genoma (del inglés “Non-recombining region of the Y chromosome”) reviste particular
interés en los estudios de biologia humana, dado que su variacion es producto exclusivo de
mutaciones y reflejo de procesos evolutivos ocurridos en linajes paternos. Su baja tasa de
mutacion minimiza los fenémenos de recurrencia o reversion, por lo que la presencia compartida
de una variante definira, con alta probabilidad, un grupo de linajes masculinos relacionados por
descendencia. Los primeros marcadores se establecieron a partir de polimorfismos identificados
en estudios forenses y de filiacion. Investigaciones posteriores aplicaron estos marcadores y
sumaron a su vez nuevos, estudiando el origen, evolucion y migracién de las poblaciones
humanas. El término haplotipo se refiere a la combinacion de los posibles estados alélicos de
distintos marcadores polimérficos en una misma molécula de ADN (Jobling y col, 2004). Si se
trabaja tipificando ADN mitocondrial o cromosoma Y, necesariamente se obtiene un haplotipo, ya
que son en si mismas expresiones haploides del genoma. Se denomina haplogrupo al conjunto
de haplotipos para los que puede suponerse un origen comun.

En el afio 2002 se conformd el Consorcio Internacional del Cromosoma Y (YCC, del
inglés “Y Chromosomal Consortium”), una comunidad de universidades, laboratorios e
investigadores que estandarizaron las numerosas nomenclaturas con la construccion de un arbol

filogenético de alta resolucion y méxima parsimonia, relacionando 153 haplogrupos (YCC, 2002).



Este sistema fue adoptado y perfeccionado en estudios posteriores, el mas reciente en abril de
2008, elevando a 311 el numero de haplogrupos establecidos, basados en un total de 600
marcadores (Karafet y col, 2008). El mapa global con la distribucion actual de frecuencias es el
resumen de los movimientos migratorios humanos. La accion de presiones evolutivas resulta en
el establecimiento de diferencias a escala continental y sub-continental. Como ya se ha dicho,
emplear marcadores moleculares para caracterizar una muestra, hace posible la deduccion del
origen geografico del linaje de un individuo. Las filogenias establecidas permiten seguir la huella
de la diferenciacion de un haplogrupo e incluso inferir su polaridad (Underhill y Kivisild, 2007)

Los estudios sobre diversidad dentro de nuestro continente muestran un panorama
particular. América fue uno de los espacios mas tardiamente ocupados por el hombre, sus
colonizadores habrian atravesado el actual Estrecho de Bering durante la emergencia del puente
terrestre en la ultima glaciacion. El haplogrupo Q1a3a, definido por el marcador M3 (Underhill y
col, 1996. Bianchi y col, 1997) se ha establecido como nativo del continente. Esta mutacion sélo
esta presente en el resto del mundo en el extremo noroeste de Siberia y podria indicar una
migracion mas reciente en un sentido de regreso, contrario al que siguieron los primeros
pobladores de América (Karafet y col, 1997). El haplogrupo ancestral se denomina Q y esta
definido por la mutacion M242. En base a su distribucion euroasiatica y su posicion en el arbol
filogenético, se sostiene que su aparicion ocurri antes de la primera migracion hacia América,
constituyendo un haplogrupo fundador (Siestald, 2003). En las poblaciones aborigenes actuales,
son caracteristicos los linajes que poseen la variante derivada para el marcador M3, mientras
que para M242 se observan diferentes frecuencias entre Norteamérica y Sudamérica, lo que
podria indicar un proceso de ocupacion con mas de una migracion desde Asia y con un impacto

diferente entre el norte y el sur (Bortolini y col, 2003).

El ADN mitocondrial humano fue el primer genoma secuenciado de forma completa,
recibiendo el titulo de secuencia de referencia (CRS “Cambridge Reference Sequence’,
Anderson y col, 1981. CRSr, corregida por Andrews y col, 1999). Al igual que en el caso del
cromosoma Y, presenta un patron de herencia uniparental, pero por estricta via materna y sin
fendmenos de recombinacion. Su genoma es circular y lineal, con 16.569 pares de bases y
diferente estructura, por lo que las cadenas se denominan pesada y liviana segun su coeficiente

de sedimentacion.
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Desde sus origenes como simbionte, el ADN mitocondrial ha perdido muchos de sus
genes y, consecuentemente, de su autonomia. Los 37 genes que porta contienen informacion
relacionada con algun paso del proceso de fosforilacion oxidativa. Todos los demas, esenciales
para su funcionamiento, como los que codifican las enzimas mitocondriales, ADN polimerasa,
ARN polimerasa y muchas proteinas estructurales y de transporte, han sido transferidos al
genoma nuclear. De la misma manera, se han insertado otros segmentos del ADN mitocondrial
en tiempos evolutivos mas recientes. Estas inserciones reciben el nombre de numts (del inglés
“Nuclear Inserts of Mitochondrial DNA”) y son comunes a todos los mamiferos. Algunas
determinan polimorfismos humanos exclusivos y resultan de interés en la construccién de
arboles filogenéticos (Bravi y col, 2006).

En el genoma mitocondrial no hay intrones, sus transcriptos son policistrénicos y posee
un codigo genético diferente del nuclear. Si bien su pauta de replicacion es mayor, también es
mas ineficaz. Posee una tasa de mutacion que supera aproximadamente de 5 a 10 veces la
nuclear, registrandose mayormente transiciones de base (De Benedictis, Passarino, 2005).
Ademads, su medio es rico en mutagenos, especies reactivas de oxigeno, como consecuencia de
su papel principal en la funcion respiratoria de la célula. Carece de proteinas histonas asociadas
y su enzima polimerasa no posee actividad reparadora de errores. Esta elevada tasa mutacional
se traduce en una gran diversidad del ADN mitocondrial en las poblaciones humanas y es una de
las razones de su gran utilidad en los estudios evolutivos. Sin embargo, la tasa no es uniforme a
todo lo largo de la molécula, es relativamente baja en las regiones codificantes y alta en la
denominada Region Control, aproximadamente 8.6 X 10-5 por sitio por afio (Stoneking y col,
1992). Contiene el origen de replicacion de la cadena pesada y los promotores para la
transcripcion de ambas. Se extiende desde la posicion 16024 hasta la 576. En algunas
posiciones dentro de los llamados Segmentos Hipervariables de la Region Control, la tasa
mutacional es tan elevada que pueden observarse cambios en una sola linea de descendencia
(Howell y col, 2003).

La definicion precisa de sus dominios esta sujeta a cambios segun los objetivos. En los
estudios poblacionales suele extenderse el limite de la Regién Hipervariable | para abarcar las
posiciones 16390, 16391 y 16399, de importancia filogenética (Chinnery, 2006). En base a los
polimorfismos identificados por secuenciacion de la Region Control y por digestion con enzimas
de restriccion, es posible establecer relaciones entre diferentes linajes mitocondriales o entre
grupos de linajes relacionados por un conjunto de mutaciones compartidas, reconstruir
migraciones pasadas e incluso avanzar en el conocimiento sobre el origen y dispersion del

género Homo desde Africa al resto del planeta.
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En 1993 se definieron los cuatro haplogrupos mitocondriales basales en un érbol para
poblaciones amerindias, designados alfabéticamente como A, B, C y D (Torroni y col, 1993).
Esta nomenclatura se amplié en los estudios posteriores de las relaciones filogenéticas entre
grupos de otros continentes, estableciéndose un orden jerarquico global para los haplogrupos y
subhaplogrupos identificados. En América se conocen hoy cuatro haplogrupos de distribucion
pan-continental, designados como A2, B2, C1 y D1, ademas de un quinto haplogrupo, X2a,

restringido a América del Norte (Achilli y col, 2008).

Todo el trabajo de la presente tesis -y el de afios de investigacion que lo preceden-
resulta inconcebible sin la técnica de PCR (del inglés “Polymerase Chain Reaction” - Reaccion
en Cadena de la Polimerasa). De hecho, es dificil imaginar las tareas en laboratorio en estudios
genéticos y de biologia molecular, antes del advenimiento de los termocicladores. Desarrollada
entre 1985y 1987 por el equipo de Saiki, Mullis y Faloona, permite obtener copias de una region
de interés de ADN de manera rapida y eficaz, emulando in Vitro la replicacion de la doble hélice.
El procedimiento requiere una molécula que funcionara como molde y opera por cambios
requlares de temperatura, en un medio acuoso estable. Se consigue asi la desnaturalizacion,
separando las dos cadenas para luego hibridar los cebadores, oligonucleétidos que flanquean la
zona de interés, donde se espera identificar un polimorfismo. La sintesis es posible entonces
gracias a la enzima ADN polimerasa, aislada de la bacteria termdfila Thermus aquaticus (Tag),
que cataliza la reaccion a 72° centigrados y adiciona nucledtidos trifosfatados en forma
complementaria a las bases del molde. Finalmente se obtienen dos copias de la secuencia
blanco o amplicon y éstas se multiplican exponencialmente al cabo de treinta ciclos, que es el
numero promedio de repeticiones.

Todo el trabajo con moléculas se encuentra mediado por técnicas que permiten
manipularlas e inferir sus estados. El ciclo de amplificacion descrito arriba debe verificarse de
modo indirecto, aprovechando la carga electronegativa del ADN, que colocado en un campo y
sometido a una corriente eléctrica, migrara hacia el polo positivo. Estos campos o tramas
sintéticas son geles de agarosa o acrilamida, con diferentes tamafios de poro segun los
fragmentos que se desean estudiar, ya que se movilizan a mayor o menor distancia en el campo
en relacion a su longitud. Para que sea posible visualizar los resultados de este proceso, las

moléculas se asocian a sustancias con alguna propiedad para emitir una sefial luminosa y
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registrarla luego en imagenes. El resultado de esta secuencia de pasos es comprobar que el
proceso de amplificacion por ciclado se cumpliese correctamente, ya que para mas datos sobre
las muestras es preciso conocer detalles de la secuencia de ADN obtenida. Se emplea entonces
una herramienta con miles de afios de antigiiedad: la bateria bacteriana de endonucleasas de
restriccion, enzimas que identifican secuencias determinadas de nucledtidos y pueden romper la
cadena en sitios determinados. Son parte de la estrategia de las bacterias para proteccion contra
ataques virales, tienen una alta sensibilidad, pueden reconocer un cambio en una sola base y se
denominan por siglas en relacion a la especie de la que fueron purificadas.

Como se mencionara anteriormente, estudiando la presencia y distribucion de
polimorfismo se puede analizar la diversidad bioldgica humana, incluso eventos pasados de
nuestra especie, ya que cada individuo integra con su familia un linaje, comparte ascendentes y
una historia comun. A su vez, en un plano inmediatamente superior, los individuos integran una
poblacion y su genoma en conjunto es producto de la accion de diferentes fuerzas evolutivas
actuando en distintos momentos. Se denominan procesos microevolutivos, generadores de
diversidad, que pueden ser estimados midiendo los cambios en las frecuencias alélicas dentro
de las poblaciones en las que se producen. Para ello, es necesario producir modelos
matematicos que se aproximen a la realidad observada y permitan comparar sub-poblaciones e
inferir procesos pasados, como colonizacion, migracion y diferentes modos de adaptacion
humana al medio. Se han desarrollado una serie de software a los fines de estos estudios, en
este trabajo se utilizaron ARLEQUIN 3.11 (Excoffier, Laval, Schneider 2005), NETWORK 4.5.0
(Fluxus Technology1999-2008), NTSYSpc 2.11 (Applied Biostatistics Inc, 2000-2003) y
PASSaGE 2 (Rosenberg, 1998-2009)

La Poblacion en Estudio

La superficie de Catamarca se caracteriza por formaciones montafiosas que llegan a
superar los 3800 metros y también comprende alturas menores como las sierras de Belén,
Hualfin y La Alumbrera. Azampay es una pequefa localidad a 1800 metros sobre el nivel del
mar, situada al noroeste del valle de Hualfin y pertenece al departamento de Belén. Este,
ubicado al oeste de la provincia, contaba con 20.926 habitantes segun datos del Censo Nacional
del afio 2001. El rio Belén es su principal recurso hidrico. La provincia se diferencia en cuatro
regiones con caracteristicas propias: de la Puna, del Centro, del Este y del Oeste, el
departamento de Belén estd comprendido en esta ultima. Su relieve y geologia pertenecen a

grupos estructurales y geogréficos de la Zona de Transicion Cordillerana catamarquefa, de Las
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Sierras Pampeanas y del Sistema Narvaez-Cerro Negro-Famatina. Si bien la region estd
afectada por el denominado Clima Templado, la altura y la aridez imponen condiciones
particulares. El relieve es un factor decisivo que provoca un efecto de barrera, de modo que los
valles se convierten en compartimentos separados con microclimas propios. Las diferencias
altitudinales determinan un gradiente térmico y de precipitaciones, decreciendo desde los valles
y faldeos hasta las culminaciones montafiosas, limitando las posibilidades de explotacion
econdmica y el asentamiento humano. Las sierras de Hualfin y de El Jarillal son la continuacion
de La Sierra de Las Cuevas, al oeste de la cual se encuentran los cerros Negro y Durazno; hacia
el Sur las sierras de La Alumbrera-Ovejeria, y las Sierras de Belén que continiian hasta Shincal.
El valle de Hualfin esta definido por el rio del mismo nombre, en su cuenca confluyen numerosos
afluentes menores, entre ellos, el propio rio Azampay. Es un sistema de quebradas menores que
se abren al pie del Cordon de La Falda y convergen al valle central. Esta dividido en tres
jurisdicciones municipales y cuatro distritos catastrales: Hualfin, San Fernando, La Puerta de San
José y La Ciénaga, al cual pertenece la localidad de Azampay. Las comunicaciones en la region
no son sencillas, la Ruta Provincial numero 40 es la principal via de transporte, hacia las alturas
se abren caminos consolidados, que no siempre son mantenidos en condiciones. Azampay esta
conectada a la Ruta 40 por un acceso de tierra medianamente transitable y sin sefalizacion,
siendo dificil llegar sin una guia. Otros parajes situados a mayores alturas, como El Tolar (3800
msnm), s6lo son accesibles viajando a lomo de burro. Esta region del departamento es conocida
como “Norte Chico”, que integra a las localidades de Puerta de San José, Condor Huasi, Las

Barrancas, Las Juntas y Pozo de Piedra.

En términos generales, toda la geografia provincial es imponente. El relieve es volcanico,
los paisajes amplios y el clima extremo. Desde hace siglos, las poblaciones ocupan los nacientes
y fondos de valles, con distribuciones desiguales a lo largo del territorio catamarquefio. La
provincia cuenta, como parte de su patrimonio cultural, con un importante registro arqueoldgico.
En el caso particular de la localidad de Azampay, los hallazgos mas antiguos se asocian al
Periodo Formativo (Temprano y Medio, Gonzdlez, 1955), con fechados de 2400 AP (Sempé y
col, 2000). Son estructuras a ras de suelo que evidencian ocupaciones humanas como fondos de
viviendas y también andenes de cultivo, paredes en pircas como cercados y enterratorios en
diferentes contextos de adultos y sub-adultos correspondientes a la llamada Cultura
Condorhuasi, caracterizada por un modo de vida agroalfarero. Este establecimiento en el valle
no seria un fendmeno aislado, sino contemporaneo a la colonizacion de una variedad de

ambientes en el NOA por parte de pequefios grupos campesinos. Si bien el registro presenta
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lapsos sin ocupacion en la estratigrafia de Azampay, la presencia de sociedades humanas
habria sido persistente a lo largo de los siglos, llegando a diferenciarse un Periodo de
Desarrollos Regionales hacia el 1100-1480 de nuestra era. Los hallazgos arqueoldgicos
corresponden a la llamada Cultura Belén, con expansion en Catamarca en los departamentos de
Belén y Tinogasta. Su organizacion sociopolitica pudo ser de Sefiorio o Cacicazgo y su territorio
nuclear fue el Valle de Hualfin, desde donde se expandi6 a los valles cercanos y al ambiente
mas elevado de la Puna. En este contexto, Azampay habria funcionado como area de
produccion agricola a gran escala durante la época precolombina. Las evidencias materiales
presentan un panorama de gran movilidad, con una importante densidad demogréfica al

momento del contacto hispano-indigena.

Fue un conjunto de intereses y casualidades los que terminaron por delimitar la region
de la Quebrada de Azampay como objetivo de investigacion antropoldgica. Dado su
emplazamiento estratégico, tuvo inicialmente una motivacion arqueoldgica. Los primeros
registros datan de los diarios de campo de W. Weisser, ingeniero austriaco contratado por
Benjamin Mufiz Barreto para realizar excavaciones en el Valle de Santa Maria, Catamarca. En
1925 hace un viaje de reconocimiento y describe un pequeio asentamiento agro pastoril en la
actual localidad de Azampay. Estas mismas familias y sus descendientes alojarian a los primeros
investigadores de la Universidad Nacional de La Plata que viajarian en forma sistematica desde
1980. Se conformé un grupo de trabajo multidisciplinario dirigido por la doctora Sempé y co-
dirigido por las doctoras Salceda y Maffia, integrado por profesionales y alumnos de las tres
areas de especializacion de la carrera de Antropologia que dicta la Facultad de Ciencias
Naturales y Museo: arqueologia, antropologia sociocultural y bioantropologia, ademds de
abogados, médicos, juristas e historiadores, con financiacion de organismos como CONICET y la
Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica. Los viajes a la localidad fueron una
instancia de experiencia y aprendizaje, donde hacer efectivas las propuestas tedrico
metodoldgicas de las diferentes catedras. Ademas del registro arqueoldgico ya mencionado, la
baja densidad demogréfica de Azampay permitia facilmente estudios sobre poblacion total,
evitando todo sesgo de muestreo. El eje central de los trabajo fue la permanencia y el cambio en
aspectos tales como el uso del espacio habitacional, los patrones de asentamiento y su relacion
con la organizacion familiar, los tipos de migraciones (Maffia, Zubrzycki, 2001), la composicion
étnica de la poblacidon (Salceda, Méndez, Tobisch, 1998), la recurrencia de patologias
(Caramagna, Salceda y col, 1999), las estrategias econdmicas, la subsistencia y la dieta (Onaha,

Salceda, Méndez y col, 1999), entre otros. En Azampay se encuentra la unica escuela, almacén,
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cementerio y posta sanitaria de la zona, con personal de enfermeria permanente y un profesional
médico que realiza rondas en forma mensual. Incluye tres caserios situados a pocos kilémetros:
Chistin, La Agita y El Carrizal, todos pertenecen al distrito La Ciénaga, en el que se diferencian
dos campos comuneros: Azampay y Huasayaco, en el que se ubica Chistin. A medida que las
sucesivas generaciones se asentaron, el numero de viviendas fue en incremento, de modo que
el ritmo y las tareas cotidianas involucran a todo el area, siendo el polo principal la escuela. Alli
los alumnos completan el ciclo basico (desde primero hasta noveno afo), desarrollan tareas en
doble escolaridad y asisten al comedor. Los nifos son la parcialidad de poblacion mas
numerosa de la localidad.

En el contexto de montafia, la disposicién espacial de Azampay es altamente visible. Las
ocupaciones humanas siempre son evidentes por la presencia de arboles, en general especies
introducidas, como nogales, alamos o coniferas y pocas autoctonas, como el algarrobo. La
vegetacion natural es dispersa, de cardones y pastos duros, ya que el agua es realmente un
recurso limitante, como se mencionara en mas de una ocasion. El poblado es un grupo de casas
pequenas unidas por una serie de caminos de huella, del tamafio adecuado para permitir la
circulacion de vehiculos. Estan sefializados por piedras pintadas a la cal, ademéas de una red de
senderos peatonales que establecen distancias mas cortas. Las construcciones mas importantes
son la iglesia y la escuela, mientras que las viviendas familiares se componen de pequefias
habitaciones de adobe o bloques, con planta rectangular y distribuidas alrededor de un patio. La
cocina y el bafo estan separados, generalmente se utiliza para preparar alimentos un fogon a
lefa y muy pocos tienen cocinas a gas envasado. Si bien existe red eléctrica para alumbrado
publico y domiciliario, las instalaciones particulares son precarias, montadas después de muchos
afnos en casas que no contaban con este servicio al momento de ser construidas y resultan
escasas en la mayoria de los casos. Pocas familias cuentan con heladera u otros
electrodomésticos.

