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Resumen

Octavio Paz, escritor del siglo XX y premio Nobel de Literatura, dijo una vez en tono de
broma: “los mexicanos descienden de los aztecas, los peruanos de los incas y los
argentinos... de los barcos”, esta frase, acufiada para hacer hincapié en el fuerte impacto
que ha tenido inmigracion en Argentina da una vision del grado de mestizaje que
podemos encontrar en el pais. Para poder comprender mejor la dinamica de las
poblaciones actuales, cual es su nivel de diversidad, si existe algun patrén de relacion
entre las distancias genéticas y las geograficas y si hay diferencias entre las poblaciones
de las distintas regiones del pais, se emplean herramientas moleculares que combinadas
con los datos antropolégicos, arqueoldgicos y los registros demograficos, dan respuesta a
varias de estas preguntas. En el presente trabajo se emplearon marcadores moleculares
especificamente del cromosoma Y, esta molécula por sus particularidades de herencia
patrilineal y por no presentar recombinacién, es un instrumento clave, cuando se buscan
respuestas histéricas partiendo de la biologia y particularmente la reconstruccion de la
historia por via paterna. Con el fin de tener una vision general del estado actual de la
diversidad de las poblaciones argentinas, se analizaron los cromosomas Y de 15
localidades provenientes de la region del Noroeste y Cuyo, encontrando que en la
mayoria de las localidades, los linajes mas frecuentes son de origen extra continental,
obteniendo los picos mas altos en las poblaciones de la regién cuyana. Estos linajes se
han distribuido por toda la region sosteniendo un flujo de genes entre las localidades. La
llegada de los colonizadores europeos y los inmigrantes ultramarinos entre finales del
siglo XIX y principios del XX, probablemente han generado un patréon de uniformidad que
tiende a ocultar los rastros de diferenciacidon que pudieron existir en épocas pre
coloniales. Cuando profundizamos en los linajes propios de nativos americanos se
evidencia también una alta diversidad, encontrando sub linajes nativos de baja frecuencia
y dentro del sub linaje mayoritario (QM3) observamos una separacion regional que
cuenta la historia de una migracion intra-continental diferencial para las localidades

analizadas.

Vi



Abstrac

Octavio Paz, a writer of the twentieth century and literature Nobel Prize, once said joking:
"Mexicans descended from the Aztecs, the Peruvians descended from the Incas and
Argentines from the boats..." This sentence, makes refer to the strong impact that
immigration has had in Argentina and it provides an overview of how is the mixture that
we can found in the country. With the objet to understand the dynamics of the present
populations, their diversity level, if they have any pattern of relationship between genetic
and geographical distances, and if they show differences between the populations from
different regions, molecular tools are used that combined with anthropological,
archaeological and demographic data records, provide answers to several of these
questions. In this work we used a molecular markers specifically of the Y chromosome,
this molecule has some peculiarities like patrilineal inheritance and not to submit
recombination that make it a very usefull instrument, when we are trying answer historical
topics basis of biology and particularly the reconstruction of the history in paternal way.
With the object to have an overview of the present state of diversity of Argentine
populations we analyzed Y chromosomes from 15 localities from the Northwest and Cuyo
regions, finding that in most locations, the most common lineages were extra continental
origin, obtaining the highest peaks in the populations from the Cuyo region. These
lineages have been distributed throughout the region holding a gene flow between
locations. The arrival of European colonists and the overseas immigrants between the late
nineteenth and early twentieth centuries maybe created a uniform pattern that hide the
sign of differentiation that could exist in pre-colonial times. When we analyzed into the
Native American lineages also found high diversity, finding sub native lineages with low
frequency and within the sub majority lineage (QM3) observed a regional separation that

reveal the history of a differential intra-continental migration to the towns analyzed.
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1. Introduccion

En Argentina, asi como en el resto del continente, las poblaciones humanas actuales se
han formado bajo la presion de diferentes procesos. Fendmenos como reduccién en el
tamafo debido a las migraciones forzadas en algunos casos generaron barreras,
haciendo que las poblaciones se diferenciaran y en otros casos favorecieron el flujo de
genes entre los grupos, modificando en ambos casos la estructura genética. Estos
fendmenos se vinculan a tres eventos puntuales: primero las migraciones desde Asia
hace aproximadamente 15,000 afios (Reich et al. 2012), un segundo evento mas reciente
(hace mas de cinco siglos) la colonizacién europea (Schurr y Sherry 2004) y por ultimo un
suceso que particularmente en Argentina tuvo gran impacto: las oleadas migratorias
desde Europa principalmente de ltalia y Espafia, entre 1885 y 1950 (Lorandi 1988). Para
entender mejor estos procesos y la historia de los pobladores actuales del pais se han
desarrollado diferentes herramientas moleculares que permiten hacer un rastreo de

ancestros remotos (Bailliet et al. 2001).

Como producto de varios estudios enfocados en los linajes paternos en las diferentes
regiones del pais, se ha determinado que en las localidades del noroeste argentino
(NOA) a existe una mayor contribucién autéctona al “pool” génico de los linajes paternos
en comparacion con las demas regiones del pais, (Garcia et al. 2008; Ramallo et al.
2009, Avena et al. 2010; Bailliet et al. 2011; Parolin et al. 2012; Corach et al. 2012). Con
base en lo anterior y teniendo en cuenta la historia de esta regién, el presente trabajo
propone estudiar y comparar la diversidad y estructura genética de las poblaciones del
NOA y de la regidon de Cuyo, a partir del uso de marcadores moleculares especificos del
cromosoma Y. Estas herramientas permiten comprender diferentes fenémenos
antropoldgicos tales como el mestizaje entre las poblaciones originarias y las europeas a
partir del siglo XVI, las distintas preferencias de los colonizadores e inmigrantes por
ocupar ciertas regiones de acuerdo a su origen, el grado de diversidad actual de los
linajes y la correlacion entre distancias genéticas y distancias geograficas. En definitiva,
conocer por un lado la historia de las poblaciones argentinas del noroeste y la region de
Cuyo a partir de datos reportados en la literatura y por el otro, el efecto de dichos

procesos sobre su constitucion genética actual.