El espacio alrededor de cada vivienda suele estar cercado con alambre o vegetacion
para impedir el acceso de los animales, cuenta con una galeria abierta, arboles o alguna
estructura vegetal a modo de cobertizo 0 enramada a fin de proporcionar sombra a la zona de
trabajo y permanencia exterior. La mayoria de las actividades cotidianas se desarrollan fuera de
la casa, ya sean labores, juegos o la interaccion con visitantes y familiares. Los terrenos
destinados a sembradios se denominan localmente “rastrojos”, estan alambrados o cerrados con

pircas y en algunos casos se trata de andenes de cultivo prehispanicos reutilizados. Pueden
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ubicarse proximos a las viviendas o mas apartados, al igual que los corrales de los animales. Se
cultivan hortalizas, maiz, algunos frutales y la produccion es destinada integramente al consumo
familiar, ya que no rinde al punto de generar un excedente. Los elementos que se comercializan
son pocos: nueces, pimientos, dulces de frutas, uvas y sus sub-productos, como el arrope o las
pasas. El ganado es hoy caprino y en menor medida ovino, pero décadas atras también se
mantenian llamas y hay pocos casos de cria de cerdos o gallinas.

La estrategia econdmica de estos pobladores es la denominada pluriactividad o
multiocupacion: la realizacion de otras tareas ademas de la produccién agropastoril a escala
doméstica, incluyendo aquellas pagadas en especies o0 por contraprestacion de trabajos. Hoy, la
mayoria de las familias cuentan con un ingreso otorgado por el Estado provincial o nacional, ya
sea un cargo, un contrato temporario, una pension o algun plan asistencial. Este es su principal
y, en ocasiones, unico recurso. La presencia estatal también es evidente en el desarrollo de
otros proyectos, como la creacion de un hogar de dia y comedor para nifios en edad pre-escolar,
existen programas de construccion de instalaciones sanitarias para madres con mas de seis
hijos y un micro-emprendimiento cooperativo en un pequefio criadero avicola. Todas estas
obras tienen una vida intermitente, sufren los vaivenes presupuestarios globales y las
fluctuaciones politicas de cambios de gestion. Otro recurso muy importante en Azampay y toda
la provincia es el trabajo de hilado y tejido al telar, desarrollado mayormente por las mujeres.
Incluye desde la compra de los vellones de lana —el precio del kilo varia segun esté lavada o no,
lo que aumenta las posibilidades de adulterarlo con material vegetal o piedras- hasta su hilado a
mano con huso y tortero, la tincion artesanal con pigmentos naturales y el tejido en telar de tipo
horizontal sin lanzadera, montado sobre horquetas en el patio de la vivienda.

Todas las practicas enumeradas desembocan en la reproduccion y mantenimiento de la
familia de cada poblador en edad de integrarse a alguna actividad econdmica. Para describirlas
es necesario destacar que familia es un término relativo que incluye tanto relaciones de filiacién,
como de fraternidad y alianza. Claro que éstas no son excluyente, ni siquiera necesarias. La
familia no es una estructura rigida que responda a parametros formales de obligaciones y
derechos adquiridos por nacimiento, sino mas bien un ambito plastico en funcién de diversos
tipos de relaciones e intereses, mayormente afectivos, pero también econdmicos o de prestigio.
Para el caso particular de Azampay, Maffia y colaboradores (2004) siguiendo los postulados
tedricos de Auge, utilizan el término grupo domeéstico, como “aquella unidad de residencia,

produccion y consumo que puede componerse por personas entre las que no exista ningun lazo
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de parentesco o, por el contrario, reunir varias unidades familiares”. Resulta Util en este caso, ya
que en Azampay la familia es de tipo extensa, “efecto de la extension en el tiempo y por
intermedio de los lazos de casamiento, de las relaciones entre padres e hijos” (Maffia, op.cit) y
coincide siempre con el grupo doméstico. Ahora bien, puede estar integrada tanto por una pareja
mas sus hijos solteros y casados, sus respectivos conyuges y todos sus nietos como por todas
las combinaciones posibles entre los integrantes de este grupo de descendencia. El término
pariente, es aqui de uso lo suficientemente laxo como para incluir también a las familias politicas
aun cuando el lazo ya no existe realmente -personas que enviudaron y volvieron a formar pareja,
pero contintan recibiendo el titulo y trato por parte de la familia del cdnyuge fallecido- y a los
vinculos de compadrazgo. Es frecuente encontrar grupos domésticos formados por una mujer
soltera, sus hijos y nietos. Todos los hermanos son criados en el mismo ambito, pueden no
compartir el apellido y mas alla de saber que el vinculo solo es por via materna, no se establecen
mayores restricciones en la denominacion de la fraternidad ni se ignora el origen o la identidad

de sus padres bioldgicos.

La tasa global de fecundidad, entendida como promedio de hijos por mujer al término de
su vida fértil, es en Azampay de 5,3 hijos y representa un valor importante en comparacién con
los promedios provinciales de Catamarca para el decenio 1991-2001 (3,2) solo superado en todo
el pais por Misiones (3,4) (INDEC, 2001). Las mujeres pueden tener descendencia a edades
tempranas, incluso cuando su propia madre aun tiene nifios, con lo que los términos tio y sobrino
son aplicados a personas de la misma generacion. Si la mujer forma unidn posteriormente,
puede establecerse en una nueva residencia, en general en proximidad a la parental de alguno
de los conyuges, con sus primeros hijos y los que nazcan del nuevo vinculo. Los nifios también
pueden permanecer en la casa de sus abuelos maternos, quedando al cuidado de éstos.
Igualmente en el caso que los padres deban emigrar por motivos laborales o que lo hayan hecho
antes de su nacimiento, pero deciden enviar al hijo/a a cumplir la escolaridad en Azampay. Con
los afios, los nifos suelen emplear los términos mami'y papi para designar a los abuelos, aunque
sepan que no lo son y llamar a los padres bioldgicos por el nombre de pila. Siempre uno de los
descendientes permanece para acompanar a los ancianos en la vejez, puede ser tanto un hijo o

hija soltera con su prole o alguno de los nietos y seran quienes hereden la vivienda familiar.

La costumbre de establecer la nueva residencia de cada union en proximidad a la de
algun progenitor esta en relacion a muchos factores, pero el principal es la particular propiedad

de la tierra en Azampay y el acceso al agua, el recurso mas limitante en la region. Se hizo
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mencion anteriormente a la categoria de campo comunero, se trata de territorios indivisos sin
precision de limites ni mensuras y derivarian de las antiguas mercedes de tierra otorgadas por la
Corona Espafiola (Zubrzycki, 2008). La ultima se registra en 1806, pero la practica de dar tierras
como compensacion continué durante el periodo independentista y de las autonomias
provinciales, la ultima merced en Catamarca se otorgd en 1840, que pasaran a llamarse campos
comuneros. En 1860, en distintos registros notariales se hace mencion a la estancia Asampay o
campo comunero Asampay, en propiedad de herederos que no habitaban en el lugar, pero
venden en 1909 derechos de usufructo de la tierra y el agua a antiguos puesteros que se
establecen en forma definitiva en la zona, formando lo que se denominara en esta tesis nucleo
fundador. Una situacion similar se da en la ocupacion del caserio Chistin, en el campo

Huasayaco o Guasayacu.

El Cddigo Civil Argentino, que reune las bases del ordenamiento juridico en Derecho
privado, es efectivo desde 1871, posterior a los primeros asientos notariales que definian la
existencia, extension y situacion propietaria de estos campos. En las décadas siguientes, las
diferentes provincias intentan sistematizar los registros catastrales y regularizar los titulos de
tierras, pero esto no modificé la condicién de campo comunero que afecta a estos terrenos.
Existe un padron donde constan los derechos de usufructo y sus beneficiarios, pero resulta
impreciso y confuso, en general hace referencia a personas ya fallecidas. Ninguno de los
herederos ha comenzado sucesiones 0 mensuras, con lo que la propiedad sigue siendo incierta,
sostenida en la continuidad del habito. El acceso a las tierras esta mediado por relaciones de
parentesco, los hijos heredan de sus padres el beneficio de uso. Las viviendas se consideran de
propiedad particular, también los corrales y terrenos cercados, mientras que el resto es llamado
monte, de acceso y explotacion comun para alimentar los animales o conseguir lefa (Zubrzycki,

op cit).

Dadas las condiciones climaticas, el medio permite sostener una actividad ganadera con
acceso a una aguada natural, mientras que los cultivos sélo pueden mantenerse bajo riego.
Azampay obtiene agua del rio del mismo nombre, que tiene ciclos estacionales y presenta mayor
caudal durante el verano. El agua es conducida por un sistema de acequias y distribuida hacia
los terrenos ubicados a ambas margenes o bandas del rio. EI municipio inicié en 1998 obras
para proveer de agua a los domicilios a través de una red de caferias subterraneas, colectando
el recurso sin potabilizar en una cisterna hacia la naciente del rio. A pesar de ello, los

pobladores llaman agua potable a la que obtienen de las canillas y agua corriente a la que circula
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por las acequias. La reglamentacion del riego se basa en la propiedad de determinada cantidad
de horas o turnos de agua, correspondiéndole a cada familia un ndmero variable por herencia.
Estos turnos estan asentados en los registros notariales, con el mismo detalle que los derechos
de uso de tierras y en ocasiones pueden cederse o venderse. El sistema de distribucion es de
comun acuerdo entre los usuarios, todos los vecinos saben cuantas horas de uso corresponde a
cada uno. La posesion de este recurso limita la cantidad de terrenos que pueden emplearse para
sembrar, habitar, distribuir entre los herederos o vender. En la actualidad, la posibilidad de seguir

subdividiendo el agua es impensable (Zubrzycki, 2003).

Al hablar sobre el trabajo a lo largo de estas décadas en Azampay, es necesario
destacar que, mas alla del apoyo y los permisos otorgados por las autoridades provinciales
competentes (Direccion de Antropologia de Catamarca, Ministerio de Educacion Provincial,
Municipalidad de La Puerta de San José), habria sido absolutamente imposible desarrollar el
proyecto de no contar con la franca disposicion de sus habitantes. La comunidad aprobé la
continuidad de las actividades por una diversidad de causas. Considerando la situacion de
aislamiento geografico por el dificil acceso, mas aun en los primeros afios del proyecto, la
presencia del equipo significaba tanto la ocasién de interactuar con regularidad con actores
ajenos al contexto como la posibilidad de desarrollar pequefias actividades econdmicas (venta
de alimentos y prendas tejidas, trabajos remunerados en la zona de excavacion) y de contar con
vinculos sociales no formales con los que tender lazos fuera de la comunidad. Ademas, en el
caso particular de algunas familias con las que el trato llegd a ser personal y coloquial, respondia
a los deberes de comportamiento por el principio de hospitalidad, valor al que se le otorga mucha
importancia. Surgieron asi relaciones de compadrazgo, apadrinando a los nifios que cumplian

con los ritos catdlicos de bautismo o comunion.

Durante el periodo 2001-2005, con el titulo “Estudio antropoldgico integral del valle de
Hualfin, Catamarca”, el trabajo en Azampay fue uno de los Proyectos de Incentivos de la
Universidad Nacional de La Plata, Entre sus objetivos constaba reconstruir el proceso de
ocupacion precolombina del Valle de Hualfin y abordar la continuidad/discontinuidad bioldgica y
sociocultural a través del andlisis comparativo. En este marco se insertd el presente trabajo de

tesis y entre los afos 2004-2006 se realizaron los viajes de muestreo a la localidad.
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El propésito de esta investigacion fue caracterizar el perfil genético de la poblacién
actualmente residente en la localidad de Azampay, utilizando para ello marcadores moleculares

de herencia uniparental.

Objetivo general
- Contribuir al conocimiento de la historia poblacional de Azampay, en el contexto particular de la

ocupacion del Valle de Hualfin y la region Noroeste de nuestro pais.

Objetivos especificos:

- Analizando polimorfismos del ADN mitocondrial y de cromosoma Y especificos de poblaciones
o0 asociados a poblaciones, es posible identificar linajes maternos o paternos de distribucion
geogréfica o étnica determinada. En una poblacion con mezcla génica como Azampay, definirlos
permitiria conocer el porcentaje y aporte diferencial de sus componentes americanos y no
americanos.

- En nuestro pais, los apellidos se heredan mayoritariamente por linea paterna y la posesion del
mismo determina los derechos de herencia sobre los bienes familiares. En el caso de la localidad
de Azampay éstos incluyen la propiedad de la tierra y del agua. En forma semejante, aunque
solo de padres a hijos varones, se hereda la region especifica no recombinante del cromosoma
Y. Se busca establecer cuantos y cuales linajes paternos estan presentes y asi constatar su
concordancia o discordancia con las genealogias construidas a partir de los registros oficiales y
de los relatos orales de los informantes.

- Entre las mudltiples estrategias econdmicas posibles, en el Noroeste argentino ha sido
registrada especialmente la migracién masculina. La comparacion de linajes moleculares y sus
distintas frecuencias entre localidades de la region, proporcionaria datos sobre la variabilidad

intra e interpoblacional y las posibles rutas migratorias.
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Materiales
Azampay

En el curso de los afos 2004 y 2005 se realizaron un total de cuatro viajes a la localidad,
los dos primeros en el contexto de trabajo multidisciplinario de las catedras y los dos siguientes
ajustados solo a los objetivos de esta tesis. En todos se contd con el imprescindible apoyo de los
directivos y personal de la Escuela Provincial N° 420, quienes prestaron las instalaciones del
edificio para alojamiento durante las dos semanas promedio que se permanecid en la
comunidad, en cada viaje. Entre el multiple material con que se cuenta como antecedente a esta
investigacion, producto de la década de trabajo en la zona por parte de otros profesionales del
equipo, existe un registro genealdgico completo de todas las familias residentes (Maffia,
Zubrzycki 2001), asi como un censo de sus viviendas (Zubrzycki, comunicacién personal) que
fue basal para decidir la estrategia de abordaje por entrevistas.

Las muestras se colectaron con una técnica menos intrusiva que la extraccion
sanguinea: el hisopado de mucosa bucal y la salivacion directa. Por ambos medios se consiguen
ceélulas de descamacion del epitelio de las mucosas, que luego se mantienen en solucion
estabilizadora hasta la extraccion de ADN en el laboratorio. Para esta tarea se contd con el
apoyo de agentes locales, como maestros, que funcionaron como articuladores y con la
autorizacion explicita de los donantes.

El procedimiento consistia en contactar a cada persona en una entrevista particular,
donde se explicitaban los objetivos y alcances de la investigacion a desarrollar y se entregaba
una sintesis escrita de la misma. En caso de manifestar voluntad de donar, se completaba y
firmaba un formulario de consentimiento informado (ver Anexo — Texto 1). En el caso de menores
de edad, se trabajé con la autorizacion de sus padres o tutores. Este protocolo de trabajo cuenta
con el aval del Comité de Bioética del IMBICE. Ademas de la toma de muestra, se completaba
una encuesta genealdgica y se consignaban detalles del origen de la familia. Dado que el
objetivo era aqui conocer las caracteristicas genéticas uniparentales de la poblacion actual de
Azampay, el censo se limitd a consignar sélo aquellas personas que al momento de ser

entrevistadas habitasen de manera efectiva en la localidad. Se obtuvieron asi un total de 126
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muestras, 67 mujeres y 59 varones, que representan el universo completo a analizar, sin sesgos
de muestreo.

San Salvador de Jujuy

Salta

San Miguel del Tucuman
Azampay

San Fernando del Valle de Catamarca

Localidades en estudio

En la coleccion de las primeras muestras se empled el método de hisopado bucal,
conservandose en tubos de polipropileno con solucién salina y se mantuvieron refrigeradas a 4°
C durante la estadia en Azampay. El ADN fue extraido luego mediante el método fenol-
cloroformo con precipitacion etandlica.

Dados los resultados de baja concentracion de ADN final, este protocolo fue modificado
en los siguientes dos viajes, reemplazandose el hisopado bucal por la salivacién directa en tubos
Falcon de 50 mililitros y la solucion salina por solucion alcohdlica metanol-etanol al 50%. Con

este sistema, las muestras no necesitan ser refrigeradas. La extraccion de ADN se realiz6

24



mediante un preparado comercial para obtenciéon de material gendmico a partir de tejidos
(Nucleo Spin Tissue, Macherey-Nagel). Los resultados en cantidad y calidad de elusiones
finales fueron significativamente mejores. Para la identificacion de las muestras en el Laboratorio
de Genética Molecular Poblacional se establecié un cddigo alfanumérico, el apellido de cada
familia fue reemplazado por una letra y a cada integrante se le asignd un numero (ver RESULTADOS

- GRAFICO 1).

Otras Poblaciones

Para realizar andlisis comparativos de frecuencias, se emplearon muestras que ya
estaban incluidas en el Banco de ADN del Laboratorio de Genética Molecular Poblacional. Todas
fueron obtenidas en articulacion con servicios hospitalarios de cuatro provincias de la Region
Noroeste: Tucuman, Salta, Jujuy y Catamarca. Las muestras fueron tomadas en caréacter anénimo,
conociéndose solo el sexo y procedencia de cada una.

La extraccion de ADN se realiz6 en todos los casos a partir de sangre, empledndose el
método fenol-cloroformo ya mencionado y con buenos resultados en cuanto a la concentracion
final de material. La variable principal es aqui el tejido desde el cual se trabaja, un volumen de
sangre contiene muchisimas mas células nucleadas que lo que puede obtenerse raspando la
mucosa bucal.

El total disponible de muestras varié entre cada localidad y entre cada sistema de
herencia analizado. En algunas ocasiones, las comparaciones fueron posibles tanto a nivel de
haplogrupo como de haplotipo, mientras que en otras lo fue solo a nivel de haplogrupo. Algunos
datos sobre estas poblaciones han sido publicados con anterioridad (Bailliet y col, 2005; Ramallo
y col, 2005; Muzzio y col, 2006; Tamm y col, 2007; Bailliet y col, 2007) vy otros resultan inéditos.

Se realizara la aclaracion pertinente cuando se presenten en detalle.

CromosomA Y ADN MITOCONDRIAL
Catamarca 112 Catamarca 99
Salta 84 Salta 69
Tucuman 17 Tucuman 72
Jujuy 77 Jujuy 40
TOTAL 290 TOTAL 280
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Marcadores Moleculares

CRrROMOSOMA Y

Se emplearon un total de 17 marcadores moleculares:

" MARCADORES DE EVOLUCION LENTA O UEP (DEL INGLES “UNIQUE EVENT POLYMORPHISM”)
Producidos por sucesos unicos en la historia evolutiva, permiten establecer relaciones entre las
personas que los comparten. Estos polimorfismos sélo tienen dos formas alélicas, una ancestral,
compartida por los linajes mas antiguos y otra derivada. Se utilizaron 10 marcadores escogidos
de la bibliografia, a fin de obtener el maximo de informacion dentro de la poblacion de interés.

Segun el tipo de cambio involucrado, pueden clasificarse:

a) Inserciones o deleciones de fragmentos de ADN: YAP (Hammer, 1994)

b) Cambios de una sola base o SNP (del inglés “Single Nucleotide Polymorphism’):

M89, P27 (Karafet y col.1999) M9 (Underhill y col, 1997), M207, M173 (Underhill y col.
2001) M242 (Seielstad y col. 2003) M3 (Underhill y col. 1996), M194, M199 (Underhill y
col. 2001).

Cuando una base purica reemplaza a otra purica (A por G) o una pirimidica reemplaza a otra (C
por T), el cambio se denomina transicion. En caso contrario, es una transversion. Para los SNPs,
la menor tasa de mutacion calculada es de 2x10-8 por base por generacion. En una escala de
tiempo evolutiva humana, un cambio dado en una determinada posicion es improbable que sea
recurrente o revertido. En la préctica, la baja tasa mutacional permite suponer que los SNPs
poseen identidad como descendientes de un estado ancestral comun.

Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en reacciones de 10 u/, constando de 3 U
de Tag ADN polimerasa Platinum (Invitrogen), 0,25 yM de cada cebador, 200 pyM de
desoxinucledtidos trifosfato (ANTP), 1,5 mM de Cloruro de Magnesio, buffer estabilizante 10X
(Invitrogen), agua desionizada y 10-30 nanogramos de ADN molde. Para las incubaciones se
utilizaron tubos de tapén integrado con capacidad de 0,5 mililitros o 0,2 mililitros. Todos los

programas empleados mantienen un protocolo estandar de ciclado, comprendiendo un primer
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paso comun de desnaturalizacion a 94° centigrados de temperatura seguido por tres pasos que
varian segun el marcador y se repiten entre 35 a 40 veces.
a- Desnaturalizacion a 94° C, durante 60 segundos
b- Hibridacion o “annealing’, la temperatura varié entre 51 Cy 61° C y el tiempo entre 40 y
60 segundos, dependiendo de la pareja de cebadores
c- Elongacion, a 72° C durante 60 segundos
Cumplidos los ciclos de amplificacién, una ultima fase comun de 72° C durante cinco minutos
finaliza la elongacion.

Para corroborar los resultados del proceso, los productos de amplificacion se sometieron
a electroforesis directa en geles de agarosa. Las matrices se obtienen disolviendo 2 gramos de
agarosa en 100 mililitros de TBE (Tris-Borato-EDTA) con Bromuro de Etidio. La solucién se
vierte en un molde de acrilico de 11 por 14 centimetros con dos peines de 20 dientes, a fin de
obtener 40 “slots” o ranuras de siembra. La electroforesis se cumple a un voltaje constante de 90
V. Se empled en todos los casos un marcador en escalera o “ladder “de 100 pares de bases. Los
resultados se fotografiaron con una camara Kodak DSC120, iluminando los geles con un
transiluminador UV y procesando las imagenes con el software Kodak Digital Science 1D version
2.0.3.

El disefo del par de primers o cebadores para el marcador YAP resulta en fragmentos
de distinto tamafo segun se presente o no el inserto (ver Marcadores empleados), por lo que la
electroforesis en agarosa es una técnica suficiente para detectar polimorfismos. En cambio, para
las variantes de los loci SNP es necesario realizar digestiones con endonucleasas de restriccion
a fin de determinar polimorfismos por diferencias en las longitudes de los fragmentos originados
o RFLP (del inglés “Restriction Fragment Length Polymorphism”). Estas reacciones se llevaron a
cabo en volumenes de 10 !/, conteniendo entre 2 0 3 u/ de producto de amplificacion, el buffer
adecuado para cada enzima, suero bovino, agua desionizada y entre 1 a 5 U de enzima de
restriccion (New England Biolabs). Nuevamente se emplearon tubos con tapdn integrado, que se
sumergen en un bafo termostatico a 37 ° C durante toda una noche.

Para la verificacion del proceso de digestion se utilizaron geles de poliacrilamida nativa
(38:2, acrilamida:N,N’-metilen-bisacrilamida) con concentraciones entre 6% y 10%, dependiendo
del tamafio del fragmento a visualizar. Para la polimerizacion, se prensan espaciadores entre
vidrios, se vierten 20 mililitros de la solucion (3 o 5 mililitros de acrilamida, con 15 u/ de TEMED
(N,N,N’,N'-tetrametilnediamina) y 30 w/ de persulfato de amonio como iniciadores, mas agua
desionizada hasta completar) se coloca un peine de 24 dientes y se obtiene asi una malla de 16

X 14 centimetros. Cada muestra, previamente a ser sembrada, se desnaturaliza a 65 ° C durante
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cinco minutos. Luego se coloca en hielo y se mantienen asi refrigeradas hasta mezclar un
volumen de 5 u/ con 1 ul de solucién de carga y depositarla en el gel. La electroforesis se
realiza en cubas verticales con TBE al 1X como buffer y el voltaje oscila entre 180 y 230 V, en
relacion a la concentracion de acrilamida. El tiempo final varia también, entre 2 a 3 horas.
Cumplido ese plazo, los geles se tifien en solucion de nitrato de plata al 1,6% y se revelan con
solucion de hidréxido de sodio 3% mas formaldehido 0,5%. Los marcadores empleados se

describen segun el orden jerarquico que tienen en el arbol filogenético:

e Locus YAP

Del inglés, “Y Alu Polymorphism”, este locus debe su polimorfismo a la presencia (YAP+,
variante derivada) o ausencia (YAP-, variante ancestral) de un elemento Alu. Se determinaron
mediante una amplificacion sencilla de ADN y separaciéon de los productos resultantes en
electroforesis de agarosa, tal como se describié anteriormente. Las reacciones se llevaron a
cabo en volumenes de 10 x!/ siguiendo un programa de 35 ciclos a 94° C durante 30 segundos,
512 C durante un minuto y 72° C durante 30 segundos.

Los cebadores empleados fueron:

YAP forward 5’-CAGGGGAAGATAAAGAAATA -3’

YAP reverse 5’-ACTGCTAAAAGGGGATGGAT -3’
Las muestras que tienen el alelo ancestral originan fragmentos de amplificacion de 150 pares de
bases, mientras que éste aumenta hasta las 450 pares de bases en las que poseen el alelo
derivado.

e Locus M89

Este polimorfismo es producido por una transicion de bases C-T, que se detecta por
digestion directa con la endonucleasa de restriccion Nla |l
M89 forward 5"-ACAGAAGGATGCTGCTCAGCTT- 3"
M89 reverse 5'-GCAACTCAGGCAAAGTGAGACAT- 3’
El programa de amplificacion consta de 35 ciclos y la temperatura de hibridacion es de 56°. Se
obtiene un producto de 89 pares de bases.
Cuando la muestra posee en el amplicon una citosina (estado ancestral) en el sitio

blanco, la digestion ocasiona un patron de fragmentos caracteristico de 67 y 20 pares de bases.

29



Cuando es reemplazada por una timina (variante derivada) en la misma posicion, la diana para la

digestion enzimatica ya no existe y la banda no sufre modificaciones de tamafio.

e Locus M9

En este locus, los dos alelos se distinguen por una transversion de bases C - G. El
programa de amplificacion consta de 35 ciclos y la hibridacion requiere 53° durante un minuto.
M9 forward 5°-GCAGCATATAAAACTTTCAGG - 3°
M9 reverse 5°-AAAACCTAACTTTGCTCAAGC - 3°
Se obtiene un producto de 340 pares de bases.
Se emplea la enzima Hinf | para la digestion, dando dos patrones de corte diferentes. El
estado ancestral se distingue por tres bandas de 181, 95 y 64 pares de bases. La condicion
derivada, en cambio, presenta dos fragmentos de 245 y 95 pares de bases. Dado el tamafio de

los fragmentos, la visualizacion del proceso de digestion puede realizarse en geles de agarosa

e Locus P27

El programa de amplificacion cumple 30 ciclos, con hibridacion a 61° durante 40
segundos.
P27 forward 5'- CAACTTGTCGGGAGGCAAT- 3"
P27 reverse 5'- TGATACACTTCCTCCTTTAGTGG - 3°
Como producto de reaccion se obtiene un fragmento de 288 pares de bases, con una diana de
reconocimiento para la endonucleasa Ban .
Si a muestra contiene el estado ancestral, la digestion genera dos fragmentos de 182 y
106 pares de bases. La diana desaparece con el cambio de base en el estado derivado,

permaneciendo el fragmento de igual tamario.
e Locus M207

Este polimorfismo se caracteriza por una transicion, cambiando una adenina por una
guanina. El programa de amplificacion consta de 40 ciclos, la hibridacién se da a 54° y produce
un fragmento de 164 pares de bases.

M207 forward 5- GGGGCAAATGTAAGTCAAGC- 3’
M207 reverse 5 TTTCTAGGCTGTTCGCTGCT- 3"



En la digestion se utiliza la enzima Dra |, que produce dos fragmentos de 130 y 34 pares de
bases en el estado ancestral. Si la muestra presenta el estado derivado, la digestion no

ocasiona ningun cambio.

e Locus M173

En este polimorfismo se da una transversion A-C. El programa de amplificacion consta
de 35 ciclos y la hibridacion requiere 56° durante un minuto.
M173 forward 5’-AAGAAATGTTGAACTGAAAGTTGAT -3’
M173reverse5’-TTCTGAATATTAACAGATCACAAAG -3’
El resultado es un fragmento de 216 pares de bases, con una diana de restriccion para la
enzima Dra Ill. Si esta presente el alelo ancestral (base A), se obtienen dos fragmentos de 195y 27
pares de bases, mientras que en la condicion derivada (base C) la enzima no efectuard ningun

corte

e Locus M242

En este caso, se trata de un polimorfismo definido por una transicion de base C - T. La
amplificacién se cumple en 40 ciclos, con una hibridacion a 54° durante un minuto.
M242 forward 5'- TCAGATGGCAAGATTTTTAAGTACA -3’
M242reverse 5'- AAAAACACGTTAAGACCAATGTC -3’
Se obtiene un amplicon de 151 pares de bases, que se digiere con la enzima Hpy 188 Ill.
En caso de encontrarse el alelo ancestral (C), se obtiene un patrén de corte con fragmentos de
62 y 65 pares de bases. Para el alelo derivado (T), éstos miden 90 y 24 pares de bases. Dado el
reducido tamario de los fragmentos de ADN, la determinacion se realiza en geles de acrilamida
en concentraciones mayores (10%). El voltaje no puede superar los 200 V, por lo que la

electroforesis para este marcador es mas lenta.
e Locus M3

También se trata de una mutacion por transicion de bases C — T. El programa de
amplificacién consta de 30 ciclos y la hibridacion requiere 61° durante 40 segundos.

M3 forward 5’-TAATCAGTCTCCTCCCAGCA -3’
M3 reverse 5’-TAGGTACCAGCTCTTCCCAATT -3’
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El resultado es un fragmento de 201 pares de bases, con un sitio blanco para la enzima
Mfe I. Luego de la digestion se realiza una electroforesis en un gel de acrilamida. Si se visualizan
dos fragmentos de 181 y 20 pares de bases, determinan la presencia del alelo ancestral (C). Si

permanece del tamafo original, se trata del alelo derivado (T)

e Locus M194

Los cebadores para este marcador y el siguiente, M199, se disefiaron a fin de funcionar
en las mismas condiciones de amplificacion y obtener productos de tamafios compatibles. La
verificacion puede realizarse en un mismo gel de agarosa. Estas amplificaciones en duplex
también se emplearon para los marcadores microsatélites, que se describen mas adelante.

Permiten economizar ADN y enzima polimerasa, la unica diferencia es que el volumen
en que se realiza la reaccion es 15 u/, para obtener material suficiente para cumplir las dos
digestiones posteriores. El programa se cumple en 40 ciclos, con una temperatura de hibridacion
de 55° durante un minuto. Genera un producto de 123 pares de bases.

M194 forward 5’- TGGATGAGGAAGTGAGTCCTG- 3’
M194 reverse 5’- CCGAGAAGGCAACGACTGTA- 3’

En la digestion se emplea la enzima Mbo Il, que generarad dos fragmentos de 88 y 35

pares de bases si esta presente la base C, el estado derivado para este locus. Si no ha mutado

(condicion ancestral T), el fragmento mantiene su tamafio original.

e Locus M199

El programa de amplificacion es, obviamente, el mismo que para el marcador M194.
M199 forward 5'- CACTACAGGCCTGGTTGGAT- 3’
M199 reverse 5’- AGTCTTAAGATTTGCAAAGTCGG- 3’
Se genera un fragmento de 189 pares de bases y para la determinacion del polimorfismo
se utiliza la enzima Eae I. Si el sitio blanco ha mutado a la base T, se obtienen dos fragmentos
de 163y 27 pares de bases. Si permanece la condicion ancestral (base A), el amplicon no sufre

ningun cambio durante la digestion.
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Por otro lado, para identificar correctamente el total de haplogrupos presentes en las muestras
del Banco de ADN del Laboratorio de Genética Molecular del MBICE, fue necesario sumar a
éstos cuatro marcadores mas, clasificados como:

a) Inserciones o deleciones: Tat (Zerjal y col, 1997)

b) Cambios de una sola base o SNPs: M168 (Underhill y col. 2001), M175 (Underhill y col.

2001), RPS4Y (Bergen, 1999)

Siguiendo las condiciones de amplificacion y digestion detalladas en los trabajos referidos.

. MARCADORES DE EVOLUCION RAPIDA (MICROSATELITES O STR)

Otro método para estudiar la diversidad es identificar los polimorfismos en microsatélites. Asi se
denominan las secuencias altamente repetitivas de nucledtidos en tandem o STR (del inglés
“Short Tandem Repeat’). Las distintas variantes o alelos para cada microsatélite pueden
determinarse contando la cantidad de veces que se repite el fragmento de ADN. Con un conjunto
de siete marcadores puede lograrse una identificacion individual. Estos datos méas precisos son
la base para construir haplotipos y los alelos que los definen tienen distribuciones diferenciales
dentro de cada grupo étnico (Jobling, Tyler-Smith, 2003). Evolucionan de una forma alélica a otra
mediante pasos cortos, con ganancias o pérdidas de una sola repeticion, siendo las primeras
mas frecuentes que las segundas. Tienen un elevada tasa mutacional, registrandose cambios
incluso de una generacion a la siguiente, asociado a un aumento en la edad paterna y posibles
cambios en la espermatogénesis (Gusmao y col, 2005). La tasa promedio es de 3,17 x 10-3 por
locus por generacion Los microsatélites tipificados en este trabajo son tri y tetranucleotidicos.
Los cebadores fueron disefados a fin de obtener productos de amplificacion entre 120 y 393
pares de bases y permitiesen, en algunos casos, amplificaciones en maltiplex.

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en tubos con tapon integrado. El volumen de
reaccion fue de 10 microlitros, comprendiendo 3U de Tag ADN polimerasa Platinum (Invitrogen),
3 pmol de cada cebador, 200 pM de desoxinucledtidos trifosfato (dNTP), 1.5 mM de Cloruro de
Magnesio, buffer estabilizante 10X (Invitrogen), 10 a 50 nanogramos de ADN molde y agua
desionizada. Para las reacciones se emplearon los cicladores térmicos PTC-100 (MJ Research)
y Perkin Elmer mencionados anteriormente.

Los programas de amplificacion tienen un primer paso comun de desnaturalizacion a 94°
centigrados de temperatura durante 2 a 3 minutos. Luego se suceden tres pasos variables segun
el microsatélite y se repiten de 35 a 40 veces.

a- Desnaturalizacion a 94° C, durante 45 o 60 segundos
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b- Hibridacién o “annealing’ durante un minuto, a temperatura entre 54° C y 57° C,
dependiendo de la pareja de cebadores
c- Elongacion, a 722 C durante 90 segundos
Para corroborar los resultados del proceso, los productos de amplificacion se sometieron
a electroforesis directa en geles de acrilamida al 6%. Las matrices se obtuvieron mediante el
mismo protocolo descrito anteriormente, se colocaron en cada slot 3 microlitros por muestra con
1 microlitro de solucion de carga y se conecto la cuba vertical a un voltaje constante de 200 V
durante 2 horas. Los geles fueron tefidos luego con solucion de nitrato de plata al 1,6%,
seleccionando para la deteccion de polimorfismos aquellas muestras cuya amplificacion de
microsatélites resultara positiva
Como se vio anteriormente, las variantes de los loci se definen por poseer tamafios
variables segun la cantidad de veces que se presente el motivo de repeticion. Esta caracteristica
hace innecesaria cualquier digestion enzimatica y la separacion de los polimorfismos por
electroforesis es rapida, la determinacion de cada forma alélica esté regida tunicamente por su
tamano. En todos los sistemas analizados las diferencias entre un alelo y otro son tres o cuatro
pares de bases, de modo que se usan geles de acrilamida desnaturalizantes al 8% con urea, de
mayor poder de resolucién. Se empled el modelo de cuba Sequi-Gen® GT de BioRad, las
matrices midieron en estos casos 21 x 40 centimetros y los geles se tifieron con solucion de

plata.

e Locus 19

También se denomina DYS 394. Fue el primer sistema de microsatélites definido para el
cromosoma Y, comenzo a aplicarse en estudios forenses y luego en andlisis poblacionales. La
unidad de repeticion es un tetranucleétido con la secuencia de bases [TAGA].

DYS 19- Forward: 5° GACTACTGAGTTTCTGCAATAGTG 3’
DYS 19- Reverse: 5 AGCACTGCACCTGGAAATAG 3’

El programa de amplificacion incluye 35 ciclos, la temperatura de hibridacion es de 57°C

durante un minuto y genera un producto de 250 pares de bases. Existen nueve alelos

diferenciados por la cantidad de unidades de repeticion que presenten, desde 10 hasta 19.

e Locus 389 -l

DYS389-Forward 5 CCAACTCTCATCTGTATTATCTATG 3’



DYS 389- Reverse 5 TCTTATCTCCACCCACCAGA 3’
Son tetranucledtidos en repeticion alternada [TCTG]q [TCTA]: para el marcador 389 | y
[TCTGJ[TCTAJ,[TCTG]q [TCTA]; para 389 Il. El programa comprende 40 ciclos, los cebadores
se acoplan a 54°C y los amplicones miden entre 250 y 380 pares de bases. Para el primer

marcador se han definido nueve alelos y once para el segundo,

e Locus 390

DYS390-Forward 5’ TATATTTTACACATTTTTGGGCC 3’
DYS 390- Reverse 5 TGACAGTAAAATGAACACATTGC 3’
Estos cebadores se hibridan a 54° y generan un producto con tamafos variables entre
188 y 232 pares de bases, lo que permite que la amplificacion se produzca en duplex con el
marcador DYS 391, cuyas caracteristicas se detallan abajo. La secuencia de repeticion es
[TCTG]n [TCTAJm[TCTG]o[TCTA]q, definiéndose 12 alelos.

e Locus 391

DYS391-Forward 5’ CTATTCATTCAATCATACACCCA 3’
DYS 391- Reverse 5 GATTCTTTGTGGTGGGTCTG 3’
El tetranucledtido es [TCTA], con un numero repeticiones variables desde 6 hasta 14,
con lo que se resuelven 9 alelos. Los productos de amplificacion obtenidos miden desde 268
hasta 300 pares de bases.

e Locus 392

DYS392-Forward 5’ TCATTAATCTAGCTTTTAAAAACAA 3’
DYS 392- Reverse 5 AGACCCAGTTGATGCAATGT 3’

Este es el unico de los sistemas empleados para definir haplotipos cuya unidad de
repeticion es el trinucledtido [TAT], que segun se multiplique desde 6 hasta 17 veces permite
distinguir 11 alelos. La hibridacién de cebadores se produce a 51° C, el ciclado se cumple en 40
ciclos, que resultan en amplicones entre 234 a 267 pares de bases. Al igual que los loci 390-391,
los productos de amplificacion de este sistema y DYS 393, que se detalla debajo, permiten un

ciclado en duplex



e Locus 393

DYS393-Forward: 5’ GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC 3’
DYS 393-Reverse: 5° AACTCAAGTCCAAAAAATGAGG 3’
Existen 9 alelos diferentes, variando la repeticion [AGAT] entre 9 y 17 veces. El ciclado
desarrollado con los cebadores descriptos resulta en fragmentos entre 107 y 139 pares de

bases.

ADN MITOCONDRIAL

Para establecer los linajes mitocondriales, se decidié secuenciar en forma completa las
Regiones Hipervariables | 'y Il. Se contrataron los servicios de Macrogen, empresa coreana que
ofrece servicios de biotecnologia al exterior, utilizando en este caso un secuenciador 3730xI
(ApliedBiosystem). El protocolo comprende una serie de pasos comunes a los detallados para
los marcadores de cromosoma Y, comenzando con una amplificacion por PCR Las reacciones
se llevaron a cabo en volumenes de 50 u/, constando de 3 U de Taq ADN polimerasa Platinum
(Invitrogen), 0.25 pM de cada cebador, 200 M de desoxinucleétidos trifosfato (ANTP), 1,5 mM
de Cloruro de Magnesio, buffer estabilizante 10X (Invitrogen), agua desionizada y 10-30
nanogramos de ADN molde. Se emplearon siempre tubos de tapdn integrado con capacidad de
0.5 mililitros. El programa de ciclado comprende 30 repeticiones:

a- Desnaturalizacion a 94° C, durante 60 segundos

b- Hibridacion o “annealing”, a 51° C durante

c- Elongacion, a 722 C durante 60 segundos
Para la verificacion del proceso, los productos de amplificacion, de 1409 pares de bases, se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las muestras se enviaron por correo,
junto con alicuotas de los primers especificos. El nombre de cada uno sefiala la base a partir de
la cual comienza la adicion de nucledtidos.