1.1 Naturaleza del cromosoma Y

Los cromosomas sexuales (X e Y) en mamiferos evolucionaron a partir de autosomas
aproximadamente hace 300 millones de afios (Lahn y Page 1999), solo el 3% de los
genes ancestrales sobreviven en el cromosoma Y (Skaletsky et al. 2003; Bellott et al.
2010) mientras que en el cromosoma X se mantienen el 98% de los mismos (Muller et al.
2013). Como es evidente, el cromosoma Y tiende a perder informacién en el proceso
evolutivo. Sin embargo, ésta pérdida se detuvo hace unos 25 millones de afios,
conservando un bloque de genes ancestrales (Hughes et al. 2005; Hughes et al. 2010;
Hughes et al. 2012). El gen encargado de la determinacién sexual SRY (por sus siglas en
inglés “Sex-determining Region of the Y-chromosome”) junto con el RBMY (por sus siglas
en ingles “RNA binding motif Y Chromosome”), hacen parte de este grupo altamente
conservado que se encuentran en mamiferos, placentarios y marsupiales (Bellott et al.
2014).

Recientes estudios comparativos entre las secuencias de especies filogenéticamente
cercanas a los humanos como chimpancé y mono Rhesus, revelaron que en 25 millones
de anos tan solo se ha perdido un gen ancestral entre estas tres especies (Cortez et al.
2014). Se encontré también que los genes en la regidon recombinante con el cromosoma
X estan involucrados en procesos regulatorios, como transcripcion e inicio de la
traduccion (Bellott et al. 2014; Cortez et al. 2014). Los estudios especificos de los
cromosomas sexuales en mamiferos han demostrado como a partir de autosomas, por
procesos de fusidon cromosémica e inversiones, se formaron cuatro estratos diferenciados
que definen a los cromosomas sexuales (Lahn y Page 1999; Skaletsky et al. 2003; Bellott
et al. 2014). Como resultado de los cambios de configuracion, los genes que son de
importancia para el éxito reproductivo han variado, pero solo entre miembros de un
mismo grupo de ligamiento. Es asi como la seleccion natural opera eficientemente para
conservar los genes ligados al cromosoma Y en los linajes humanos, dado su papel
especializado en la formacion testicular y la espermatogénesis (Bellott et al. 2010;
Cortez et al. 2014).

En humanos, el cromosoma Y presenta dos segmentos pseudoautosémicos que se
recombinan con el X, estos comprenden menos de 3 Mb de su longitud total de 60 Mb. El
resto del cromosoma no recombina y esta regidon no recombinante ha ido acumulando

mutaciones a lo largo del tiempo (Tilford et al. 2001; Lopez y Jones 2006). El



cromosoma Y tiene una tasa mutacional intermedia entre la de los autosomas y el
cromosoma X, su herencia es patrilineal exclusiva y su bajo tamarfio efectivo, 7 en
relacién a los autosomas y 1/3 en relacion al cromosoma X, lo hace particularmente

susceptible a los efectos de la deriva genética (Jobling y Smith, 2003).

La region no recombinante del cromosoma Y humano comprende el 95 % del cromosoma
(Tilford et al. 2001). Esta ausencia de recombinacién hace que, los haplogrupos (grupos
monofilético de haplotipos) y haplotipos (conjunto de polimorfismos ligados) pasen
intactos de generacién en generacion. El cambio se produce exclusivamente por
mutacion, por lo que es posible mantener un registro de su historia (Jobling y Tyler-Smith
2003).

1.2 El papel de los marcadores moleculares en la historia de las poblaciones
humanas

1.2.1 Marcadores bialélicos

Entre los marcadores mas usados para estudios poblacionales se encuentran los
marcadores bialélicos, son cambios en una sola base de la secuencia de nucledtidos
(SNP por sus siglas en inglés “Single Nucleotide Polymorphism”). En el cromosoma Y,
estos marcadores presentan una tasa mutacional por base por generacién de 2 x 107 (=1
mutacion cada 25 generaciones) (Gusmao et al. 2005), haciéndolos idéneos para
estudios poblacionales, ya que es posible detectar mutaciones que ocurrieron en tiempos
remotos (cientos a miles de afos) y definir los haplogrupos presentes en las poblaciones
(Underhill et al. 2000, Underhill et al. 2001). En los SNPs los procesos como la deriva
geénica tienen mayor efecto, acelerando la diferenciacion entre las poblaciones. Con la
informacion que nos proveen estos marcadores, se pueden reconstruir filogenias y

emplearlas en investigaciones antropoldgicas.

1.2.1.1 Construccion de la filogenia a partir de los SNPs.

La filogenia permite determinar la historia evolutiva de los organismos, en este caso la
historia de los linajes paternos, desde el primer cromosoma Y (‘el Adan de los linajes
paternos”) hasta los pobladores actuales en el mundo. La reconstrucciéon de la filogenia

del cromosoma Y trata de inferir las relaciones de parentesco, ancestria y descendencia
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de las poblaciones. Estas relaciones genéticas han sido estudiadas desde mediados de
1980 mediante polimorfismos de la regidon no recombinante del cromosoma Y (Casanova
et al. 1985; Underhill et al. 1996; Jobling y Tyler-Smith-Smith 2000, Y Chromosome
Consortium (YCC) 2002), lo que ha permitido conocer mejor la secuencia de cambios que
se han generado a través de la historia en cada linaje. La comparacion de este arbol
filogenético con descubrimientos arqueoldgicos ha permitido inferir rutas migratorias de
los primeros pobladores americanos y su dispersion a lo largo del continente (Tarazona-
Santos et al. 2001; Reich et al. 2012).

En el afio 2008, a partir de 600 SNPs, Karafet y su grupo de investigacion llevaron a cabo
una revisién de la filogenia del cromosoma Y, reconfiguraron algunos linajes y re-
denominaron otros. Partiendo de esta filogenia de referencia e implementando nuevas
tecnologias de secuenciacion (NGS por sus siglas en inglés “next.generation
sequencing”) en el ano 2014, el grupo de investigacion de Mannis van Oven, propuso una
nueva filogenia reducida y concisa, con el fin de optimizar la capacidad de resolucion y de
esta manera presentar un nuevo estandar de nomenclatura para los haplogrupos del

cromosoma Y (Figura 1).
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1.2.1.2 Filogeografia: Origen de los linajes

Junto con las diferentes reconfiguraciones filogenéticas de los haplogrupos del
cromosoma Y, también se han hecho estimaciones de la antigliedad de los clados mas
basales partiendo de las mutaciones acumuladas en cada uno de ellos, cada grupo de
investigacion ha empleado diferentes modelos y las estimaciones han presentado

rangos similares de variacion temporal (Tabla 1).