F15905 5  TAATACACCAGTCTTGTAAACC3’
F16475 5 TAGCTAAAGTGAACTGTATCC 3’
B599 5  TTGAGGAGGTAAGCTACATA3’
B597 5  GAGGAGGTAAGCTACATAAACT3’
B186 5 GCCTGTAATATTGAACGTAGGTG3’
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Los indices de diversidad proporcionan una medida de la cantidad de variacion presente
en una muestra, tienen un valor descriptivo y posibilitan comparaciones generales entre
poblaciones. Las similitudes o diferencias halladas permiten realizar inferencias acerca de sus
respectivas historias demogréficas y postular relaciones filogenéticas intraespecificas. Se utilizd
el software ARLEQUIN version 3.11 en los siguientes célculos intra-poblacionales para las
localidades de Azampay, San Fernando del Valle de Catamarca, San Salvador de Jujuy, Salta y
San Miguel del Tucuman:

" La diversidad haplotipica se define como la probabilidad de que dos haplotipos,
seleccionados al azar en una muestra, sean diferentes entre si. Mientras mayor sea esta
probabilidad, mas diversa serd la muestra y, por ende, también la poblacion de la que fue
tomada. El programa emplea la siguiente formula (Nei, 1987) para calcular la diversidad y su

varianza muestral,
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siendo n el numero de alelos en la muestra, £ el nimero de haplotipos y p; la frecuencia
del/de los i haplotipo/s.
" Del mismo modo puede expresarse la diversidad génica, equivalente a la heterocigosidad
esperada para datos diploides, pero en este caso corresponde a la hererocigosidad esperada por
locus. Este indice puede fluctuar entre distintos marcadores, asociado tanto a tasas
mutacionales dispares como a pérdidas de alelos por reduccién del nimero efectivo. Es una
medida de variabilidad que permite comparar poblaciones tanto locus por locus, como en su
valor promedio. En la presente tesis se emplea este ultimo parametro.
. El indice Garza-Williamson es un estadistico que relaciona el nimero de alelos para un
loci determinado con el rango alélico (en los datos de microsatélites, rango es la diferencia entre

el numero maximo y minimo de repetidos). Al expresarse como una division, este calculo es muy



sensible a los fendmenos que ocasionan cambios en el valor del numerador. Es un indice de
eventos como cuellos de botella, ya que el nimero de alelos generalmente se ve mas afectado
que el rango en una reduccion reciente del tamafo poblacional. Tiende a ser cercano a uno en
poblaciones estacionarias y presenta valores mucho menores en aquellas que han atravesado

periodos drasticos de disminucion numérica,

siendo k el numero de alelos para un loci determinado en la muestra y R el rango alélico.
" La distribucion “Mismatch” o de pares de diferencias, es otro modo de representar la
diversidad molecular para datos cuyas diferencias entre alelos sean discretas (en el caso de
microsatélites, con diferencias en el numero de repetidos). Analizando la forma que tome la
distribucion de las diferencias observadas entre pares de haplotipos de una misma poblacion,
pueden suponerse circunstancias pasadas. Influyen aqui los eventos de expansién poblacional:
un grafico de campana indica un crecimiento rapido a partir de un haplotipo determinado,
mientras que para una poblacion de tamafio estable a lo largo del tiempo se espera una

distribucién multimodal.

Cada poblacion humana posee caracteristicas particulares y también comparte con
cualquier otra poblacion considerada el estar sujetas a las mismas fuerzas y procesos evolutivos
que incrementan o reducen su variabilidad. En esta tesis se considerd el efecto de las
fluctuaciones de numero en el tamafio efectivo poblacional, ya que se ve perturbado en gran
medida cuando este factor es pequefio. La condicion de semi-aislamiento en que se encuentra la
comunidad de Azampay es una particularidad evidente a nivel espacial, pero su impacto a nivel
poblacional debe medirse en la dimension justa. Dado que la eleccion de posibles parejas esta
regidas por un esquema de valores individual, cualquier poblacion considerada estaria siempre
parcialmente aislada o subdividida, modificando el tamarfio efectivo poblacional. Si el aislamiento
se prolonga, eventualmente conducira a una diferenciaciéon genética parcial, los miembros de
cada sub-poblacion estaran vinculados de manera mas estrecha. Debe computarse aqui el
numero, tamafio y localizacion espacial de la sub-poblacion y el potencial flujo génico
ocasionado por migracion:

" La medida estadistica aplicada es el indice Fsr, que deriva de los indices de fijacion

propuestos por Wrigth para evaluar la desviacion de las frecuencias de heterocigotas observadas



de aquellas esperadas (Jobling, Hurles, Tyler-Smith, 2004): la divergencia de una sub-poblacion
ocasionaria un exceso de homocigotas. Fst mide el grado diferencial de variacion genética entre
sub-poblaciones y compara el promedio de diversidad genética encontrado dentro de cada una
en relacién a una poblacion mayor. Cada localidad se considera como una sub-poblacién dentro

de un grupo principal.

FST — (HTHTHS)

Donde Hr es la heterocigosidad esperada en la poblacion y Hs es la esperada en la sub-
poblacion. El valor de Fsr varia entre 0 y 1. Cuando el flujo génico es alto y existe poca
diferenciacion entre dos sub-poblaciones, se aproxima a cero. También puede calcularse para
pares de poblaciones como un modo de medir la distancia genética entre ellas (Reynolds y col,
1983). El estadistico Fsr también puede ajustarse especificamente para datos de microsatélites.
El indice Rst (Suma de los Cuadrados de las Diferencias de Tamafio) es su analogo molecular,
basado en el modelo de mutacion gradual (“Stepwise Mutation Model”, Kimura y Ohta, 1978) y

permite analizar la subdivision poblacional sobre frecuencias (Slatkin, 1995).

L

dxy = Z(axi _ayi)2

i=1

siendo a,, el nimero de repetidos en un microsatélite para el/los i haplotipo/s.
. El andlisis de la varianza molecular (AMOVA por “Analysis of MOlecular VAriance’,
Excoffier y col, 1992) es un modo de aproximarse a la estructura genética de la poblacién mayor
que hemos definido, estudiando la estructura de la varianza. Se consideran las relaciones
moleculares entre alelos —el nimero de mutaciones entre haplotipos- mas que las frecuencias
génicas. Se pretende comprobar si existe una estructura genética entre un grupo determinado de
poblaciones, el analisis jerarquico divide la varianza total en sus componentes debido a las
diferencias intra-individuales, inter-individuales e inter-poblacionales. Para los datos haploides,
se asume que el vector de frecuencias para i haplotipo/s de la/s j poblacion/nes reunidas en &

grupo/s es una relacion lineal
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el término a analiza los efectos para grupos, el b para poblaciones y ¢ para los
haplotipos dentro de una poblacion dentro de un grupo, cada uno con un componente de
covarianza asociado
(o
2)o;
3o

La varianza molecular total resultara de la suma de los componentes y sera reflejo de la
varianza debida a diferencias entre haplotipos dentro de una poblacién (3) entre haplotipos en
diferentes poblaciones dentro de un grupo (2) y a las diferencias entre poblaciones (1)
" Para ver distancias genéticas a corto plazo, se compararon las localidades entendidas
como entidades independientes, computando indices de disimilaridad entre pares. En el caso de
microsatélites, se emplea el estadistico Rst ya mencionado y la significacion se testea
permutando haplotipos entre poblaciones, estableciendo una probabilidad de diferenciacion. A
mayor cantidad de permutaciones, mas ajustadas resultardn las distancias genéticas,
expresadas en una matriz. Para considerar dos localidades como significativamente diferentes
mas alla del azar, el nivel se fija arbitrariamente en 0,05. Cualquier valor menor resultante de la
comparacion de a pares, indicard una diversidad intrapoblacional tal que no hara posible
sostener una similitud entre dos localidades.
. Ademas de aplicarse para analizar las diferencias historicas expresadas como distancias,
la comparacion entre localidades tomadas de a pares puede aportar informacién sobre la
dindmica poblacional. Cuando la deriva actua en subpoblaciones de tamario efectivo bajo puede
aumentar las diferencias entre ellas y se cuantifica mediante el indice de Fijacién Rsr. La
migracion tiene el efecto contrario, homogeneizando las frecuencias alélicas. Deriva y migracion
son dos fuerzas de signo opuesto, la migracion es un freno contra la diferenciacion genética de
las subpoblaciones y dado que se computa como un producto, puede tener los mismos efectos
en poblaciones grandes entre las que existe poca migracion como en poblaciones de escaso
tamano efectivo entre las que la migracion es alta. ARLEQUIN calcula la matriz de valores M,
una medida relativa que expresa la cantidad de migrantes por generacion que intercambian dos
poblaciones entre si'y puede estar o no en relacion a la distancia geogréfica.
= Anpartir de la matriz de distancias genéticas, se desarrollaron dos analisis, basados en:

|. Métodos jerarquicos: para agrupar potenciales clusters y construir un arbol de

clasificacion o dendograma, una forma grafica de resolver las medidas de similitud siguiendo
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niveles de fusion inclusiva. Los calculos se computaron con el programa NTSYSpc 2.11 (de
Numerical Taxonomy SYStem, Applied Biostatistics Inc, 2000-2003) empleado el método
UPGMA (“Unweighted Pair-Groups with Arithmetic Means Analysis”). Creado por Sokal y
Michener (1958) para construir fenogramas, puede aplicarse en el andlisis de arboles
filogenéticos si se consideran las tasas evolutivas como constantes entre los linajes. UPGMA
utiliza las medias aritméticas de las distancias pareadas entre dos poblaciones para establecer
las agrupaciones o cluster, desde la menor distancia hasta la mayor. Cuando se analizan
poblaciones humanas a partir de haplotipos, la relacion entre la distancia evolutiva y el tiempo de
divergencia puede resultar solo aproximada y parcial. Para comprobarlo, a partir de la misma
matriz de distancias genéticas con que se computé el dendograma, se realizd un andlisis de
coordenadas principales, un método de ordenacion de las diferencias entre poblaciones, en un
campo de dos ejes. Finalmente, para ambas graficas se calculd el coeficiente de correlacion
cofenética, a fin de medir la bondad del ajuste entre los valores mostrados de distancias y la
matriz original.

[I. Métodos de correlacion: de la distancia geografica con la genética, a fin de detectar si
la estructura espacial de la variacion responde a un proceso de aislamiento por distancia
(Rousset, 1997). Esto supone que la probabilidad de migrar resulta inversamente proporcional a
la extension a recorrer. Se utilizd el programa PASSaGE 2 (por “Pattern Analysis, Spatial
Statistics and Geographics Exegesis” Rosenberg, 1998-2009) de acceso libre. Por cada par de
poblaciones consideradas se compara la matriz de distancia genética con la matriz de distancias
geogréficas, expresadas en coordenadas de latitud y longitud. Se utiliz el test de Mantel
(Mantel, 1967; Mantel y Valand, 1970) que mide las posibles relaciones entre todos los puntos de
dos matrices y calcula un coeficiente de correlacién con valores entre -1 y 1, dependiendo del
ajuste entre ambas. Sean X e Y las matrices, iy j cualquier punto diferente entre ellas, la formula

es

Z =Y XijYij

ij

. Finalmente, cuando las poblaciones se definen a partir de sus componentes moleculares,
es crucial considerar de manera cabal los fenémenos que dieron origen a esa variacion y otorgar
en el andlisis el peso adecuado a cada dato. Se ha sefialado ya que el genoma de nuestra
especie posee tasas mutacionales diferentes, incluso dentro de una misma regién considerada.
Aqui se aplica la aproximacion de Bandelt, Foster y Rohl (1995) denominada “Median Networks”

0 método de las redes medias, que relaciona de la manera mas parsimoniosa un conjunto de
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datos en una unica red. En 1999, los mismos autores presentaron un método diferente para
construir redes segun el algoritmo de “median-joining’ o enlaces medios. Permite manipular
conjuntos mayores de datos, reuniéndolos en un reticulo parsimonioso a través de vectores y
nodos que representan tanto a individuos no relevados en la muestra como a posibles ancestros
extinguidos. A partir de este trabajo, la empresa Fluxus desarrolld el software NETWORK 4.5.1
(Network © Copyright Fluxus Technology Ltd 1999-2007), de acceso libre (http://www.fluxus-
engineering.com/sharenet.ntm), una plataforma que permite calcular distancias y dibujar redes
de manera sencilla. Los sistemas que definen haplotipos incluyen caracteres con diversos
estados posibles -los distintos alelos de cada locus- con tasas de mutacion propias. Para
considerar de manera adecuada la variabilidad, el programa admite la asignacion diferencial de
un peso relativo a cada caracter, a fin de no homologar locus estables en el tiempo con aquellos
de tasas mas elevadas de cambio. En los haplotipos de cromosoma Y, se empled la formula de
para la estimacién de peso Muzzio y colaboradores (2008), a partir de los datos publicados en la
base internacional YHRD (Willuweit y col, 2007- Ver Anexo - TasLa 1). Dado que el software no
admite decimales, los numeros finales se redondearon. Cada locus recibe un peso relativo, los

valores mas altos se corresponden con las tasas mutacionales mas bajas.

DYS 19 4 DYS 391 3
DYS389a 4 DYS 392 10
DYS389b 3 DYS 393 7
DYS 390 4

Analizando haplotipos en este programa es posible detectar eventos de expansion
demogréfica pretéritos, pero éstos pueden no resultar evidentes en una gréfica. Se decidio
entonces procesar previamente los datos con el algoritmo de reduccion “star contraction”, a fin
de reunir mas cercanos al fundador todos los posibles nodos relacionados. Las redes obtenidas
se sometieron a un ultimo analisis MP (maximun parsimony, Polzin y col, 2003) para obtener el

arbol que mejor represente los resultados, descartando vectores y uniones aleatorias.
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Para ordenar y analizar los datos genealdgicos obtenidos en las entrevistas se utilizé el software
GenoPro® (www.genopro.com), una plataforma de trabajo que permitié crear, editar e imprimir &rboles
nucleares y extensos, ademas de incorporar fotografias. Para la edicion y compaginacion de todos los
gréficos presentados se empleé el programa CorelDRAW X3 ® (Corel Corporation 2005).



Al momento de realizarse este estudio, Azampay contaba de manera efectiva con 126
habitantes y un total de 15 apellidos, distribuidos como se sefiala en el cuadro. A todos se les
asignd un codigo, correspondiendo a las 15 primeras letras del alfabeto y a cada individuo un

numero. El apellido G resulté el mas frecuente, con 28 individuos portadores.

GRAFICO 1 — FRECUENCIAS ABSOLUTAS DE APELLIDOS
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De esta lista, 9 apellidos estan representados tanto entre mujeres como entre varones
(89% del total de la poblacién), mientras que 4 son exclusivamente femeninos (6%) y 2
masculinos (5%). Como se mencionara en la Introduccion, la historia de Azampay comienza con
la ocupacion efectiva de los campos por un grupo de familias. Este nucleo estaba formado por
cuatro parejas y entre estas 8 personas ya se encontraban 7 de los 15 apellidos actuales,
mientras que el restante se ha perdido. La pauta de registrar, portar y heredar un apellido es
introducida en América por la administracion colonial. Los nombres que se recibian en los
bautismos eran extranjeros, pero también persistieron algunos autdctonos. Entre los apellidos de
la poblacién de Azampay, 13 son foraneos -Aibar, Campos, Cardoso, Casimiro, Coria, Gonzalez,

Marcial, Morales, Moreno, Ochoa, Ortiz, Pachado, Titos- 1 nativo —Aballay- y el restante —-Cruz-
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se registra como devocional, derivado de la liturgia religiosa (Dipierri, 2004). Mascitti y

colaboradores (1990) clasifican los apellidos devocionales como “autéctonos encubiertos”.

CromosomA Y

De las 59 muestras de ADN de donantes masculinos de Azampay, solo 55 pudieron
estudiarse de manera completa. El andlisis comprendié la tipificacion de todos los marcadores
moleculares ya detallados. Para las muestras del Banco de ADN del Laboratorio de Genética
Molecular Poblacional, se establecieron los haplogrupos en los 290 individuos (presente
trabajo), mientras que la cantidad de haplotipos completos para los 7 STR fue de 167, (Martinez-
Marignac y colaboradores (2001) y Muzzio (inédito))

TABLA 1 - HAPLOGRUPOS Y HAPLOTIPOS EN AZAMPAY

HAPLOGRUPOS n HAPLOTIPOS
R 22 19
R1 22 17
F 3 3
Q1a3a 7 4
D/E 1 1

El haplogrupo R es el mas representado en la muestra y también el que exhibe mayor
diversidad individual. Al combinar cada secuencia de alelos en las mutaciones de punto con el
numero de repetidos para cada locus de microsatélite, se identifica un linaje molecular unico. Si
esta variedad se circunscribe a la caracteristica de llevar el mismo apellido, obtenemos una
medida de la diversidad intrafamiliar.

TABLA 2 - LINAJES MASCULINOS POR APELLIDO

TOTAL

Cédigo de APELLIDO A B C D E F G H I J 10
Cantidadde LINAJES 10 6 4 5 1 7 7 2 1 1 44
N 10 6 4 8 1 7 12 2 1 4 55

46



Los apellidos E, | y J son los unicos que tienen una correspondencia completa entre
herencia de nombre y herencia de cromosoma Y, aunque en los dos primeros casos se trata de
una condicion obligada, ya que estan representados solo por una persona. Los apellidos Ay B

resultaron los mas diversos, aunque no son los que cuentan con mayor cantidad de portadores.

TABLA 3 - HAPLOGRUPOS POR LOCALIDAD

AZAMPAY  CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy
A/B - - - 1 (6%) -
C - 1(0,9%) - - 1(1,3%)
D/E 1(1,8%) 10 (9%) 6(7,2%) 2 (12%) 1(1,3%)
F 3(5,3%) 21(187%) 6(7,2%) 4 (24%) 3 (3,9%)

K - 1(0,9%)  1(1,2%) - 6 (7,8%)
P - 6(54%)  8(9.5%) 1(6%) 2(2,6%)
Q - - 1(1,2%) - -

Qtada 7(12,3%) 11(10%) 37(44%)  2(12%) 50 (65%)
R 22(403%) 16(14,3%) 14(166%) 3(17,6%) 14 (182%)
R1  22(403%) 46(41%) 11(13%)  4(24%) -

n 55 112 84 17 77

En todas las localidades analizadas se determinaron haplogrupos a partir de marcadores
binarios y su diversidad resultd coherente, las frecuencias mas altas (sefialadas en negrita) se
dan en haplogrupos presentes en todo el conjunto. El numero maximo fue 8, en las dos
poblaciones con mayor numero muestral. En una primera lectura comparativa de las frecuencias
del haplogrupo R1, Azampay presenta porcentuales mas similares a Catamarca. En la localidad
de Tucuman, a pesar de ser la menos representada (n = 17), se identificaron 7 haplogrupos
diferentes, 2 mas que en Azampay, cuyo tamario es tres veces mayor.

Entre los 44 linajes para Azampay, 37 son Unicos, en una frecuencia de 0,022. Los
restantes son compartidos entre individuos con distinto apellido, en frecuencias de 0,044 y 0,066.
Dado de los linajes se definen por la combinacion de dos sistemas de marcadores con tasas
mutacionales diferentes, es importante discriminar adecuadamente entre una posible igualdad
por descendencia de una igualdad por estado. Si se detecta la presencia de los mismos linajes
moleculares en dos localidades, puede proponerse alguna vinculacion historica; pero también
caer en el error de sobreestimar la similitud si no se consideran adecuadamente las

homoplasias. Este término se empled originalmente en estudios evolutivos para referirse al
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hecho de que un mismo cardcter actual, presente en dos especies, no siempre ha derivado del
mismo cardcter ancestral. A nivel genético, dos alelos son homoplasicos cuando poseen un
estado idéntico y no comparten descendencia (Estoup y Cornuet, 1999). La identidad alélica se
refiere solo al tamafio medido en pares de bases, intrinsecamente existen diferencias en cuanto
a su estructura, presencia de inserciones y/o deleciones, cambios de bases o variaciones en la
regién flanqueante (Primmer y Ellergren, 1998). Este es un tipo de polimorfismo que puede
detectarse Unicamente por secuenciacion. Cuando se analizan individuos mediante
microsatélites, amplificando los loci por PCR y empleando electroforesis para asignar tamanos,
pueden cometerse errores si no se vinculan con marcadores de tipo SNP's. Todos los linajes
computados en ARLEQUIN (Azampay=44, Catamarca=59, Salta=41/, Tucuman=4, Jujuy=63),
se ingresaron a la base de datos con un cédigo unico, sintesis de la procedencia de la muestra y

del haplogrupo al que perteneciera.

TABLA 4 - HAPLOTIPOS EN AZAMPAY Y COMPARTIDOS

<C
E < 2 »
n ALELOS =233
|<T: w IE )
(@]
Hpt 1 1522824111213 - - - -
Hp2 1 14122924111313 - - - -
Hp3 1 14122924111113 - - - -
Hp4 1 15122924111314 - - - -
Hps 1 15122924111413 - - - -
Hpe 1 16123021101215 - - - -
Hp7 1 15123022101214 - - - -
Hp8 1 14123024111313 1 - - -
Hoo 1 14123024111213 - - - -
Hp10 1 14123224111413 - - - -
Hpt1 1 15132823111313 - - - -
Hpt2 1 15132824101213 - - - -
Hp13 1 14132824101214 - - - -
Hpt4 1 14132923111413 - - - -
Hpts 1 14132924101313 1 - - - e
Hpi6 1 15133023111313 - - - -
Hp17 1 17133023121313 - - - -
Hp18 1 17133023111313 - - - -
Hp19 1 14133024101313 - - - -
Hp20 3  14133024111413 1 - - - e
Hp21 2 14133024111414 - - - -
Hp22 1  14133024101212 - - - -
Hp23 1 14133024101413 - - - -
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n ALELOS

CATAMARCA
SALTA
TUCUMAN
JuJuy

Hp24 2 14133024 111213 T - - -
Hp25 1 3133025111113 - - - -
Hp26 1 4133124101512 - - - -
Hp27 1 14133124111313 - - - 1 e
Hp28 1 14133124111413 - - - -
Hp29 1 4133223101112 - - - -
Hp30 1 14143024 111314 - - - -
Hp31 1 16143123111313 - - - -
Hp32 1 15143123111313 - - - -
Hp33 1 14143124111313 - - - -
Hp34 1 14143224111013 - - - -
Hp35 1 14142923121213 - - - -
Hp36 1 5142924111313 - - - -
Hp37 1 4142923101313 - 1 - -
Hp38 1 14142924111313 - - - -
Hp39 1 4143224111213 - - - -
Hp40 1 3143224101113 - - - -

Marcadores STR: DYS 19, DYS 389a, DYS 389b, DYS 390, DYS 391, DYS 392, DYS 393
e Homoplasias detectadas

Los alelos se nominaron segun el numero de repeticiones que presentaran. De los 6
haplotipos compartidos, en 3 casos se reconocieron homoplasias. Se trata de combinaciones
espurias, comprendiendo a muestras de haplogrupos diferentes. No se registrd ninguna
correspondencia entre Azampay y Tucuman, mientras que con Catamarca se dan 2, el maximo
de coincidencias en este nivel de comparacion. Se encontrd divergencia entre las poblaciones en
cuanto a las frecuencias de cada alelo en particular, para cada loci de microsatélite analizado.

Los resultados se muestran en ANEXO — TABLA 2.

TABLA 5 - DIVERSIDAD INTRAPOBLACIONAL PROMEDIO

AZAMPAY CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy

D haolotibica 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
-hapiotip +/0.0047  +/- 0.0031  +/- 0.0054  +- 0.1768  +/- 0.0028

D. génica 0.57 0.64 0.64 0.76 0.60
promedio +- 0.32 +/- 0.35 +/- 0.36 +/- 0.55 +/~ 0.33

Rango alélico

promedio 3.571 4.571 3.714 2.857 3.571
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AZAMPAY CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy

Indice G-W 1.00000 0.97959 0.96429 0.77381 1.00000

Los valores extremos para cada indice se destacan en negrita, registrandose
generalmente en Tucuman, su rango alélico es menor al resto, lo que disminuye también el
indice Garza-Williamson. Azampay tiene la menor diversidad génica, en tanto su rango alélico es

igual al de Jujuy.

GRAFICO 2 — DISTRIBUCION MISMATCH AZAMPAY
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Otro modo de abordar la variabilidad dentro de una poblacion es a través de la
distribuciéon Mismatch, ya que los cambios en el tamafio poblacional tienden a dejar marcas
reconocibles en los patrones de diversidad alélica (Rogers y Harpending, 1992). En el analisis se
incluyen solo los 17 linajes para Azampay que comparten el mismo sub-haplogrupo R1. En el

grafico de columnas, se obtiene una curva quebrada, con la frecuencia mas elevada en los 3



pasos mutacionales. Los haplotipos distan entre si a un numero promedio de 5,74 pasos, la
mayoria lo hace a 3 0 6 y muy pocos a cantidades mas extremas, con registro de variacion

desde cero hasta doce.

TABLA 6 - Rst POR POBLACION

AZAMPAY CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy

Rsr 0,18638 0,17607 0,17844 0,16775 0,18645

Las potenciales subdivisiones poblacionales se exploraron a partir del indice Rst. En
Azampay y Jujuy se registraron valores practicamente idénticos. Estas dos poblaciones, si bien

divergen en numero de muestra, son similares en sus niveles de variabilidad.

TABLA 7 - ANALISIS DE LA VARIANZA MOLECULAR (AMOVA)

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE COMPONENTES DE ~ PORCENTAJE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS LA VARIANZA DE VARIACION
Entre
poblaciones 4 234,44 1,32 18,16
Dentro de
poblaciones 207 123295 5,96 81,84
TOTAL 211 1467,39 7,28
iNDICE Rsr 0,18

Las cinco poblaciones se reunieron artificialmente como componentes en un solo grupo
y se analizd la estructura de la varianza mediante AMOVA. Los grados de libertad en el computo
entre poblaciones esta dado por Total de Poblaciones — 1'y en el computo dentro de poblaciones
por Total de Individuos — 1. Los porcentajes finales de variacion fueron estadisticamente
significativos, con un valor de P < 0,001.
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TABLA 8 - DISTANCIAS GENETICAS Rst APAREADAS (bajo la diagonal) Y PROBABILIDADES DE DIFERENCIACION (sobre la

diagonal) ENTRE POBLACIONES

AzZAMPAY CATAMARCA  SALTA  TUCUMAN  JuJuy

AZAMPAY - 0.00000  0.00000 0.02479  0.0000
CATAMARCA  0.08448 - 0.11570 0.13223  0.00000
SALTA 0.10272 0.01882 - 0.04959  0.00000
TUCUMAN 0.18462 0.09483  0.20460 - 0.00000
JuJuy 0.23462 0.29903  0.22727 0.44058 -

Valores de P < 0,05 en negrita
Numero de permutaciones=17000

Descomponiendo el grupo unico en las poblaciones originales, se computaron los
valores de disimilaridad de a pares, en una matriz de distancias genéticas. En el mismo grafico,
se presentan las probabilidades estadisticas de tales diferencias mas alla del azar. Las mayores
se registraron siempre contra Jujuy, cualquiera sea el duo de localidades considerado. Para

Azampay, todas las distancias resultaron estadisticamente significativas.

TABLA 9 - MATRIZ DE VALORES M

AzAMPAY CATAMARCA  SALTA  TUCUMAN  JUJuy

AZAMPAY -

CATAMARCA 5 41861 -
SALTA 4.36760  26.07279 -
TUCUMAN 2.20829 4.77277 1.94374 -

Juuy 1.63111 1.17205  1.69999 0.63486 -

Una distancia genética menor puede entenderse como producto de un proceso
migratorio. Si entre dos poblaciones se observan valores de disimilitud bajos, los individuos que
las componen pueden tener una historia e incluso un presente comun. Los valores M
representan una medida aproximada de la cantidad de migrantes que se intercambian, por
generacion, entre pares de poblaciones. Para Azampay, el mayor numero se computa con

Catamarca (5,4) y el menor se registra con Jujuy.
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GRAFICO 3 - ARBOL UPGMA
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A partir de la matriz de distancia genética (ver TABLA 8), se computd un arbol de
clasificacion filogenética. Se establecié una agrupacion o cluster bien definido que incluye
Catamarca y Salta con menores distancias y luego Azampay. La localidad més exterior resultd
Jujuy, en correspondencia con otros indices registrados en comparaciones anteriores. El

coeficiente de correlacion cofenético para este computo fue » = 0,85.

GRAFICO 4 - ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES
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Con la misma matriz de distancias genéticas, se realizo el Andlisis de Coordenadas
Principales, acumulando el primer eje el 63,3 % de la variacion. El indice de bondad de ajuste
fuer=10.96694.

A partir de los datos de latitud y longitud de todas las poblaciones, se calculd una matriz
de distancia en kilometros, con el programa PASSaGE. Se compard con la matriz de distancias
geneticas (TABLA 8), a través del test de Mantel y la probabilidad de dicha correlacion a través
de un test a dos colas. Ambos parametros de distancia presentaron un indice de correlacién

negativo » = -0,09 y no significativo, verificandose la hipdtesis nula: no existe una relacion lineal

entre los valores de ambas matrices, ni estructuracion espacial de la variabilidad.

Las redes “median-joining” se calcularon sélo para aquellos haplotipos asignables a los
mismos subhaplogrupos, el mayor grado de diferenciacion estudiado con marcadores binarios.
Se relacionaron asi 71 individuos de las cinco poblaciones estudiadas incluidos dentro de Q1a3a
(GriFico 5) y 48 dentro de R1 (Grarico 6). Estos computos, al igual que la gréfica de la curva de
distribucion mismatch, no consideran todos los linajes presentes en Azampay ni en las restantes
localidades, pero abarcar otros haplotipos sin mas precision sobre su haplogrupo, tal como es el
estado de conocimiento hasta el momento, arrojaria resultados confusos y llevaria, con toda

probabilidad, a conclusiones erroneas.

o4
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ADN MITOCONDRIAL

De todo el material biolégico obtenido en los cuatro viajes a la comunidad, el genoma
mitocondrial es el mas representado, ya que los 126 habitantes de Azampay poseen varias
copias de esta organela en cada una de sus células. Dadas las caracteristicas comprobadas de
su herencia uniparental por estricta via materna, es también una informacion sobre la variabilidad
que puede resultar altamente redundante. Toda la descendencia de una muijer porta las mismas
mitocondrias que su abuela, contar entonces con las genealogias completas, nucleares y
extensas, de todas las personas censadas, facilité en enorme medida la seleccidon de las
muestras con las que trabajar. La relacion madre-hijo se considerd en todos los casos como
indubitada. Bastaria entonces con la secuenciacion del ADN mitocondrial de una mujer por
familia para conseguir toda la informacion deseada, pero fue necesario atender a una serie de

particularidades:

- En la comunidad no se registraron adopciones, pero si la crianza de nietos por sus
abuelos y en algunas familias no fue posible establecer si el menor es hijo de un hijo o
de una hija, representa por tanto la probabilidad de mas de un linaje mitocondrial en un
mismo grupo doméstico

- Las genealogias permitieron conocer datos personales sobre los hombres y mujeres que
integraban el nucleo fundador, pero no sobre sus antecesores. La posibilidad que estas
personas compartieran en el pasado algun pariente femenino no podia descartarse en
forma absoluta.

- Los apellidos se heredan por linea paterna solo si el progenitor masculino reconoce sus
hijos en el Registro Civil, de lo contrario se registran con el nombre de la madre. Una
mujer puede tener hijos y estos llevaran el mismo apellido que sus primos, hijos de un
hermano vardn. Se registraria en esta familia un solo apellido, pero existen dos linajes
mitocondriales distintos.

Se secuenciaron entonces las Regiones Hipervariables | y Il de 29 muestras consideradas

como representativas de la posible variabilidad presente en la comunidad.

TABLA 10 — SUB-HAPLOGRUPOS Y HAPLOTIPOS MITOCONDRIALES EN AZAMPAY



En base a las mutaciones caracteristicas, se asignaron los haplogrupos, se definieron
los haplotipos y esta informacion se trasladé a todos los habitantes emparentados, resultando en
un total de 16 linajes mitocondriales distintos. El haplogrupo B2 es el mas representado y el que

exhibe mayor diversidad, le siguen en importancia numérica C1b y A2, aunque es méas diverso

HAPLOGRUPOS n HAPLOTIPOS
A2 10 4
B2 79 9
Cib 36 2
D1 1 1

este ultimo, en tanto solo un individuo result6 asignable al haplogrupo D1.

TABLA 11 - LINAJES FEMENINOS POR APELLIDO

Cédigo de APELLIDO

g A B C D E F G I J K L MNO Total n
3

1 - - - - ° 1 5
2 - - - - ° 2 2
3 - - e ° 2 2
4 - . - - 1 1
5 - - .- ° ) 2 3
6 - - o - ° ° 3 20
7 - - - e 1 1
8 o - - - 1 2
9 - - - - ° 1 8
10 - - - - ° 1 1
11 - - - - ° ° 2 6
12 o o o o e o ° 7 34
13 - - - - ° 1 1
14 o o - - e 3 10
15 - o e o ° 4 26
16 - - - e 1 1

Total 3 3 35 1 3 4 2 2 1 1 1 1 1
n 17 20 12 13 5 11 28 5 4 2 2 3 1 1 126



TABLA 12 - LINAJES FEMENINOS
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Al relacionar cada linaje mitocondrial con los apellidos de sus portadores, 8 se
constataron como comunes a mas de un apellido, en tanto los 8 restantes resultaron Unicos.
Estos dos sistemas de herencia se transmiten en Azampay en forma independiente del sexo.

En todos los casos, se buscé identificar el nombre de la madre o abuela fundadora,
trabajando en base a las entrevistas y las genealogias. Se reconocieron las cuatro lineas
femeninas que formaron parte del nucleo fundador de Azampay (destacadas en gris), incluida
aquella cuyo apellido no se encuentra hoy entre los pobladores. De los 16 linajes, 8 son
susceptibles de desaparecer del registro, ya sea por estar representados solo por varones (6

casos) 0 por mujeres que solo tuvieron descendencia masculina (2 casos).

TABLA 13 - HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES POR LOCALIDAD

AZAMPAY  CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy
A2 10 (7,9%) 20(20%) 8(12,3 %) 9(12,5%) 8 (20%)
B2 79 (62,7%) 10(10,1%) 25(38,5%) 4(5,5%) 17 (42,5%)
C1 36 (28,6%) 27 (27,3%) 20 (30,8%) 35 (48,6%) 9 (22,5%)
D1 1(0,8%) 31(31,3%) 8(12,3%) 19(26,4%) 5 (12,5%)
No Americanos - 11(11%) 8 (12,6%) 5(6,9%) 1(2,5%)
n 126 99 65 72 40

Se compararon las frecuencias de los distintos haplogrupos entre las localidades de
Catamarca, Salta, Tucuman y Jujuy (Tamm y col, 2007; Santos y col, 2008; Motti y col, 2008 y
Motti 2009, inédito). Los valores mas altos se sefialan en negrita y corresponden al haplogrupo B
para Azampay, Salta y Jujuy, en San Fernando del Valle de Catamarca solo representa 10%,
porcentaje que desciende a 5,5% en San Miguel del Tucuman. El componente extra americano
es una fraccion pequefia del total de las muestras en las ciudades capitales y esta

completamente ausente en Azampay.

TABLA 14- FsT POR POBLACION

AZAMPAY CATAMARCA SALTA TUCUMAN JuJuy

Fsr 0.12851 0.12439 0.12473 0.12596 0.12526
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Se calculd el indice Fst sobre frecuencias de haplogrupos. Los valores por poblacion son

muy similares en las cinco localidades consideradas, registrandose un pequefio incremento en

Azampay.

TABLA 15 - ANALISIS DE LA VARIANZA MOLECULAR (AMOVA)

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE COMPONENTES DE  PORCENTAJE
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS LA VARIANZA DE VARIACION
Entre
poblaciones 4 16,564 0,04843 12,61
Dentro de
poblaciones 401 134,589 0,33563 87,39
TOTAL 405 151,153 0,38406
iNDICE Fsr 0,12609

Los resultados de AMOVA considerando todas las muestras como un unico grupo
mostraron un porcentaje de variacién mayor al interior de las poblaciones que si se las compara
entre ellas. Estos valores resultaron estadisticamente significativos con un P = 0.

TABLA 16 - MATRIZ DE REYNOLDS DE DISTANCIAS GENETICAS (bajo la diagonal) Y PROBABILIDADES DE DIFERENCIACION

(sobre la diagonal) ENTRE POBLACIONES

AzAMPAY CATAMARCA  SALTA  TUCUMAN  JuJuy

AZAMPAY - 0.00000  0.00000 0.00000 0.02703
CATAMARCA  0.26629 - 0.00000 0.01802 0.00000
SALTA 0.06631 0.06089 - 0.00000 0.49550
TUCUMAN 0.31313 0.02697  0.09089 - 0.00000
Jujuy 0.04651 0.07801 0 0.13666 -

Valores de P < 0,05 en negrita
Numero de permutaciones=17000

Si se computa el indice FST tomando las poblaciones de a pares, Azampay tiene las
maximas distancias significativas con Tucuman, seguido de Catamarca, en tanto las menores se

registran con Jujuy y Salta.



GRAFICO 8 - ARBOL UPGMA

Azampay

‘ Salta

‘ Jujuy

Catamarca

Tucuman
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A partir de la matriz de Reynolds de distancias genéticas, se computé un arbol de
clasificacion filogenética. Se definieron dos agrupaciones: una que comprende Salta y Jujuy,
siguiendo en inclusion Azampay y otra mas divergente con Catamarca y Tucuman. El

coeficiente de correlacion cofenético fue » = 0,63, un valor sub-6ptimo.

GRAFICO 9 - COORDENADAS PRINCIPALES

0.19
Tucuman
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Azampay
= Salta e
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Ejel
En el Anédlisis de Coordenadas Principales, basado en la misma matriz de Reynolds, el

Eje | acumulé el 95,4 % de variacion. Azampay es la localidad que més diverge de Catamarca,
agrupandose con Salta y Jujuy. El indice de bondad de ajuste fue » = 0.97269
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Con el programa PASSaGE se compararon nuevamente las matrices de distancias
genéticas y en kilémetros de una localidad a otra, a través del test de Mantel, resultando un
indice de correlacion negativo » = -0, 19 y no significativo. A este nivel de analisis, no es posible

asociar la distribucion de la variabilidad de haplogrupos con el espacio geografico ocupado.

GENEALOGIAS

En la construccién de genealogias se establecieron dos niveles de relacion: uno maximo
0 extenso, que incluye a todos los individuos relevados en las entrevistas como emparentados
por algun tipo de nexo y otro minimo o nuclear, que registra solo a aquellas personas que
pertenecen al mismo grupo doméstico (ver INTRODUCCION). La articulacidon entre ambos niveles
hizo posible conectar a las 126 personas censadas durante los viajes, en una sola imagen
(GRAFICO 7), con un total de 228 individuos incluyendo antepasados y descendientes. De ellas,
201 resultaron emparentadas, ya sea por vinculo sanguineo o politico, al denominado nucleo

fundador
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Un linaje familiar puede definirse a partir de una caracteristica comun y heredable, como
los apellidos. Estos rasgos culturales, que se transmiten a través de un mecanismos vertical
(patri y/o matrilinealmente) comparable a la transmision genética, resultan un potencial recurso
en el analisis de la diversidad humana. (Bedoya y col, 2006). Partiendo del total de nombres
registrados, la variabilidad en Azampay es baja, lo que resultaria hasta cierto punto coherente
con la poca cantidad de personas que alli habitan. No se distribuyen entre la poblacion en forma
homogénea (ver RESULTADOS - GRAFICO 1), algunos estéan representados por hasta 28 individuos
mientras que otros sdélo cuentan con un portador. Estas disimilitudes numéricas podrian
esperarse en el caso de los apellidos exclusivamente femeninos, segun el sistema de registro
vigente en nuestro pais hasta el afio 2008, los hijos de una pareja recibian el apellido paterno y
el materno se perdia. Este linaje puede no desaparecer si la mujer tiene hermanos varones y
éstos a su vez, descendencia reconocida. De darse siempre este sistema de herencia, en cada
generacion existe uno (el apellido materno) y hasta dos linajes que se pierden (en el caso de una
mujer sin hermanos o sin sobrinos). Los censos pueden ser la Ultima ocasion de registrarlos.
Esta explicacion puede aplicarse al caso de Azampay sélo en forma parcial, si bien se dan aqui 4
casos de apellidos exclusivamente femeninos, éstos comprenden a 7 mujeres y algunas
comparten un vinculo filial. Como ya se expuso en INTRODUCCION, la pauta de registro nominal en
Azampay es diferente y podria clasificarse como informal, los grupos domésticos pueden estar
integrados solo por la madre y sus hijos y nietos. En la comunidad no se sanciona ni pesa ningun
juicio de valor sobre este tipo de estructura familiar, las mujeres pueden no formar una unién de
pareja estable y tampoco renuncian a la maternidad. Muchos de los linajes tienen en su origen
so6lo una abuela, cuyo apellido heredd toda su progenie, tanto femenina como masculina y sus
probabilidades de transmision a los nietos dependera de la eleccion conyugal de los hijos, pero
no sera prohibitivo en ningun caso. Los varones pueden tener descendencia y no asentarla con
su nombre y las mujeres pueden tener hijos en independencia de un vinculo de pareja.