Tabla 1. Tiempo al ancestro comun mas reciente (TMRCA por las siglas en ingles “time
to the most recent common ancestor”).

Clados TMRCA £ SD TMRCA £ SD TMRCA
Hammer y Zegura 2002 Karafet et al. 2008 Hallast et al. 2015

B 45.600
C 39.400

CT 68.500 £ 6000 70.000

CF 68.900 (64.600-69.900)

CR 47.900

DE 38.300 (x7800) 65.000 (59.100-68.300) 48.100
E 17.400 (£3200) 52.500 (44.600-58.900) 37.900
F 50.300 (x6500) 48.000 (38.700-55.700)

FR 35.200
G 23.100
H 27.400
IJ 38.500 (30.500-46.200) 31.000
| 5.950 (£2450) 22.200 (15.300-30.000) 20.600
L 14.200
K 35.600 (x6000) 47.400 (40.000-53.900)

P 29.900 (x4200) 34.000 (26.600-41.400) 24.200
R 16.300 (£4400) 26.800 (19.900-34.300) 19.300

La datacion de los linajes es clave para poder establecer la profundidad temporal de

las rutas migratorias y detectar los cambios que dieron lugar a nuevos linajes.

En la figura 1 se puede observar el arbol filogenético que resulté de la re-denominacion
de los linajes paternos desde la rama mas ancestral hasta los clados mas derivados. El
clado mas ancestral esta definido por el haplogrupo A, las mutaciones caracteristicas

de este grupo se han encontrado Unicamente en poblaciones nativas del continente
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africano (Figura 2) (Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001, Semino et al. 2002;
Jobling y Smith 2003; Wood et al. 2005; Poznik et al. 2013; Scozzari et al. 2014). El
clado B al igual que el A, también se ha encontrado exclusivamente en poblaciones del
Africa subsahariana (Figura 2) (Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001; Cruciani et
al. 2002; Semino et al. 2002; Jobling y Tyler-Smith 2003; Wood et al. 2005; Poznik et
al. 2013; Scozzari et al. 2014). El clado C a diferencia del A y B no se ha encontrado en
poblaciones africanas, lo cual sugiere un origen asiatico que se produjo después que
las primeras poblaciones migraron fuera de Africa (Figura 2). Dentro de los sub-
haplogrupos del haplogrupo C se encuentran C4, C5 y C6, exclusivas de poblaciones
de Australia, del Sur y Centro de Asia y Nueva Guinea respectivamente (Karafet et al.
2008). El sub-haplogrupo C3b y C3* también se encontré en poblaciones nativas
americanas (Zegura et al. 2004, Geppert et al. 2011; Mezzavilla et al. 2014). El clado
D solo se ha encontrado dentro de Asia, con altas frecuencias en las poblaciones del
Tibet y Japén (Figura 2) (Su et al. 2000; Karafet et al. 2001; Thangaraj et al. 2003;
Hammer et al. 2006). El clado mas diverso de todo el arbol filogenético del cromosoma
Y, es el E (Karafet et al. 2008). Este haplogrupo tiene una amplia distribucion, se ha
encontrado en poblaciones africanas, también en el Este y Sur de Europa aunque con
una menor frecuencia y con una muy baja frecuencia en poblaciones del Centro y Sur
de Asia (Figura 2). (Hammer et al. 1998; Underhill et al. 2001; Cruciani et al. 2002;
Jobling y Smith 2003; Semino et al. 2004; Sims et al. 2007).

El clado F presenta el estado derivado para marcador M89, este alelo derivado es
comun para todas las demas ramas mas derivadas del arbol, el haplogrupo F es
cercano al haplogrupo C. Presenta una datacion que los asocia con una distribuciéon
tipicamente fuera de Africa. La colonizacién de Eurasia podria haber consistido en un
solo proceso migratorio datado hace 70.000 anos segun evidencias genéticas y
arqueoldgicas (Tabla 1). Conforme a ello y al numero de mutaciones, se estima que F
se habria originado hace unos 48.000 afios. El para-grupo F(xK) es decir los clados
que presentan el estado derivado para M89 pero son ancestrales para M9, se
encuentran distribuidos en poblaciones del Este de Asia (Figura 2) (Sengupta et al.
2006). Dentro de este grupo estan los clados G, H | y J. El clado G esta presente en
poblaciones de Medio Oriente y el Mediterraneo (Figura 2) (Jobling y Tyler-Smith 2003;
Behar et al. 2004; Cinnioglu et al. 2004; Nasidze et al. 2005; Regueiro et al. 2006;
Sengupta et al. 2006). Una unica mutacion define la rama mas ancestral del clado H,

su distribucién geografica esta restringida a poblaciones de la India (Figura 2) (Jobling
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y Smith 2003; Karafet et al. 2005; Sengupta et al. 2006). Los sub-haplogrupos del
clado | estan divididos en dos subclados mayoritarios: 11 e 12 (Karafet et al. 2008;
Hammer et al. 2001; Jobling y Smith 2003; Rootsi et al. 2004). El subclado 11 se ha
encontrado mayoritariamente en poblaciones del Norte de Europa mientras que 12 es
mas frecuente en el Este de Europa (Rootsi ef al. 2004) (Figura 2). Al igual que el
clado |1, todos los sub-haplogrupos dentro del clado J se dividen en dos sub-grupos
mayoritarios: J1 y J2, los cuales presentan una amplia distribucion geografica que va
desde Medio Oriente, norte de Africa, Europa, Asia Central, Pakistan y la India (Figura
2) (Hammer et al. 2000, Hammer et al. 2001; Underhill et al. 2001; Semino et al.
2002; Behar et al. 2004; Cinnioglu et al. 2004; Sengupta et al. 2006).