En base a la documentacion, esta comunidad tiene un siglo de existencia (Zubrzycki,
2008), los linajes locales identificados serian casi tan antiguos como el pueblo: 7 de los 15

apellidos actuales ya estaban presentes en las 8 personas que lo fundaron. Es importante



destacar que los Unicos apellidos heredados a la primera generacion de azampefos fueron los
paternos. A partir de este punto, se perdieron los 4 nombres maternos y pudieron integrarse
nuevos apellidos a la comunidad, por establecer alli su residencia los conyuges de cada nueva
pareja. Entre éstos, se vuelven a presentar 3 de los 4 apellidos femeninos del nucleo fundador,
parte de los 15 que se encuentran entre los residentes hoy. Si bien no existen datos precisos
sobre el origen de estos linajes aldctonos, las pocas referencias en las entrevistas sugieren una
procedencia zonal, dentro de los limites provinciales. En el estado actual de conocimiento, no se
puede descartar la posibilidad de algun vinculo de parentesco entre aquellos nuevos habitantes,
parejas de la primera generacion local y las familias de las madres fundadoras. Esta fue una de
las razones que fundamentaron el criterio de seleccion de muestras, para la secuenciacion de la
Region Control del genoma mitocondrial.

Por otra parte, tampoco puede descartarse absolutamente la simple recurrencia nominal.
En el afo 2005, Dipierri y colaboradores publicaron un estudio sobre la estructura poblacional y
el patron de migracion reciente en el Noroeste argentino, considerando Salta, Jujuy, Tucuman,
La Rioja, Catamarca y Santiago del Estero, utilizando apellidos como elemento analitico. Su
fuente de datos fue el padrén electoral nacional del afo 2001, que comprendia 2.576.548
individuos para el NOA y 178.659 asentados en Catamarca, distribuidos diferencialmente entre
sus 16 departamentos. Si bien este registro es parcial, porque sdlo considera a las personas
mayores de 18 afos, es numéricamente importante, incluye individuos de ambos sexos y puede
considerarse como una muestra representativa del total poblacional. El padrén catamarquefo
comprendia en ese momento 6370 apellidos diferentes, entre los que se encuentran los 15 de
Azampay, con las siguientes frecuencias: Aibar (0,74%), Campos (0,14%,), Cardoso (0,17%),
Casimiro (0,13%), Coria (0,04%,), Gonzalez (1%), Marcial (0,30%), Morales (0,63%,), Moreno
(0,91%), Ochoa (0,19%,), Ortiz (0,33%), Pachado (0,16%), Titos (0,07%), Aballay (0,07%,) y Cruz
(0,46%). No es posible reconstruir la historia particular de cada linaje a lo largo del siglo, pero no
desaparecid (por migracion o por fallecimiento sin descendencia de los ultimos individuos
portadores) ninguno de ellos del registro provincial y se advierte cierto regionalismo en su
distribucion. Por ejemplo: Ortiz es uno de los apellidos femeninos que se pierden, pero vuelve a
introducirse por migracion. En el padron electoral de 2001, para el departamento Belén, al que
pertenece Azampay, este apellido tiene una frecuencia de 0,86%. En el departamento Santa
Maria, con el que limita exactamente al este, la frecuencia cae a 0,02%.

Si bien la construccion del pasado es un proceso complejo, individual y colectivo, es
posible que la memoria oral de los azampefos sobre la procedencia de sus antecesores, sea

testimonio de eventos histéricos reales. Como ya se expuso, 14 apellidos son foraneos
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(incluyendo al denominado devocional) y uno autéctono. Los nombres extranjeros se imponian
por bautismo y pueden resultar comunes a linajes no emparentados por descendencia. En esta
porcion de Catamarca, algunos pueden haber sido mas frecuentes que otros, dando en los
primeros afios de Azampay dos familias con el mismo apellido sin lazos de parentesco.

Otro abordaje a la diversidad a partir de este marcador cultural heredable, es su
correlacion con la herencia del cromosoma Y, de padres a hijos varones (Manrubia y col, 2003;
Zei y col, 2003; Bodwen y col, 2007). En ocasiones, los mismos fonemas que se transformaron
en apellidos pueden aportar informacion sobre su origen linguistico y su posible nacionalidad, del
mismo modo que resultan informativos los haplogrupos para estudiar la procedencia geografica
de un linaje. Se parte del supuesto que, desde su implementacion en Europa durante la Edad
Media, los apellidos se mantuvieron asociados a determinados haplotipos a lo largo de muchas
generaciones, dos varones que compartan el nombre tendrian mas probabilidades de compartir
efectivamente un antepasado por linea masculina, que si tuviesen apellidos diferentes. Pero,
estos dos sistemas demostraron no siempre ajustarse, ya sea por ilegitimidad del vinculo o
adopciones (Sykes e Irven, 2000; Jobling, 2001; King y col, 2006; McEvoy y Bradley, 2006; King
y Jobling, 2009). En América los apellidos se utilizan desde hace cinco siglos, muchos de los
nombres introducidos tienen sus homologos fuera del continente, pudiendo considerarlos
entonces como polifiléticos. En el caso de Azampay, de los 10 apellidos con portadores
masculinos, sélo 3 resultaron ser monofiléticos (RESULTADOS — TABLA 2) y en 2 de ellos es una
condicion obligada, estan representados sélo por una persona. De resultar una completa
correlacion entre apellidos y cromosoma Y, se esperarian 44 linajes diferentes, los necesarios
para designar a cada uno de los haplotipos identificados. Esta pluralidad bioldgica, enmascarada
bajo una nominal mucho menor, puede asociarse a sucesos como paternidades no asignadas o
adopciones, tal como se refiere en la bibliografia citada. Pero sobre todo debe considerarse la
norma informal en el registro del apellido en Azampay, con un alto indice de transmision a través
del progenitor femenino. En Aicufa, una localidad rural de La Rioja, Bailliet y colaboradores
(2001) también describen disimilitudes entre apellidos y linajes moleculares masculinos, como
consecuencia de infrecuentes pautas de herencia en el pasado de la comunidad. Los estudios
sobre parentesco en Azampay (Maffia y col, 2004) y los resultados presentados en esta tesis,
refieren una situacion similar, pero contemporanea, sostenida a lo largo del tiempo. En nuestro
continente, dada su historia, los apellidos pueden resultar marcadores informativos, pero su

empleo debe realizarse con cautela (Gémez, Avila, Bricefio, 2008).
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En la TABLA 3 de RESULTADOS, se expusieron las haplogrupos de cromosoma Y y sus
respectivas frecuencias para cada poblacion analizada, describen los componentes de cada
muestra y su posible origen geografico. El subhaplogrupo Q1a3a es un linaje masculino nativo,
su distribucion se encuentra exclusivamente restringida a América y a las areas proximas a
Beringia en Asia (Lell y col, 1997, 2002). Esta altamente representado en Jujuy (65%), siguiendo
en importancia Salta (44%) y decae en las otras localidades en forma notable. Si bien en una
primera comparacion a nivel de haplogrupos, se registra una diversidad coherente para este
conjunto de muestras del NOA, la distribucion tan polarizada entre linajes autdctonos y extra
continentales diferencia claramente a Jujuy y Salta del resto. Puede ser efecto de un posible
sesgo de muestreo o deberse a caracteristicas historico-poblacionales en el conjunto mayor de
estos dos centros urbanos y su area de influencia. Al momento de la conquista espariola, la
distribucion de habitantes en el continente era desigual, las mas altas densidades se registraron
en Mesoamérica y los Andes centrales, organizadas en complejas urbes y sostenidas gracias al
desarrollo agricola y comercial a gran escala (Bonavia, 1991). Luego del contacto inicial, la
expansion extranjera y la instalacion colonial ocasionan un verdadero derrumbe demografico de
la poblacién autdctona. Las causas fueron multiples, ademas de los enfrentamientos armados,
deben considerarse los brotes epidémicos, las hambrunas generalizadas y las empobrecidas
condiciones de vida (Palermo, 2000). Desde las primeras décadas, este nuevo reino de ultramar
recibié contingentes de emigrantes, compuesto por poblacion europea, después por esclavos
desde Aftica y durante la conquista de Las Filipinas, entre 1580 y 1597, se incorpord también
poblacion asiatica (Sanchez-Albornoz, 1990). Durante el siglo XVI, la Corona intentd establecer
politicas migratorias que fomentaran el traslado de mujeres y familias en forma mas importante
que hasta el momento, a fin de desarrollar en la colonia una poblacion espafiola estable. Pero
esta politica no tuvo éxito, los hombres siguieron siendo mayoria entre los migrantes, que
formaban unién con mujeres americanas y se establecié una primera generacion de mestizos
que gozaban de los mismos privilegios que sus padres como ciudadanos europeos. Asi, entre
los siglos XVII'y XVIII, la nueva poblacién de Indias estara formada por un porcentaje muy alto
de origen hibrido. El tronco principal de la estructura demografica lo formaban los amerindios,
que aun representaban hasta el 45% de la poblacién total del continente (Séanchez-Albornoz, op
cit), aunque no alcanzarian nunca la densidad demogréfica de tiempos prehispanicos. A este
porcentaje deberia afadirse la poblacion mestiza, que también incluia su componente amerindio
a través de uno u otro de los progenitores.

Entre los varones de las localidades de Azampay, Catamarca y Tucuman, el haplogrupo

Q1a3a tiene una frecuencia promedio del 11%. Estas muestras comprenden establecimientos
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tanto urbanos como rurales, fueron tomadas bajo el mismo criterio que en Salta y Jujuy e incluso
en Azampay abarca a la poblacién total, sin embargo, la representacion de linajes masculinos
autdctonos varia considerablemente. A modo de ejemplo, puede citarse el trabajo de Garcia y
colaboradores (2008), quienes también emplearon marcadores binarios para identificar
haplogrupos en la region Centro de Argentina. En un total de 109 varones de distintas
localidades de Cdrdoba y San Luis, solo el 7,3% presenté el estado derivado para la mutacion
M3. En un estudio mayor, Wang y colaboradores (2008) analizan 249 individuos de 13 ciudades
latinoamericanas, empleando marcadores autosémicos y microsatélites del cromosoma X.
Encuentran que la fraccion poblacional con ancestria amerindia también presenta frecuencias
muy variables, tanto sea por herencia materna o paterna o por regidn geografica considerada.
Dados los contrastantes patrones de deriva y flujo génico, Tarazona-Santos y su equipo (2001)
propusieron considerar dos grandes grupos cuando se analizan las poblaciones nativas
sudamericanas: el area este (Amazonia y Gran Chaco) y la oeste (region andina), donde la
poblacion exhibe tamarios efectivos mayores y niveles de flujo génico elevados. Con los datos
presentados aqui y sobre un andlisis a nivel de haplogrupo, puede proponerse incluso
diferencias en ese patron dentro de la misma region andina. Las actuales fronteras politicas no
necesariamente definen un espacio geografico, la poblacion asentada en las provincias de Jujuy
y Salta puede estar mas relacionada con la de paises limitrofes que con la de otras provincias.

La distribucién también resulta consistente con las ya aludidas diferencias en la
ocupacion pre-colonial: las ciudades con mayor porcentaje de componente amerindio se
encuentran en regiones que historicamente contaban con mayor densidad poblacional. La
discrepancia con las otras localidades estudiadas puede deberse a caracteristicas de la
migracion actual. Estos aglomerados urbanos son polos econdémicos, que atraen a poblacién de
zonas aledaias y se expanden a través de una migracion regional mas que por un crecimiento
interno y sostenido (Wang, op cit) Este desarrollo puede comprender, entre ciudades de la
misma region Noroeste, componentes de diferente origen.

En Catamarca, Tucuman y Azampay, los haplogrupos con frecuencias mas altas son R
(M207 derivado), R1 (M173 derivado), seguidos en Tucuman del paragrupo F (M89 derivado).
También se registran en Salta y San Salvador de Jujuy, aunque en menor proporcion (entre 20%
y 30% del total). La distribucidn y variabilidad del cromosoma Y tiene un alto grado de
diferenciacion geografica, lo que lo hace un buen indicador de migraciones y mestizajes
tempranos (Rosser y col, 2000). Con los marcadores empleados en este trabajo, el grado de
resolucién no es absoluto, pero todos son informativos acerca del origen de los componentes

masculinos actuales de estas poblaciones y permiten definir dos grandes grupos: los linajes
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nativos americanos por un lado y todos los aldctonos por otro, mucho mas diversos. Para
Azampay, los porcentajes resultaron 12,3% Yy 87,7%, respectivamente. Dentro de esa porcion
extranjera se cuenta el haplogrupo F (M89 derivado), un cluster no-africano, que contiene a
todos los grupos restantes (Underhill y Kivisild, 2007). En el este de Asia, especialmente en la
peninsula Arabiga (Wells y col, 2001) se registran frecuencias elevadas de linajes F. Por otro
lado, R y R1 son haplogrupos caracteristicos de Europa y la region occidental de Eurasia,
presentando una distribucion de sus sub-hablogrupos en forma clinal, con sentido este-oeste
(Balanovsky y col, 2008). Los estudios sobre profundidad temporal han postulado que la
mutacion M173 esta establecida en el Viejo Mundo desde hace 30.000 afios (Semino y col,
2000; Karafet y col, 1999) y su presencia en Europa se asocia a una expansion demogréfica
desde Asia (Cruciani y col, 2002). Finalmente, en sélo una muestra pudo identificarse el inserto
Alu (YAP), caracteristica ancestral comun a los haplogrupos D y E. Esta mutacion se produjo
muy posiblemente en Africa, resultando indice de una temprana colonizacién de Asia (Underhill,
2004) y con una distribucion actual tanto sub-sahariana como en el este asiatico y la cuenca del
Mediterraneo. En sintesis, para los 55 linajes analizados en Azampay, 48 tuvieron un origen
extra-continental y su presencia en la comunidad hoy es resultado de migraciones. En la historia
de Argentina, este fendmeno cobrd dimensiones masivas durante los siglos XIX 'y XX.

Desde el comienzo del proceso independentista, la clase dirigente tuvo conciencia de la
necesidad que se planteaba, en términos econémicos, de producir un veloz y radical aumento de
la densidad poblacional del pais. Una vez organizado constitucionalmente, en 1853, comenzd
una labor de propaganda destinada a la poblacién europea (Longo, 2003). La politica
inmigratoria se orientaba a poblar el campo, desarrollar la economia rural y afianzar asi las
fronteras nacionales, especialmente después de 1880 y la culminacion de la llamada Conquista
del Desierto. El proyecto de nacion incluia el civilizar a la poblacion a través de las instituciones y
la educacion, pero no seria posible de desarrollar en un territorio semi-vacio o que aun
contuviese ciudadanos sobre los que la empresa se consideraba indtil. La inmigracion, entonces

era condicion previa de la civilizacion:

"Se hace este argumento: Educando nuestras masas tendremos orden;
teniendo orden, vendrd la poblacion de fuera. Os diré que invertis el
verdadero método de progreso. No tendréis orden, ni educacion popular,
sino por el influjo de masas introducidas con habitos arraigados de ese
orden y buena educacion" (Alberdi, 1852).
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El atraer contingentes de migrantes europeos se impuso como instrumento fundamental
para construir una nacion orientada al desarrollo (Quijada, 2003). Desde mediados del siglo XIX
hasta comienzos de la Segunda Guerra Mundial, Argentina, junto con Estados Unidos, Canada,
Antillas, Australia y Brasil se convirtio en uno de los seis principales paises receptores. Fue el
segundo en términos de cantidad absoluta de inmigrantes recibidos y en el que tuvo mayor
impacto numérico, dada su demografia original. En el censo nacional de 1914 se registr6 que el
30% de la poblacion total del pais habia nacido en el exterior (Lattes, 1987), fundamentalmente
en ltalia y Espaiia y en menor medida en Polonia, Alemania, Rusia y Suiza. Se produjo un
desequilibrio entre sexos en el rango etario entre 20 a 35 afios, ya que la mayoria de los
inmigrantes eran hombres jévenes. Instalado el modelo econémico agro-exportador, se da un
gran crecimiento urbano y una concentracion de poblacion en el drea pampeana,
fundamentalmente en Capital Federal, Buenos Aires y Santa Fe, mientras que el resto del pais
fue ocupado de manera diferencial.

Para el caso particular de Catamarca, el primer Censo Nacional de 1869 contabiliza 67
extranjeros, residentes en la Capital y en Valle Viejo, Fray Mamerto Esquiu, Belén, Santa Maria,
Tinogasta y Andalgala. Transcurridos casi treinta afos, en el Censo de 1895 la suma asciende a
mas de medio millar de inmigrantes (Trettel de Varela, 1998). Dentro de este total, los
inmigrantes asiaticos figuran en el tercer lugar, después de italianos y espafioles, A fines del
siglo XIX; el principal pais expulsor era El Libano, seguido de Siria, ademas de Israel, Turquia y
Armenia (De Lucas, 2003). Hasta fines de la Primera Guerra Mundial formaban parte del Imperio
Otomano y a muchos inmigrantes de Oriente Medio se los designaban en forma general como
turcos. Fueron el grupo extranjero con distribucion mas uniforme, por lo que alcanzaron
frecuencias importantes en el noroeste, donde no tendia a instalarse la migracion europea
(Abdelwahed, 2000).

En la actualidad, ningun habitante de Azampay relaciona su historia familiar con un
evento migratorio desde otro continente. La memoria oral recupera sucesos hasta dos o tres
generaciones atras, los desplazamientos y cambios de residencia evocados se dan en un circuito
que involucra sélo a algunas provincias del NOA. La informacion obtenida en las entrevistas es
susceptible de mutar por diversas causas —olvido, omisién o desconocimiento de algunos
hechos, seleccion consciente o inconsciente de lo narrado segun la imagen personal que se
desea proyectar — pero también constituye una fuente de gran valor. Los pobladores se
consideran a si mismos como criollos, empleando este término como sindnimo de lugarefio
(Tobisch y Salceda, 1998) y en los casos en que aun se recuerda el dato, el origen de las

familias se sefala en otras localidades de altura, dentro de la misma provincia catamarquena.
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Estas referencias retroceden casi hasta la época sefialada como fundacional para Azampay, a
principios del siglo XX. Ya se ha sefialado la baja diversidad de apellidos, evidente incluso
desde la perspectiva historica que permite la técnica genealdgica. Entre los 55 varones
analizados, se identifican 5 haplogrupos, pero para considerar adecuadamente su diversidad, se
combind esa informacion con los datos sobre microsatélites. En la TABLA 4 de RESULTADOS se
presentan los 44 linajes definidos para la localidad y su comparacion con los 167 definidos para
San Salvador de Jujuy, San Miguel del Tucuman, Salta y San Fernando del Valle de Catamarca.
Las mayores coincidencias se registraron con estos ultimos, con dos casos de linajes
compartidos y dos homoplasias, en las que la identidad se da sélo entre haplotipos, englobando
haplogrupos distintos.