El clado K esta definido por el estado derivado del marcador M9, contiene a los
haplogrupos L, M, N, O, P, Q, R, S y T (Karafet et al. 2008). Ademas, presenta 4
polimorfismos que definen 4 para-grupos K que se han encontrado en poblaciones de
Oceania, Indonesia y Australia (Figura 2). El clado L tiene una amplia distribucion
geogréfica: se han encontrado en Medio Oriente, Asia Central, el norte de Africa y en
Europa a lo largo de la costa mediterranea (Figura 2) (Underhill et al. 2001; Cruciani et
al. 2002; Jobling y Tyler-Smith 2003; Behar et al. 2004; Cinnioglu et al. 2004; Karafet
et al. 2005; Sengupta et al. 2006). El clado M tiene una distribucion geografica
restringida a las poblaciones de Oceania y el Este de Indonesia (Figura 2) (Su et al.
2000; Capelli et al. 2001; Hammer et al. 2001; Hurles et al. 2002; Karafet et al. 2005;
Kayser et al. 2006; Scheinfeldt et al. 2006). Los sub-haplogrupos del clado N se
encuentran distribuidos en las poblaciones del norte de Eurasia (Figura 2) (Karafet et
al. 2001; Rootsi et al. 2007). El clado O esta presente en las poblaciones del Asia
Central y del Este y Oceania (Figura 2) (Su et al. 1999; Karafet et al. 2001; Underhill
et al. 2001; Deng et al. 2004). Uno de los sub-haplogrupos (O3*) se ha encontrado
también en bajas frecuencias en China, Taiwan e Indonesia (Karafet et al. 2008). El
clado S fue redefinido, anteriormente estaba asignado al sub-haplogrupo K, definido
por la mutacion M230 y predominantemente se encuentra en Oceania e Indonesia
(Figura 2) (Kayser et al. 2006; Scheinfeldt et al. 2006). El clado T, al igual que S, fue
redefinido de un sub-haplogrupo K, el K2. Es caracteristico de poblaciones de Medio
Oriente, Africa y Europa (Figura 2) (Underhill et al. 2001; King et al. 2007).

El clado P contiene los dos clados mas frecuentes en poblaciones americanas: el R 'y
el clado Q (Karafet et al. 2008). El clado Q esta definido por la mutacion M242,
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presenta una amplia distribucion en el norte de Eurasia y en algunos grupos siberianos
(Karafet et al. 2002), con una frecuencia mas baja se encuentra también en Europa,
Este de Asia y Medio Oriente. El sub-haplogrupo Q (M3) es propio de poblaciones
nativas americanas (Figura 2) (Underhill et al. 1996; Zegura et al. 2004). Este clado

presenta también un paragrupo (Q*) que ha sido encontrado en poblaciones de India,

Pakistan y algunas poblaciones del continente americano (Regueiro et al. 2006; Karafet
et al. 2008, Grugni et al. 2012; Dulik et al. 2012). El clado R tiene una amplia
distribucion pero se considera como el clado propio del continente europeo (Figura 2)
(Sims et al. 2007; Karafet et al. 2008; Underhill et al. 2010; Myres et al. 2011;
Cortellini et al. 2013).

Figura 2. Diagrama de la distribucion geografica de los haplogrupos del cromosoma Y en
todo el mundo. Tomado de Karafet et al. 2008.

Las herramientas moleculares, junto con los hallazgos arqueoldgicos permiten elaborar

teorias sobre cédmo llegaron los primeros pobladores al continente americano, cémo se
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dispersaron y como su estructura y conformaciéon genética fue cambiando después de
la llegada de los conquistadores europeos (Greenberg et al. 1986; Greenberg 1987;
Santos et al.1999; Rasmus 2005; Zegura et al. 2004; Hey 2005; Wang et al. 2008;
Reich et al. 2012). Cuando se estudia cuales fueron las posibles rutas de poblamiento
y cudles fueron los cromosomas que ocuparon por vez primera el continente, es de
suma importancia complementar el conocimiento investigando la representatividad de
dichos cromosomas en las poblaciones actuales y como esa configuracion cambié
después de la llegada de los conquistadores del Viejo Mundo y las posteriores
migraciones desde Europa. En América, gran parte de los linajes extra continentales
pertenecen al clado R, evidencia de la llegada de los europeos desde 1492 y
posteriormente, la fuerte migracion europea entre el siglo 19 y comienzos del siglo 20.
Este fendmeno se observa en varios paises americanos como Argentina (Bailliet et al.
2009; Ramallo et al. 2009), Brasil (Bortolini et al. 2003), México (Rangel-Villalobos et
al. 2008) y Estados Unidos (Zegura et al. 2004; Bolnick et al. 2006). Sin embargo, no
solo se ha encontrado el haplogrupo R en las poblaciones sudamericanas actuales,
también tuvo gran impacto la introduccion forzada de esclavos africanos y las

corrientes migratorias que provenian de Medio Oriente (Ramallo et al. 2009).

Las herramientas moleculares han permitido ahondar cada vez mas en la historia
humana, estudiando la gran cantidad de informacion que posee el cromosoma Y, los
cambios en configuracién y diversidad al interior de un mismo linaje y dentro de las
distintas poblaciones (Bailliet et al. 2005, Ramallo et al. 2005; Wang et al. 2008,
Garcia et al. 2008).

1.2.2 Microsatélites: buscando variabilidad dentro de los linajes

Los microsatélites, también llamados STR (del inglés “Short Tandem Repeats”)
(Hancock 1999), son marcadores de ADN que consisten en repeticiones en tandem de
secuencias de nucledtidos de no mas de seis pares de bases (pb) de longitud. Han
sido encontrados en todas las especies estudiadas y con una distribucion casi
uniforme, pudiendo estar tanto dentro de regiones codificantes; como en las no
codificantes (Hancock 1999, Schlétterer y Wiehe 1999).
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Otra caracteristica de los sistemas de STR es que se los considera selectivamente
neutros (Schlotterer 1999), lo que los hace mas aptos para estudios de diversidad y
comparacion de poblaciones, ya que se estaria minimizando el efecto de la seleccién.
Los microsatélites son los marcadores ampliamente usados en los estudios asociados
con diversidad genética, mapeo genético, estudios de algunas patologias hereditarias y
de relaciones familiares tales como identificacion de individuos y pruebas de
paternidad. La tasa mutacional promedio por locus por generaciéon para los
microsatélites es 3,17 x 10° (1,89-4,94) y varia entre marcadores (50% de
posibilidades de encontrar 1 alelo mutado en F2 si se analizan al menos 50 loci)
(Ballantyne et al. 2010). El uso combinado de haplogrupos definidos por SNPs vy
haplotipos definidos por STRs, permite determinar linajes, a partir de los cuales es
posible identificar condiciones de ancestralidad comun o correlacion filogenética
(Bailliet et al. 2011).

1.3 El cromosoma Y americano

Las primeras investigaciones del cromosoma Y en poblaciones americanas se iniciaron
con la caracterizacién del sistema alfoide (secuencia repetitiva, especifica del
cromosoma Y DYZ1) y el microsatélite DYS19. Se encontré que las poblaciones
autéctonas eran portadoras de las variantes A para dichos loci (Pena et al. 1995;
Santos et al. 1995, Santos et al. 1996). En América hasta el momento, se han

identificado 3 linajes fundadores del cromosoma Y, definidos por:

— EI SNP DYS199 actualmente denominado M3 que define el haplogrupo
Q1a2alal. (http://www.isogg.org/). Este linaje ha sido encontrado a lo largo de
todo el continente y es practicamente exclusivo de América. Se ha encontrado
con una frecuencia entre 60% y 90% en las poblaciones autodenominadas
aborigenes (Underhill et al. 1996; Bianchi et al. 1998; Dipierri et al. 19987
Dipierri et al. 1998°; Bailliet et al. 2001; Martinez-Marignac et al. 2001;
Tarazona-Santos et al. 2001; Bortolini et al. 2003; Seielstad et al. 2003;
Bolnick et al. 2006; Ramallo et al. 2006; Karafet et al. 2008; Ramallo et al.
2009; Blanco-Verea et al. 2010; Jota et al. 2011; Bisso-Machado et al. 2012;
Nufiez et al. 2012; Sandoval et al. 2012; Roewer et al. 2013).
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— EI SNP RPS4Y que define el haplogrupo C (Bergen et al. 1999;
http://www.isogg.org/), presenta una frecuencia mucho mas baja en
comparacion con QM3 (Q1a2a1al) en América, dentro de este linaje el SNP
M217 define el para-grupo C3* que se ha encontrado en poblaciones de Norte
América: Tanana, Navajo, Apache, Cheyenne, Sioux (Canada y Estados), en
dos individuos Wuayu grupo aborigen que habita en la peninsula de la Guajira
(territorio fronterizo entre Colombia y Venezuela) (Zegura et al. 2004), en
Guaranies (zona amazonica de Ecuador) (Gepper et al. 2011) y en poblaciones
mezcladas de Argentina (Corach et al. 2010). EI SNP P39 que define el sub
haplogrupo C3b hasta el momento solo ha sido encontrado en poblaciones
aborigenes de la familia linguistica “Na-Dene (restringido a Norte América)
(Zegura et al. 2004).

— El para-grupo Q(xM3), se denominan asi a los cromosomas que presentan el
estado derivado para el marcador M242 que define el haplogrupo Q y el estado
ancestral para el marcador M3 (Seielstad et al. 2003), en Norteamérica es el
segundo linaje en frecuencia cuando no esta presente C (Zegura et al. 2004;
Bolnick et al. 2006); en Sudamérica se encuentra en frecuencias menores
(Bailliet et al. 2009, Regueiro et al. 2013; Geppert et al. 2015).

El haplogrupo Q ha acumulado gran cantidad de polimorfismos a lo largo de su historia
(Karafet et al. 2008). Q1, definido por P36.2 (www.isogg.org) se ha encontrado en
poblaciones del este de Siberia, el norte de América y en poblaciones Europeas de
Judios Ashkenazi (YCC 2002; Beahar et al. 2004; Malyarchuk et al. 2011), mientras
que Q1a, definido por el marcador MEH2 (www.isogg.org) hasta el momento solo se ha
registrado en Asia (Dulik et al. 2012% Battaglia et al. 2013). Q1ala1 esta definido por
M120 (www.isogg.org) se ha encontrado en poblaciones asiaticas, del Tibet y norte de
China (Zhong et al. 2010; Battaglia et al. 2013; Zhao et al. 2014), Q1a1b definido por
M25 (www.isogg.org) se halla en poblaciones de Medio Oriente, Pakistan, sur de
Siberia, centro de Asia y Mongolia (Underhill et al. 2001; Cinniog’lu et al. 2004;
Regueiro et al. 2006; Abu-Amero et al. 2009; Grugni et al. 2012; Dulik et al. 2012;
Battaglia et al. 2013), Q1a1a definido por NWTO01, ha sido identificado en restos 6seos
pertenecientes a la cultura Saqqaq, y en dos poblaciones aborigenes de Rusia

(Koryaks y Chukchi) sugiriendo asi que estas etnias son cercanas a la cultura Saggaq
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y que es posible que Q1a1a represente un componente genético antiguo, que en el
pasado unid a las poblaciones del noreste de Asia, Norte América y Groenlandia
(Malyarchuk et al. 2011; Battaglia et al. 2013). El polimorfismo M346 define a Q1a2
(www.isogg.org), reportado en Arabia Saudita, India, Pakistan, sur de Rusia (Altai), y
en centro-sur de Bulgaria (Plovdiv) (Sengupta et al. 2006, Abu-Amero et al. 2009;
Dulik et al. 2012” Karachanak et al. 2013). Q1a2a1 definido por el marcador L54
(www.isogg.org), recientemente ha sido propuesto como otro grupo fundador,
reemplazando a Q-M346 (Dulik et al. 2012; Battaglia et al. 2013; Geppert et al. 2015)
considerando que se encuentra filogenéticamente ubicado entre M346 y M3, y que ha
sido encontrado en Asia, el Norte de Siberia, Mongolia (Battaglia et al. 2013; Regueiro
et al. 2013; Geppert et al. 2015), en varias poblaciones del continente americano Norte
de Canada (en la etnia Gwich'in, que pertenece al grupo linguistico na-dené) (Dulik et
al 2012%), Centro América (en la etnia Maya de Guatemala y México) (Regueiro et al.
2013) y recientemente estudios de ADN antiguo en restos humanos directamente
asociados con el periodo Clovis revelaron que dicho individuo pertenecia al linaje Q-
L54 (Rasmussen et al. 2014) siendo asi el linaje mas derivado compartido entre el
continente asiatico y el continente americano . Dentro de Q-L54 hasta el momento se
han descrito tres ramas a) CTS11969, marcador ancestral de M3, b) CTS2730
(sinénimo de Z780) que define a Q1a2a1b presente en poblaciones de Nicaragua y
Ecuador (etnia Quechua) (Geppert et al. 2015) y es el grupo ancestral de L191 que
define a Q1a2a1b1 se ha encontrado en poblaciones de México (Battaglia et al. 2013)
y ¢) L330 que define a Q1a2a1c presente en poblaciones de Mongolia (Battaglia et al.
2013).