La similitud entre Azampay y San Fernando del Valle de Catamarca vuelve a verificarse
cuando se comparan las frecuencias alélicas (ver ANEXO — TABLA 2), ambas poblaciones
comparten los mismos alelos modales en seis de los siete microsatélites. Resulta destacable el
caso del alelo 11 del locus DYS 391, modal en Catamarca y Azampay, pero que en el resto del
NOA no presenta frecuencias muy importantes. Este sistema es uno de los que tienen tasas
mutacionales mas bajas. Si se considera que la ocupacion efectiva de Azampay data de un siglo
atras, es posible que su poblacion esté historica y bioldgicamente mas relacionada con aquella
de la misma provincia que con la de otras localidades consideradas.

Los distintos indices de diversidad calculados se reunen en RESULTADOS - TABLA 4.
Ademds de su valor descriptivo, facilitan una comparacion general y permiten inferir
consecuencias debido a las variaciones en el tamafo efectivo poblacional. La diversidad
haplotipica resulté igual a 1 en todos los casos, dandose en Tucuman un desvio estandar mayor.
Siguiendo a Gonzalez-Andrade y colaboradores (2006), es importante destacar que en sistemas
haploides como el ADN mitocondrial y el cromosoma Y, este parametro es equivalente a los
parametros forenses de informacion a priori, como el poder de discriminacion o de exclusion en
los casos de filiacion. La diversidad haplotipica se definid como la probabilidad de que dos
linajes seleccionados al azar sean diferentes entre si y los valores obtenidos sefialan esa
probabilidad como total. EI conjunto de 7 loci de microsatélites empleados, combinado con los
datos de marcadores binarios, tiene el poder de discriminar correctamente individuos varones no
relacionados en todas las poblaciones, pero no resultan todas igual de heterogéneas, al menos
no en la cantidad de alelos registrados. El indice de diversidad génica promedio para Azampay
es el mas bajo. Como se calcula considerando todos los alelos para cada locus, este valor final
puede reflejar tanto las diferentes tasas mutacionales de cada uno como la pérdida de alelos por
reduccion del numero efectivo. La cantidad de linajes en Azampay (n=44) es muy similar a la
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de Salta (n=41) y un poco inferior a la de Catamarca o Jujuy, pero a diferencia de esas
ciudades, los 44 haplotipos analizados son la totalidad del universo masculino en una poblacién
cuya densidad demografica no es en absoluto equiparable al resto. En estas circunstancias, su
promedio de baja diversidad génica resulta coherente, Azampay tiene el segundo rango alélico
mas bajo. Este valor esta directamente relacionado con el indice Garza-Williamson, que es igual
a 1 o0 presenta valores muy cercanos a la unidad, tal lo esperado para poblaciones estacionarias,
salvo en el caso de Tucuman. Puede considerarse como un efecto producto del muestreo.

En GRAFICO 2 se presenta el resultado del andlisis de distribucion mismatch. Para llegar
a ese histograma, se computaron las frecuencias en cantidad de diferencias de nucledtidos para
cada alelo, comparando los haplotipos de a pares. Una distribucion unimodal, con un gréfico en
forma de campana, se considera caracteristico de una poblacion que ha atravesado un periodo
importante de expansion demogréfica (Aris-Brosou y Excoffier, 1996; Basu y col, 2003). Las
mutaciones que se hayan producido a lo largo del tiempo desde que se inicié el crecimiento,
seran especificas de cada linaje, la magnitud de las diferencias entre linajes tenderan a
acumularse alrededor de un valor modal (Pereira y col, 2001). En este tipo de estudio se asume
que la muestra es representativa, una condiciéon que podia resultar problematica en el caso de
Azampay. Aunque los 44 haplotipos (detallados en TABLA 4) son la totalidad de linajes
masculinos presentes, la localidad completa, no son todos asignables a los mismos haplogrupos.
Los polimorfismos a este nivel se consideran como eventos unicos, con un ritmo evolutivo
diferente del de los microsatélites. Incluir linajes indiscriminadamente en una misma matriz,
podria conducir a una apreciacién equivocada de la dindmica poblacional. Lo mismo se aplica a
las homoplasias encontradas (TABLA 4), si no se hubiesen considerado los marcadores binarios,
se podria haber caido en el error de proponer para dos muestras una historia comun, cuando
solo existe una similitud de estado. Entonces, siguiendo a Lewis y colaboradores (2004), para el
andlisis de distribucion mismatch los haplogrupos se consideraron separadamente, a fin de no
obtener un patrén falso de diferencias. En Azampay se definieron 17 linajes del sub-haplogrupo
R1, que se compararon de a pares y resultd en una distribucion bimodal, con una grafica
irregular. Estas curvas quebradas se observan en poblaciones de tamafio estable, con
heterogeneidad de haplotipos (Tofanelli y col, 2009). Anteriormente se destacé que Azampay es
la localidad con la menor diversidad génica promedio (TABLA 5). Este resultado puede parecer
incoherente con la idea de heterogeneidad, pero en el célculo de diversidad se consideraron
todos los linajes masculinos y aqui se toman solo los R1, que presentan una historia evolutiva
con alelos bien diferenciados. Azampay es una poblacion en equilibrio, con una baja cantidad de

habitantes y a la vez registra una tasa global de fecundidad (5,3 hijos por mujer) mas alta que la
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promedio para la provincia (3,2 en Catamarca, INDEC 2001). Dado que su densidad demografica
no se modifica, resulta evidente que su estabilidad no se resuelve en forma interna. Como se
discutira mas adelante, uno de los mecanismos mas significativos en el mantenimiento del
tamario constante de la poblacion es su inclusion en un circuito mas amplio de migraciones.

En las comunidades humanas no existe panmixia. Las elecciones dentro un conjunto de
potenciales parejas responden a un patrén definido de preferencias, a partir de un conjunto
particular de valores, variando las oportunidades, la libertad y el tamafio del universo sobre el
que esas elecciones pueden hacerse. Dado que la diversidad de una poblacién puede
estructurarse potencialmente si en su desarrollo histérico se conforman subpoblaciones, el indice
RST puede medir la distribucion de la diversidad entre los diferentes niveles jerarquicos. En
RESULTADOS - TABLA 6 se presentan los valores obtenidos para cada una de las localidades,
correspondiendo a Azampay un valor de RsT=0,18638, lo que significa que el 18,6% del total de
variacion en las frecuencias alélicas se da entre subpoblaciones, con el corolario que el 81,4%
restante se da dentro de las mismas. Un valor igual se obtuvo para Jujuy y los demas no
divergen en ningun caso a mas de un punto. En humanos, a diferencia de otras poblaciones de
mamiferos, las mayores proporciones de diversidad se dan dentro de cada subpoblacion (Jobling
y col, 2004, Lewis y col, 2004), una caracteristica que se observa incluso a nivel mundial
(Kayser, 2001). Ahora bien, si los procesos de deriva génica se traducen como subpoblaciones
altamente diferenciadas, esta proporcion aumentara, mientras que si el flujo génico entre ellas
mantuvo su similaridad, esta proporcion serd menor y los indices se aproximaran a cero. Los
resultados para las cinco localidades analizadas resultan homogéneos, no se registran valores
tan bajos como para suponer un flujo génico elevado, pero tampoco como para considerar a
cada una como una entidad independiente.

En el calculo de AMOVA (RESULTADOS - TABLA 7) se consideraron todas las poblaciones
como un mismo conjunto, a fin de entender de qué modo se distribuye la variabilidad a este nivel.
El mayor porcentaje de variacion se di6 dentro de cada localidad (81,84%5), mientras que las
divergencias entre ellas no fueron elevadas (/8,16%,). Para este computo se usaron
frecuencias haplotipicas, que permiten visualizar diferencias entre poblaciones al presentar los
microsatélites mayores tasas mutacionales (Kharkov y col, 2008). Los valores finales fueron
estadisticamente significativos, descartando la posibilidad de que se deban a un ordenamiento
arbitrario. Azampay es la unica localidad rural, mientras todas las muestras restantes provienen
de ciudades con una dinamica poblacional mucho mas compleja. Si sus diferencias en este nivel
fuesen tan acusadas, el reunirlas en un mismo grupo hubiese modificado los porcentajes,

incrementando la variabilidad entre grupos. Azampay permanece en cierto grado de aislamiento

18



dada su ubicacion geografica, las caracteristicas de su entorno y las dificultades en el transporte,
pero no esta aislada poblacionalmente.

En la TABLA 8 se presentan las distancias genéticas apareadas, basadas en los indices
RST obtenidos. Las comparaciones se establecieron entre todas las localidades, resultando la
menor distancia para Azampay con Catamarca (0,08), un valor estadisticamente significativo
que se ajusta a la propuesta de mayor afinidad entre ambas poblaciones, también sostenido en
los registros orales de los informantes. Si ademas se consideran los antecedentes histdricos
sobre la génesis de Azampay y que presenta la mayor cantidad de linajes (haplogrupos y
haplotipos, TABLA 4) compartidos con Catamarca, los resultados obtenidos podrian estar
reflejando una relacién ancestral con componentes de la misma provincia y una incorporacion
menor de poblacion foranea. En el mismo sentido apuntan los datos de la matriz de valores M
(RESULTADOS - TABLA 9). Calculada sobre frecuencias de microsatélites, Azampay intercambiaria
5,41 varones por generacion con San Fernando del Valle de Catamarca y 4,36 con Salta,
valores relevantes en una comunidad con tan baja densidad demogréfica, ya que supondria que
5 varones se trasladan a Catamarca al tiempo que otros 5 se instalan en Azampay. Debe
notarse que se han incluido sélo datos del cromosoma Y, representando una fraccion de la
poblacion total. Se asume que, entre una generacion y la siguiente, transcurren 25 afios en
promedio (Underhill y col, 1996; Kayser y col, 2000; Cruciani y col, 2002; Bedoya y col, 2006).
Considerando el siglo que ha pasado desde la ocupacion de los campos comuneros hasta el
Azampay actual, se esperaria un minimo de cuatro generaciones. Sin embargo, tal como se
presenta en RESULTADOS — GRAFICO 7, desde la instalacion del nucleo fundador hasta el
presente, pueden contarse siete generaciones en total, lo que reduce el lapso de tiempo entre
unay otra a 14 afos. Si se aborda a los azampefos hoy ¢ quiénes representan esa fraccion de
migrantes? En el pueblo, son pocos los casos registrados de personas nacidas en otra localidad
que se instalaron en forma definitiva y generalmente lo hicieron por establecer una relacién de
pareja con algun local. Estos valores son acusadamente dispares si se los compara con la
notable tasa de fecundidad. Ya se ha sefialado que la familia en Azampay es de tipo informal,
donde los grupos domésticos pueden estar integrados soélo por una muijer y todos sus hijos, los
que tienen diferentes progenitores que no siempre residen en la comunidad. En este contexto, un
nacimiento puede considerarse como el establecimiento de un migrante.

En el arbol de clasificacion filogenética obtenido a partir de la matriz de distancias RsT,
las poblaciones que forman un agrupamiento concreto son Catamarca y Salta, con Azampay
ubicado a muy poca distancia. La muestra de Jujuy es, de las cinco localidades consideradas, la

que se ubica a mayor distancia. Entre los posibles métodos jerarquicos de agrupamiento, se
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discute la aplicacion de arboles filogenéticos, aunque su fiabilidad en la reconstruccion de
relaciones evolutivas esté bien establecida (Seielstad y col, 1999). En el caso analizado de las
cinco poblaciones, la resolucion del arbol concuerda con comparaciones anteriores en base a
otros indices, aunque debe destacarse que su coeficiente de correlaciéon no es 6ptimo (r =
0,85). El andlisis de Coordenadas Principales registra la misma tendencia: Azampay, Catamarca
y Salta nuevamente se agrupan en un extremo, lo que podria sugerir una mayor relacion
historico poblacional entre ellas, mientras Jujuy es la muestra que mas se aparta.

Comparando en un test de Mantel la matriz de valores RST para las cinco poblaciones en
relacion a las distancias geogréficas entre ellas, no se detectd ninguna asociacion significativa.
Al computarse a partir de las coordenadas expresadas en grados de latitud y longitud, las
mayores dimensiones no exceden los 500 kilémetros lineales y no consideran las
particularidades del relieve en la regién. De existir alguna caracteristica geografica, puede operar
tanto como barrera al desplazamiento poblacional o como via que lo facilite y no seria detectada
a través de esta metodologia. También debe destacarse que las comunidades humanas se
desarrollan frecuentemente en independencia a las peculiaridades del escenario que ocupan y la
distribucion de su diversidad puede responder a multiples factores. Basu y colaboradores (2003)
analizaron marcadores autosdmicos y uniparentales en muestras de distintas castas en 44
poblaciones con diferentes idiomas y emplazamientos en India, sin encontrar que la gran
variabilidad genética tenga relacion con la distribucion espacial de las localidades. En un estudio
similar, con marcadores uniparentales en 6 poblados del norte de Tailandia, Besaggio y
colaboradores (2007) concluyen que la diversidad estd mas asociada a las diferencias
lingliisticas y a las pautas matrimoniales que a las distancias geograficas. En el caso
contemplado en esta tesis, sin darse rasgos culturales tales, los individuos mantienen un circuito
de migraciones que culmina en grados variables de diferenciacion genética y no estaria asociado
a las distancias en kilémetros.

Como se especificd anteriormente, las redes median-joining se calcularon sdlo con
aquellos haplotipos que compartiesen el mismo haplogrupo. La red Q1a3a (GRAFICO 3) reune 71
individuos de las cinco poblaciones estudiadas, incluyendo mayormente muestras de San
Salvador de Jujuy, la localidad en la que presentd frecuencias mas altas. El haplotipo méas
representando incluye 7 individuos de Jujuy y Salta, se distancia a un sdlo paso mutacional del
considerado modal en amerindios y propuesto como uno de los fundadores en el continente
(Bianchi y col 1998, Ruiz-Linares y col 1999, Tarazona-Santos y col 2001). Se trata de una
muestra de Jujuy, ocupa una posicion central en la distribucion y se designa como HpO. Los

cinco haplotipos M3 derivados de Azampay se ubican a tres y cuatro pasos mutacionales, mas



relacionados a muestras del extremo norte que a las de la misma provincia catamarquefia. Como
se comparé en RESULTADOS-TABLA 3, el haplogrupo amerindio tiene alli baja frecuencia, sélo 5
varones se incluyen en esta red, con posiciones muy marginales en relacion al fundador. Dada
esta conformacion, es posible suponer un origen fuera de los limites provinciales para los linajes
americanos, tanto de Azampay como de la muestra de Catamarca. En la red, una serie de
haplotipos forman un agrupamiento particular. Se sefialan con una flecha en el gréfico 3, son 20
muestras que comparten el alelo 14 en el locus DYS 393, una caracteristica de identidad ya
reportada en la bibliografia como de distribucion micro-regional dentro del NOA (Martinez-
Marignac y col, 2001).

La red R1, uno de los haplogrupos mayoritarios en Azampay, incluye 48 individuos de
todas las localidades (GRAFICO 4). El haplotipo central estd representado en una muestra de
Salta y en relacion a él, los linajes mas frecuentes se encuentran a uno y dos pasos
mutacionales, mientras los restantes se reparten a distancias mayores. Todos los haplotipos
azampefios aparecen relacionados a linajes de San Fernando del Valle de Catamarca, tanto sea
a los compartidos (TABLA 4), como a otros tipicos de esta poblacion y es a partir de ellos que se
alejan del haplotipo central. Los datos se procesaron con el algoritmo “star contraction”, que
rene en un mismo nodo todos los posibles linajes relacionados a partir de un evento histérico de
expansion demografica. En esta red se verificaron dos agrupamientos, sefialados en el grafico
con un asterisco. Engloban 7 varones de Azampay no relacionados genealdgicamente, a esos
nuevos nodos no se une ningun otro haplotipo de otra poblacién ni se observo este fendmeno de

asociacion en otro punto de la red.

El andlisis sobre diversidad de ADN mitocondrial presenté un panorama muy diferente al
expuesto hasta ahora. Los 126 pobladores de Azampay poseen un antepasado femenino natural
del continente, resultando representados los cuatro haplogrupos panamericanos detallados en la
literatura (Achilli y col, 2008) y absolutamente ausente cualquier otro oriundo de otra region del
planeta. Esta singularidad distingue a Azampay en el contexto de las localidades del NOA
consideradas aqui, ademas de la elevada frecuencia del haplogrupo B2 (62,7% del total, ver
RESULTADOS - TABLA 13), lo que a este nivel de comparacion se traduce en una mayor similitud
con las muestras de Jujuy y Salta, contrario a lo registrado entre las frecuencias de haplogrupos
del cromosoma Y. Si se evalua Azampay contra los porcentuales de Catamarca, resulta la
segunda poblacion con la que presenta las maximas diferencias, ya que en esta ciudad, ademas
de presentarse una fraccion de linajes extra americanos, la frecuencia de B2 disminuye

notablemente y se incrementa la cantidad de individuos asignables al haplogrupo D1 (31,3%), el
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de menor registro en Azampay. Finalmente, la muestra de Tucuman es la mas divergente del
conjunto y resulta la mas alejada de Azampay.

La dispersion de B2 presenta algunas singularidades regionales en Sudamérica. En
estudios sobre ADN antiguo (Lalueza y col, 1997) se reportd la total ausencia de este haplogrupo
en muestras de poblaciones autdctonas de Tierra del Fuego. Se obtuvieron idénticos resultados
en restos de diferentes sitios arqueoldgicos de Argentina (Demarchi y col, 2001), en tanto
investigaciones sobre grupos aborigenes actuales y poblaciones mestizas (Alves-Silva y col,
2000; Rodriguez Delfin y col, 2001; Lewis y col, 2004; Garcia y col, 2006; Lewis y col, 2007;
Castro de Guerra, 2009) revelan que estan representados los cuatro linajes panamericanos, pero
B2 tiene un mayor desarrollo andino, con frecuencias particularmente elevadas en el Altiplano de
Bolivia y el extremo norte de Chile (Bailliet y col, 1994; Merriwether y col, 1995; Moraga y col,
2000; Rocco y col, 2001; Bert y col, 2001) decreciendo hacia el sur. En las muestras analizadas
aqui, los mayores porcentajes se presentan en localidades situadas en valles de altura y
disminuyen en otros contextos. Azampay es la unica poblacion rural de la muestra, en un valle
de altura en la naciente de un rio, con caracteristicas mas ajustadas a un contexto poblacional
andino.

Contando cada uno con distinto nimero de portadores (desde 1 hasta 34), se identifico
un total de 16 linajes mitocondriales. Esta cantidad es significativamente diferente comparada
con la gran variedad de haplotipos masculinos. En base a las genealogias conocidas, fue posible
asignar el ancestro femenino para todas las muestras y corroborar informacion confusa sobre
grados de parentesco. Se encontrd también que en dos linajes del haplogrupo A2 se incluyen
cuatro pobladores no emparentados por ninguna via conocida. Esta relacion excede los
registros orales y la memoria de los informantes, remontandose hasta un antepasado perdido.
Se construyd una sola tabla (TABLA 11) para comparar la cantidad de linajes definidos a partir de
portar un apellido comun, con la cantidad de linajes mitocondriales. Si la tabla es leida desde
arriba hacia abajo, puede analizarse la diversidad intrafamiliar siguiendo los apellidos. Dado que
el patrén de herencia molecular es a través de un progenitor femenino a toda su descendencia,
no se esperarian en este andlisis coincidencias absolutas si los apellidos se heredasen siempre
por exclusiva via paterna. Como ya se ha dicho, este no es el caso de Azampay. Del total de 15
apellidos, 6 incluyen un solo linaje mitocondrial. En 2 casos se trata de coincidencias obligadas,
porque estan representados por un solo individuo, pero los 4 restantes comprenden mas de una
persona, tanto mujeres como varones y son ejemplos claros de transmision del apellido materno.
Leyendo la tabla de izquierda a derecha, pueden encontrarse 8 correlaciones de un solo linaje

con un solo apellido, pero no son las mismas coincidencias anteriores. A excepcion de los linajes
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1y 9 (ejemplos de transmision del apellido materno), los demas son susceptibles de desaparecer
de la poblacion, corresponden a madres que solo tuvieron descendencia masculina. Por ultimo,
dentro de esta diversidad, se identificaron los haplotipos mitocondriales de las cuatro mujeres
que integraron el nucleo fundador de Azampay, encontrando que tres de ellas tuvieron una
descendencia numerosa, en tanto el linaje restante sélo esta representado hoy por varones y
posiblemente se pierda.