El linaje Q-M3 como se menciona anteriormente, ha sido ampliamente estudiado y se
han encontrado diversas variantes dentro de este clado: a) M19 (Underhill et al. 1996)
define el clado Q1a2a1a1a, ha sido hallado en 22 de 33 individuos de la etnia Ticuna,
en 2 de 19 individuos de la etnia Wayuu y en 2 de 49 individuos de la etnia Toba
(Bortolini et al. 2003; Toscanini et al. 2011); b) M194 (Underhill et al. 2001) define a
Q1a2a1a1b, fue descripta en un individuo maya (Shen et al. 2000); c) M199 (Underhill
et al. 2001); caracteriza a Q1a2a1a1c fue encontrada en un individuo surui (Shen et al.
2000); d) SA01 que define el haplogrupo Q1a2alale y ha sido encontrado en
poblaciones andinas de Peru y Bolivia (Jota et al. 2011), e) M557 y PV22 descritos por

primera vez en el 2013 por el grupo de Battaglia, los nombres de los sub-haplogrupos
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que definen estos marcadores aun no han sido asignados por el ISOGG, fueron
encontradas ambas variantes en poblaciones de Peru y d) el marcador MG2 descrito
por primera vez en el 2015 por el grupo de Gepper tampoco ha sido asignado el
nombre del sub-haplogrupo, fue encontrado en individuos de la etnia Quechua en
Ecuador. Las evidencias presentes hacen suponer que las divergencias encontradas,
se produjeron en un cromosoma Q durante o poco antes del cruce del estrecho de
Bering o en areas cercanas al estrecho de Bering (Lell et al. 2002; YCC 2002; Karafet
et al. 2008). En tanto el origen de Q*, pudo haber precedido la expansion desde Asia
al resto del mundo (Bortolini et al, 2003; Seielstad et al. 2003).

Por otro lado, empleando los microsatélites es posible observar diferenciacion entre las
poblaciones americanas dentro del mismo haplogrupo Q1a2atla1 (QM3) (Martinez-
Marignac et al. 2001; Altuna et al. 2006; Bolnick et al. 2006; Bailliet et al. 2009).
Diversas investigaciones han demostrado un fuerte efecto fundador en los linajes
paternos durante el poblamiento de América, por lo que la mayoria de los cromosomas
Y pertenecen a un unico linaje. Mediante el estudio de microsatélites especificos del
cromosoma Y se definieron haplotipos, uno de estos fue identificado como ancestral
para la diversificacion de los cromosomas Y portadores de la mutacion M3 (Bianchi et
al. 1998). Mediante métodos de maxima parsimonia, distintos autores han calculado el
tiempo de divergencia de los linajes: 22.770 afios (13.500 - 58.700) (Bianchi et al.
1998); 11.456 (9.423-13.797) (Ruiz-Linares et al. 1999); 7.570 anos (SE 681) (Bortolini
et al 2003). Las diferencias temporales en los tres trabajos se deben
fundamentalmente al ajuste de calculo de las tasas mutacionales y a la edad
generacional considerada. Mientras el trabajo de Bianchi y el de Ruiz Linares,

considera 27 anos, el de Bortolini considera 25 anos.

1.4 Area geografica

1.4.1 Noroeste y Cuyo argentino

El noroeste argentino (NOA) esta conformado por el territorio que comprende las
provincias de Jujuy, Salta, Catamarca, Tucuman, Santiago del Estero y La Rioja
(Dipierri et al. 2005). Sin embargo no hay un consenso definitivo sobre las provincias
que integran el NOA, algunos investigadores no incluyen a la provincia de La Rioja por

diferencias basicamente econdémicas (Dipierri et al. 2011). Por otro lado, si bien
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Santiago del Estero presenta caracteristicas geograficas y fisicas que lo asocian mas
con la region chaquena, historicamente fue considerado como parte del Tucuman
debido a su continuo flujo cultural y econémico (Lorandi, 1988). Biogeograficamente el
NOA integra la Region Neotropical, esta regién es un interesante foco de mestizaje
dado que también fue blanco de invasiones incas (1475-1535) y la colonizacion
europea (entre 1535-1811) (Lorandi 1998).

La historia del poblamiento en la regién del NOA puede dividirse en tres etapas pre
colonial, colonial y de formacion de estado nacional (Dipierri et al. 2011). El ingreso
masivo de migrantes se concentrdé en las capitales provinciales, con una particular
afinidad por Tucuman. En esta provincia hubo una importante inmigracion de italianos,
franceses, judios, sirios y libaneses. Por el contrario, en las areas mas altas como la
puna de Jujuy predomina la ascendencia indigena (Dipierri et al. 2014). Diversos
estudios a partir de marcadores genéticos han encontrado una influencia de la altitud
en el “pool” genético de las poblaciones, sugiriendo que la diversidad genética puede

estar geograficamente estructurada (Dipierri et al. 2000, Dipierri et al. 2014).

Las poblaciones aisladas en la regién del NOA se encuentran en las zonas mas altas y
presentan una contribucién nativo americana, predominantemente (Dipierri et al. 1998,
Dipierri et al. 1999; Demarchi et al. 2000; Morales et al. 2000; Tamm et al. 2007;
Wang et al. 2008). Las poblaciones que ocupan las regiones de altura revelan un
patrén de mestizaje diferencial después de la conquista y colonizacion europea. Dado
su posterior asentamiento, tienen mayor afinidad biolégica con las poblaciones de los

Andes centrales y del sur (Dipierri et al. 2014).