Dado que no pudo disponerse de secuencias completas de la Region Control para todas
las muestras de ADN mitocondrial de las cinco poblaciones del Noroeste, los andlisis
estadisticos se desarrollaron sélo con datos de frecuencias de haplogrupos. En el célculo de
AMOVA (RESULTADOS - TABLA 15) el porcentaje de variacion dentro de cada localidad (87,39%)
fue muy superior al de las divergencias entre ellas (72,61%), resultando ambos valores
estadisticamente significativos mas alla del azar. La distribucion de la variabilidad no presentd
una correlacion significativa con el espacio geografico ocupado, algo que tampoco se registrd
para la distribucion de haplogrupos del cromosoma Y.

Comparando Azampay con cada una de las localidades a nivel mitocondrial (TABLA 16),
las menores distancias se registraron con San Salvador de Jujuy y Salta y ya no se dan
similitudes destacables con San Fernando del Valle de Catamarca. A su vez, Salta y Jujuy
resultaron indistinguibles entre si. Sobre la misma matriz de distancias se construyd el arbol de
clasificacion filogenético y el analisis de coordenadas principales, revelando ambas gréficas la
misma tendencia: Azampay, Salta y Jujuy se agrupan por compartir las frecuencias mas altas del
haplogrupo B2. Estudios recientes sobre poblaciones del centro del pais reportan también
diferencias en la representacion de este haplogrupo. B2 y A2 tienen frecuencias mas elevadas
en una localidad de San Luis, mientras que en muestras de diversas poblaciones de Coérdoba, la
provincia contigua, C1y D1 resultan méas frecuentes (Garcia y Dermarchi, 2009). En el resto de
Argentina, para la region noreste se ha reportado una frecuencia de B2 del 11,2%, que
disminuye a la mitad en muestras de Chubut y Rio Negro (Bobillo y col, 2009). En muestras de
La Rioja y San Juan, los linajes maternos de ancestria americana tienen un elevado porcentaje
(86%), pero el haplogrupo B2 tampoco representa aqui una fraccion importante de ese total
(Motti y col, 2009).

En cuanto a su origen continental, los linajes femeninos y masculinos en Azampay
fueron absolutamente dispares. Mientras la totalidad de haplogrupos mitocondriales se clasifican
como americanos, el 88% de los haplogrupos masculinos tienen procedencia foranea. Estos
porcentajes son similares a lo publicado en la bibliografia. En su estudio sobre muestras de San

Salvador de Jujuy y la Quebrada de Humahuaca, Dipierri y colaboradores (1998) también



reportaron completa ancestria americana por via materna, en tanto 40,5 % de los linajes
masculinos serian introducidos, con frecuencias que disminuyen en relacion a la altura sobre el
nivel del mar de la poblacién considerada. En el noroeste colombiano se registrd la misma
tendencia asimétrica, con un 90% de linajes mitocondriales americanos y un 99% de
cromosomas Y de procedencia extra continental (Carvajal-Carmona y col 2000, Bedoya y col,
2006). Wang y colaboradores (2008), en su citado estudio sobre 13 poblaciones mestizas de 7
paises con marcadores autosémicos y uniparentales, encontraron que a nivel de cromosoma X'y
ADN mitocondrial, la proporcién de ancestria amerindia tiende siempre a ser mayor que la
europea, un patrén consistente con registros histéricos sobre mestizajes que involucraban
mayormente a mujeres americanas y hombres extranjeros. De hecho, durante los primeros siglos
de la instalacion colonial, la poblacién masculina predominante era aldctona y se toleraban los
matrimonios mixtos siempre que no los formaran mujeres europeas (Rodriguez Delfin y col,

2001). Este fendmeno de sesgo de origen segun el sexo seria comun a toda América Latina.

Las genealogias y datos censales expuestos en este trabajo no se consideran de
ninguna manera como definitivos. Como ya se ha mencionado, el nimero de habitantes de
Azampay ha presentado fluctuaciones a lo largo de los decenios, no superando nunca las 300
personas asentadas. Es altamente probable que en el curso de los pocos afos transcurridos
entre las entrevistas en el terreno y la redaccion de esta tesis, muchos de ellos hayan migrado o
nuevos vecinos se hayan establecido en Azampay, ademas de los posibles nacimientos y
decesos. Los datos analizados y las conclusiones que se presentan aqui s6lo se refieren a un
momento breve y perfectamente acotado en su historia poblacional, cuya dindmica es profunda y
compleja, incluida en un circuito regional de migraciones. El traslado es una estrategia asentada
en el NOA, tiene su origen en el proceso de desarrollo general del pais, donde los principales
mercados de trabajo y focos de atraccion de mano de obra se ubican en zonas agroproductoras
o0 urbanas de promocion industrial, en detrimento de las pequefias economias regionales de la
precordillera y puna (Forni y col, 1993). Las migraciones internas en Argentina tienen
caracteristicas generales comunes a las del resto de Sudamérica, pueden cubrir distintas
distancias, pero todas tienen una direccion predominante: desde las regiones rurales hacia las
medianas y grandes urbes. En tanto las oportunidades econdmicas continden polarizadas, el
interés sobre esos focos mantiene un nivel importante de flujo génico (Tarazona-Santos y col,
2001), de modo que la migracion es uno de los factores que influye a corto y largo plazo en la
redistribucion territorial de la poblacion y en las caracteristicas que la definen a nivel molecular.

Las presiones migratorias surgen por diferencias basicas en las condiciones y oportunidades de
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desarrollo, pero la posibilidad de utilizar el desplazamiento como estrategia no ha sido igual para
todos los grupos sociales (Busso, 2006). En el caso analizado aqui, al carecer de capacitacion,
el traslado no implica necesariamente la inclusion en un sector laboral mas ventajoso. La
formacion a la que pueden acceder los azampefios no supera en general la escolaridad basica,
desarrollan un estilo de vida muy austero, en un contexto de gran escasez de bienes. Sin
inversion tecnoldgica en un medio con un limitante régimen de aguas, las actividades ganaderas
con horticultura familiar y la produccion artesanal de tejidos o cueros no pueden generar un
excedente que absorba y contenga el crecimiento poblacional.

En su estudio sobre la migracién en Azampay, Maffia y Zubrzycki (2001) escriben: “En
esta localidad (...) se condensan una heterogeneidad de situaciones migratorias, en cuanto a su
duracion, direccion, participantes y motivaciones, referidas recurrentemente en los relatos de los
entrevistados”. Consignada como la principal estrategia de reproduccion de cada grupo
doméstico, identifican tres periodos a lo largo de la historia de la poblacion. En el primero, desde
el asentamiento del nucleo fundador hasta mediados del siglo XX, la localidad mantenia un nivel
de equilibrio dindmico. Los habitantes tienen la posibilidad de generar recursos que aseguran su
reproduccion en el lugar. A medida que las familias incrementan su nimero, la tenencia irregular
de tierras y la irrigacion por turnos a través de las acequias comienzan a ser insuficientes para
mantener ese equilibrio basado sélo en la agroganaderia. El trabajo estacional en la zafra en
Salta y Tucuman instala, a partir de 1950 y 1960, un esquema econdmico familiar que incluye la
migracion de alguno de sus miembros, generalmente los hombres jévenes y en menor medida,
las mujeres solteras. A fines de este segundo periodo, cuando la cosecha de cafia comenzé a
automatizarse, ya no requirid grandes masas de trabajadores. Los azampefios se desplazaron
entonces a las cosechas de fruta en La Rioja y Mendoza, ganando importancia también el
mercado de la construccion y el servicio doméstico. Finalmente, el tercer periodo comprende
desde mediados de la década del ‘80 hasta la actualidad, donde los traslados tienden a
realizarse mayormente dentro de los limites provinciales. En la medida en que los migrantes no
formen una nueva familia, continuan realizando aportes de dinero al grupo doméstico residente
en Azampay. Sus hijos, ya sea nacidos en la localidad antes de migrar o fuera de ella y
regresados, completan alli la escolaridad, quedando su crianza a cargo de los abuelos. “La
familia no pierde su organizacion (...) solamente se reestructura de forma de garantizar la
reproduccion social del grupo” (Maffia y Zubrzycki, 2001)

Histéricamente, la migracion constituia un traslado unidireccional que ocurria una unica
vez en la vida de individuo o una familia. Azampay no es una economia transhumante, pero la

migracion no acontece una sola vez y puede tener un sentido de regreso, a través de los nifios



que crecen con sus abuelos. Se emplean las expresiones de “factores de expulsion” y “factores
de atraccion” para centrarse precisamente en esos aspectos y estos nuevos actores se
denominan ‘transmigrantes”, cuyo espacio social se entreteje entre diferentes lugares. Los
movimientos de poblacion son flujos duraderos que dan lugar a nuevas realidades
independientemente de la region de procedencia o de llegada (Falero, 2002). La migracion es
uno de los recursos que tienen individuos y hogares para escapar de 0 no caer en situacion de
pobreza. Esta comunidad rural, con economia de subsistencia basada en la multi o pluri
actividad, funciona segun un modelo centrifugo, expulsando algunos de sus habitantes para
insertarse laboralmente fuera de sus limites.



La variabilidad de las poblaciones humanas actuales responde a un numero diverso de
factores. En el caso de nuestro continente, las variaciones intra e interpoblacionales son también
reflejo directo de sucesos histéricos de muy poca profundidad temporal en términos evolutivos.
Desde 1492 hasta hoy, las comunidades de cada region geografica resultan de mestizajes
poblacionales masivos que involucraron corrientes migratorias de diverso origen. Estos
fendmenos fueron en ocasiones drasticos y violentos, con componentes pluri étnicos y aportes
diferenciales segun el género masculino o femenino.

En el caso de Azampay, esta diferencia ha resultado mas que destacada. Empleando
marcadores genéticos de herencia uniparental, se identificaron todos los linajes maternos y
paternos presentes en la poblacién actual y se establecio el origen geografico mas probable en
base a las filogenias mundiales ya establecidas para ADN mitocondrial y cromosoma Y. El
componente amerindio es absoluto para los antepasados femeninos (100% de la poblacion),
contrastando notablemente con los antepasados masculinos (12,3%).

Tal como se registrara en trabajos anteriores sobre la misma localidad, el tipo de familia
es designado como informal. Las genealogias relevadas a partir de los datos censales y de
entrevistas a los donantes extienden los lazos de parentesco hasta incluir a todos los habitantes,
relacionando un importante porcentaje (88%) al denominado nucleo fundador. Entre aquellos
primeros pobladores se contaban 4 linajes paternos, 4 linajes maternos y 8 apellidos. Hoy, en la
comunidad, persisten 2 de aquellos linajes masculinos originales, todos los femeninos y 7
apellidos, resultando este ultimo sistema el menos diverso. Con excepcién de 3 linajes, no se
encontrd concordancia entre la herencia del cromosoma Y y la del apellido, registrandose
mayormente la transmision a través del progenitor femenino.

Azampay se encuentra activamente inserta en el contexto de la region Noroeste de
Argentina. El analisis comparativo de los indices de variabilidad intra e interpoblacional ha
resultado en pruebas sustanciales para conocer las singularidades y dindmica de este proceso
de integracion. Debido a la imprecisa definicion del status juridico de las tierras y al limitante y
ajustado recurso del agua, las propiedades no pueden dividirse. La economia es de subsistencia,

no existen inversiones en tecnologia ni posibilidades de contencién laboral para los lugarefios
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que alcanzan edad productiva. Histéricamente, se incluyen en mercados de trabajo fuera de
Azampay, que alcanza un radio menor o mayor dependiendo de las oportunidades particulares o
de la situacion general del pais, pero que en general no supera los limites del NOA.

Este circuito de transmigrantes se completa con el establecimiento y la crianza de los
nietos por sus abuelos. Es la via de introduccion de nuevos linajes, tanto masculinos como
femeninos, incrementando la variabilidad, algo que no siempre tiene como correlato un
incremento en la cantidad de apellidos registrados. La condicion de semi - aislamiento que se
asignaba a esta comunidad es so6lo una categoria analitica y ciertamente no poblacional,
presentando niveles de diversidad comparables a los establecidos para muestras de ciudades

urbanas de densidades demograficas mayores.



“Population is a group of interbreeding individuals that exist together in time and
space.

Often, it is assumed that a population is geographically well defined, though this
may not always be true.”

Philip W. Hedrick

Genetics of populations
Jones y Bartlett ed. (2000)

“El parentesco no es nada en si mismo, sino mas bien la expresion de multiples
relaciones: economicas, politicas, de propiedad.

Es un cédigo que regula el acceso y la transmision de los recursos basicos de una
comunidad, fundamentales para su produccion y reproduccion.”

Edmund Leach

Pul Eliya, a study of land tenure and kinship
Cambridge (1961)
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TABLA 1: Tasas Mutacionales y pesos relativos por microsatélite (Muzzio, 2008, inédito)

STR ml\tle.ic()j;s mut’:{c(ij:nes Tasa mutacional (x107) ﬁwzct):c?gr: P%Ss(t)irrﬁelz?itci)\lo

DYS 19 9390* 23" 2.45 (1.55-3.67 95% CI)* 408 4
DYS 389 | 7594* 18" 2.37 (1.41-3.74 95% CI)* 422 4
DYS 3891l 7581 26" 3.43 (2.24-5.02 95% CI)* 292 3

DYS 390 8872" 21* 2.37 (1.47-3.62 95% CI)* 422 4

DYS 391 8821* 25 2.83 (1.83-4.18 95% CI)* 353 3

DYS 392 8785 4* 0.45(0.12-1.17 95% CI)* 2222 10

DYS 393 7574" 6 0.79 (0.29-1.72 95% CI)* 1266 7
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TABLA 2: Frecuencias alélicas por poblacién

AZAMPAY CATAMARCA SALTA TUCUMAN Juuy
DYS 19
12 0.05 0.09 0.03
13 0.04 0.13 0.46 0.25 0.63
14 0.64 0.62 0.17 0.50 0.28
15 0.22 0.11 0.20 0.05
16 0.04 0.05 0.07 0.25
17 0.04 0.01
DYS 3891
12 0.22 0.13 0.20 0.25 0.03
13 0.53 0.62 0.58 0.75 0.59
14 0.24 0.23 0.22 0.38
DYS 389 I
27 0.05
28 0.08 0.37 0.31 0.03
29 0.24 0.22 0.44 0.25 0.09
30 0.42 0.22 0.12 0.50 0.33
31 0.13 0.06 0.09 0.43
32 0.11 0.06 0.02 0.11
33 0.25
DYS 390
21 0.02 0.08 0.02 0.25 0.03
22 0.02 0.11 0.07 0.25 0.03
23 0.24 0.22 0.27 0.25 0.23
24 0.68 0.45 0.51 0.41
25 0.02 0.11 0.12 0.25 0.16
DYS 391
9 0.13 0.10 0.03
10 0.26 0.36 0.56 0.75 0.58
11 0.66 0.47 0.32 0.32
12 0.04 0.02 0.02 0.25 0.05
13 0.02 0.02 0.02
DYS 392
9 0.04 0.24
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10
1
12
13
14
15
16
DYS 393
12
13
14
15
16
18

0.02
0.08
0.24
0.40
0.22
0.02

0.06
0.77
0.13
0.02

0.02
0.25
0.20
0.37
0.08
0.03

0.08
0.73
0.08
0.03
0.05
0.02
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0.32

0.22
0.34
0.07
0.02

0.12
0.66
0.22

0.50
0.25

0.25

0.25
0.50
0.25

0.02
0.02
0.02
0.25
0.46
0.11
0.11

0.06
0.65
0.29



TEXTO 1: Formulario de consentimiento informado y Catrtilla de Informacion al Donante utilizados en la
toma de muestras (aprobado por el Comité de Bioética del IMBICE)

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO SOBRE LA TOMA DE MUESTRA,
INVESTIGACION Y ALMACENAMIENTO DEL MATERIAL GENETICO.

Mediante la firma de este documento, autorizo a que la muestra de saliva donada por mi sea utilizada en
el Laboratorio de Genética Molecular Poblacional del Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular
(IMBICE) para formar un banco de material bioldgico representativo de la poblacién de Azampay,
Catamarca, en el marco del proyecto “Caracterizacion del Perfil Genético de la Poblacion Actual de
Asampay, Catamarca’. Los resultados seran divulgados a nivel poblacional, NO serd proporcionado el
nombre de ningun participante bajo ninguna circunstancia. Los donantes podran solicitar los resultados
referentes a su persona cuando lo crean necesario. Los datos personales estaran bajo la responsabilidad
de la Dra. Susana Salceda, responsable por la ejecucion del proyecto.

Término de consentimiento

R o TR , he leido la
hoja de informacion que se me ha entregado, he recibido informacién y no teniendo ninguna duda sobre
la Cartilla de Explicacién precedente comprendo que:

-Mi participacion es voluntaria y limitada exclusivamente a los estudios especificados en la Hoja
de Informacion previa

-Puedo retirarme del estudio 1) Cuando quiera 2)Sin tener que dar explicaciones 3)Proveerme
los datos obtenidos si asi lo requiero

Presto entonces libremente mi conformidad para participar en el estudio y autorizo a que me
tomen muestras de saliva.

Firma del donante DNI
Nombre y Firma del investigador responsable DNI
Nombre y Firma de testigo DNI
T o LT (=T -
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CARTILLA DE EXPLICACION SOBRE LA TOMA DE MUESTRA, INVESTIGACION Y
ALMACENAMIENTO DEL MATERIAL GENETICO.

La doctora Susana Salceda, investigadora de la Catedra de Métodos en la Investigacion
Antropobioldgica de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad Nacional de La Plata, la
doctora Graciela Bailliet y la licenciada Virginia Ramallo, del Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular
(IMBICE) lo invitan a Usted a participar en el proyecto “Caracterizacion del Perfil Genético de la
Poblacion Actual de Azampay, Catamarca”.

Cada uno de nosotros lleva en sus células, desde el nacimiento, una parte que hereda de la
madre y otra del padre. Gracias a los avances en genética molecular, se han desarrollado estudios con
marcadores genéticos en regiones del ADN mitocondrial y del cromosoma Y, que permiten reconstruir
tanto la linea genealdgica materna (matrilinaje) como la paterna (patrilinaje). Comparando con datos en
el resto del mundo, es posible identificar el origen geografico de nuestros antepasados. Este tipo de
estudios permiten reconstruir las historias familiares y comunales, asi como los patrones de migracién y
asentamiento a lo largo del tiempo.

El trabajo consiste en el registro de datos genealdgicos y la toma de muestras de saliva
para la extraccion de ADN (Acido DesoxirriboNucleico), ya que en la saliva de cada persona encontramos
material genético. Nuestro interés es, a partir de estos datos, reconstruir parte de la historia de Asampay.
Lo/a invitamos a participar en esta investigacién como donante de saliva, sin ningun riesgo para su salud
ni costo econdmico alguno.

Las muestras sélo seran destinadas a este estudio y almacenadas a tal fin en el banco de ADN
del Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE). La identidad de los donantes nunca sera
revelada, las muestras se identificaran con un cddigo para preservar el anonimato y sélo personas
autorizadas (Dras. Salceda, Bailliet y lic. Ramallo) del equipo tendran acceso a los resultados.

Usted puede retirarse de este estudio: 1) cuando quiera; 2) sin tener que dar explicaciones. En
caso que lo solicite, podemos comunicarle los resultados sin costo alguno. Su participacion es voluntaria
y limitada en forma exclusiva a los estudios detallados previamente.

Si desea participar, por favor firme el Término de Consentimiento Informado, después de leerlo
detenidamente y aclarar todas sus dudas con la persona que la/o esta atendiendo.

Para obtener cualquier informacion, evacuar cualquier duda o solicitar su exclusion del proyecto
como donante, por favor, comuniquese con:

Doctora Susana Salceda

DNI 5256096

Laboratorio de Antropologia Bioldgica
Museo de Ciencias Naturales de La Plata
Paseo del Bosque s/n — CP 1900
Teléfono: 0221 — 4257744

ssalceda@fcnym.unlp.edu.ar
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