Por otro lado, la region de Cuyo que comprende las provincias de Mendoza, San Juan
y San Luis, esta situada en el centro-oeste del pais. Como se menciond anteriormente,
La Rioja se incorporé a esta region a principios de 1988. Sin embargo no se ha
producido ningun cambio institucional y se sigue considerando como parte del NOA
(Dipierri et al. 2005). En cuanto al poblamiento inicial del centro-oeste argentino, los
sitios arqueologicos mas antiguos se hallan proximos a la cordillera y son levemente
mas modernos que los sitios chilenos, sugiriendo un sentido oeste-este para el
poblamiento de la region. El ingreso de los humanos en dicho territorio se habria dado

a través de pasos inter-cordillera. La ubicacién de los sitios senala al menos dos areas
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principales de ingreso, una en la Puna y otra a la altura de Mendoza (Rivero y
Berberian 2008). Entre San Luis y Buenos Aires se gener6 un camino por medio de La
Pampa, este fue un paso clave hacia Santiago de Chile y el puerto de Buenos Aires.
En la regién cuyana se asentaron grandes oleadas de inmigrantes desde la conquista y
posteriormente les sucedieron las migraciones desde el Viejo Continente (Rivero y
Berberian 2008). A partir de diversos estudios moleculares se ha encontrado que en la
region hay una baja contribucion de linajes paternos nativos de América,
encontrandose con mayor frecuencia los linajes caracteristicos de Europa (Garcia et al.
2008; Bailliet et al. 2009; Ramallo et al. 2009; Zucarelli et al. 2010).

1.4.2 Culturay sociedad de las poblaciones argentinas

Tras la conquista espafola, las poblaciones autéctonas fueron sometidas y obligadas a
adoptar las formas de vida de los colonos. Algunas de las sociedades nativas se
resistieron conservando la region pampeana, La Patagonia y el Gran Chaco como
ultimo refugio (Romero 1977). Poco a poco, a lo largo del todo el pais se fueron
construyendo centros urbanos donde se iban radicando algunos pobladores espanoles
y posteriormente criollos ya nacidos en América y en los alrededores se mantuvieron
algunos grupos indigenas que eran sometidos al duro régimen de la encomienda
(Romero 1977). No fue hasta 1810 durante la Revolucién de Mayo que Argentina se
consolidé como territorio independiente. A finales del siglo XIX y la primera mitad del
XX el pais vuelve a ser destino de oleadas de migrantes urbanos provenientes
principalmente de Europa y en menor medida del Oriente Medio (Amaral 1993). Dichos
inmigrantes tuvieron diferentes afinidades para radicarse en las distintas regiones,
estas preferencias dependian basicamente de las ofertas laborales y la economia de
cada region. La historia de estos asentamientos y de como fue cambiando la estructura
de la poblacién se puede evidenciar en la conformacién de las poblaciones actuales.
En la tabla 2 se ordenan en forma decreciente las localidades segun la cantidad de

habitantes, que se registran el censo para el afio 2010.
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Tabla 2. Cantidad de habitantes por localidad, Censo Nacional de Poblacion, INDEC

2010.
Localidad Departamento Provincia Censo 2010
San Miguel de Tucuman Capital Tucuman 548.866
Salta Capital Salta 536.113
San Salvador de Jujuy  Dr. Manuel Belgrano Jujuy 265.249
La Rioja Capital La Rioja 180.995
Catamarca Capital Catamarca 159.703
San Juan Capital San Juan 109.123
Mendoza Capital Mendoza 115.041
Villa Tulumaya Lavalle Mendoza 36.738
Belén Belén Catamarca 27.843
Malargle Malargle Mendoza 27.660
Santa Maria Santa Maria Catamarca 22.548
La Quiaca Yavi Jujuy 20.806
Maimara Tilcara Jujuy 12.349
Calingasta Calingasta San Juan 8.588
Chepes Rosario Vera Pefialoza La Rioja 3.073

Sin embargo, si consideramos los censos evaluando la localidad mas el area de
influencia, podemos tener una vision mas panoramica de la situacién demografica de

cada regién como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Poblacién de los grandes centros urbanos de la Argentina, Censo Nacional de
Poblacién, INDEC 2010.

Aglomerado urbano Aro 2010

Gran Buenos Aires 13.596.320
Gran Cérdoba 1.466.823
Gran Rosario 1.236.089
Gran Mendoza 1.086.126
Gran San Miguel de Tucuman 794.237
Gran La Plata 787.294
Mar del Plata 593.337
Gran Salta 539.187
Gran Santa Fe 490.171

Gran San Juan 461.213



http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_Buenos_Aires
http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_C%C3%B3rdoba
http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_Rosario
http://es.wikipedia.org/wiki/Ciudad_de_Mendoza
http://es.wikipedia.org/wiki/San_Miguel_de_Tucum%C3%A1n
http://es.wikipedia.org/wiki/La_Plata
http://es.wikipedia.org/wiki/Mar_del_Plata
http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_Salta
http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_Santa_Fe
http://es.wikipedia.org/wiki/Gran_San_Juan

De las localidades muestreadas, Tucuman es la que presenta mayor cantidad de
habitantes y ocupa el quinto lugar en tamafo poblacional de todos los centros urbanos
del pais segun el censo del afo 2010. La dominacion colonial tuvo un impacto de
'bomba de fragmentacién” sobre la poblacion indigena, esta politica tuvo fuertes
efectos sobre el mestizaje en el noroeste argentino conllevando a una pérdida de la
cultura nativa. Se privilegié el establecimiento de estancias europeas y misiones
fundamentalmente jesuitas (Lorandi 1998; Paz 2008), las que desarrollaron diversas
actividades agropecuarias, ademas de explotar la industria del cuero. Como
consecuencia de estos sucesos, Tucuman es hoy la provincia con mayor capacidad
productiva del NOA, con un PGB (Producto Bruto Geografico) alrededor del 2,1% del
PBl de Argentina (Ministerio de Economia de la Nacion - Direccién Nacional de
Programacion Econdmica Regional). Estos eventos resultarian determinantes en la

referencia atraccion de inmigrantes.

El Gran Mendoza constituye el cuarto aglomerado urbano a nivel nacional. Al igual que
Tucuman, es un foco de atraccidn de poblacion por su importante desarrollo en la
industria del vino y por su geografia, que la convierte en la ruta comercial mas
importante con Chile. La economia de esta regién demandé histéricamente una gran
cantidad de mano de obra para la agricultura, lo que la hace un destino idéneo para el
establecimiento de los inmigrantes que llegaron al pais en busca de trabajo. Este
fendmeno puede observarse incluso desde los primeros censos por ejemplo en el
censo de 1914, el 28% de los habitantes de esta region procedian de Europa y Medio
Oriente (INDEC 2010).

Salta y San Juan forman parte de los diez centros urbanos mas grandes del pais. Si
bien estas provincias forman parte de diferentes regiones (NOA y CUYO
respectivamente) ambas se caracterizan por tener un porcentaje alto de trabajo
informal. Las estadisticas del INDEC muestran que, en los ultimos afos, esta
modalidad ha aumentado por encima del 40%, lo que puede asociarse a migracion
desde regiones limitrofes que persigue un mercado estacional e informal de trabajo.
Las provincias de Catamarca, Jujuy y La Rioja apoyan fuertemente su economia en el
sector minero. Son regiones aridas que histéricamente han resultado lugares poco

atractivos para los inmigrantes europeos (Lattes 1976).
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El desarrollo econdmico de cada regidon es un factor determinante en los procesos
migratorios, por tal razon, el contexto socio-historico es un elemento que siempre debe
considerarse cuando se aborda la distribucion de linajes genéticos, sobre todo los
linajes paternos ya que historicamente los varones han tenido una la dinamica de

trabajo que emplea mas hombres que mujeres en trabajos a larga distancia.
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2. Materiales y Métodos
2.1 Muestreo y consideraciones éticas

Las muestras utilizadas en este trabajo fueron obtenidas en diferentes momentos. La
mayoria proviene de muestreos sistematicos realizados por el Laboratorio de Genética
Molecular del IMBICE desde el aifio 2007, con excepcidon de las provenientes de las
ciudades capitales de Salta, Jujuy, Tucuman y Catamarca. Estos muestreos cuentan
con varias evaluaciones de Comités de Etica. El proyecto macro fue aprobado por el
Coémité de Etica del IMBICE y por el Comité Provincial de Bioética de la Provincia de
Jujuy mientras que el muestreo en Santiago del Estero fue aprobado por Comité
Institucional de Etica e Investigacién en Salud (Anexo 1). En todos los casos se
obtuvieron ademas los permisos de las autoridades competentes a nivel provincial,
departamental o institucional. Los muestreos se realizaron en hospitales, centros de

salud y bancos de sangre oficiales.

Todas las muestras se obtuvieron mediante consentimiento informado del donante
(Anexo 2). Para mantener la confidencialidad, las muestras llegan al laboratorio
codificadas por lugar de proveniencia y sexo, de manera de ser resguardada la
identidad del voluntario. Los criterios de inclusion que se tuvieron en cuenta para la

composicién de la muestra fueron:

v" Personas mayores de edad en buen estado de salud y en pleno uso de razén, que
voluntariamente decidieron participar en el estudio.

v Ausencia de parentesco hasta tercer grado de consanguinidad.

v Informacién de ancestria. El parentesco y la ascendencia, se determinaron a partir
de informacién solicitada al participante sobre el origen de sus padres y su filiacion

étnica y/o geografica. (Anexo 3).

Del total de muestras de poblaciones urbanas de la coleccién del laboratorio de
Genética Molecular Poblacional, 912 pertenecen a donantes varones, provenientes de
15 localidades de las regiones de Cuyo y noroeste de Argentina. (Figura 3). En la tabla

4 se especifica el nimero de varones muestreado en cada localidad
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Figura 3. Mapa con las localidades muestreadas.

Tabla4. Numero total de varones por localidad muestreada.

Localidades N
La Quiaca 73
Maimara 105
San Salvador de Jujuy 37
Salta 81
San Miguel de Tucuman 12
Santa Maria 72
Belén 58
Catamarca 96
La Rioja 86
Chepes 31
Calingasta 20
San Juan 86
Lavalle 36
Mendoza 78
Malargue 41

TOTAL 912



2.2 Extraccion de ADN

Las muestras de ADN empleadas en el presente trabajo fueron extraidas a partir de
15ml de sangre o de saliva. En ambos casos, el método de extraccion empleado fue el
de “salting out” (Miller et al. 1988). Este método permite obtener una alta concentracion

de ADN y tiene la ventaja de no utilizar reactivos toxicos.

2.3 Tipificacion de haplogrupos del Cromosoma Y

Umetsu y colaboradores han desarrollado una técnica de tipificacion alelo-especifica de
SNPs para ADN mitocondrial (Umetsu et al. 2001; Umetsu et al. 2005). Este método
consiste en disefar trios de oligonucledtidos o cebadores que reconocen la secuencia
para el caracter derivado y ancestral, que se diferencian por tamafo mediante la
adicion de una cola de nucledtidos no complementaria, lo que permite distinguir por
electroforesis en gel los distintos productos de amplificacion de los dos alelos. Esta
técnica presenta muchas ventajas sobre otros métodos tradicionales como la técnica
de RFLP, que emplea enzimas de restriccion (Torroni et al. 1992) SNAPshot con mini
secuenciacion (Sanchez et al. 2003) o Real-Time PCR (Zuccarelli et al. 2011), que
resultan mas costosas. En el presente trabajo se describe la técnica para la deteccion
de SNPs del cromosoma Y por Multiplex PCR-APLP (polimorfismos en la longitud del
producto amplificado) que es una amplificacién en multiplex alelo especifica. Los
oligonucledtidos se disefiaron en funcidon de las mutaciones caracteristicas de los
haplogrupos aléctonos de mayor frecuencia encontrados en Argentina y para los linajes

propios de nativos americanos.

231 Diseio de los cebadores alelo-especificos

Como mencionamos anteriormente, el método se basa en la modificacion de un
cebador que reconoce preferentemente una variante alélica. En condiciones de alta
especificidad pueden lograrse reacciones eficientes de PCR cuando la base 3’ hidroxilo
terminal del cebador es complementaria al nucleotido correspondiente del templado,
mientras que la ausencia de complementariedad resulta en ausencia o deficiencia de
replicacion del otro alelo, se disefaron tres cebadores para cada SNP, dos que

reconocen diferencialmente los nucleotidos derivado y ancestral, respectivamente y un
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tercer cebador que delimita el tamario total del fragmento. A uno de los cebadores se le
adicioné una cola de nucle6tidos no complementaria, de manera de distinguir los
productos de amplificacion de los dos alelos. El tercer cebador delimita el tamafio total
del fragmento. A continuacién, se detalla la secuencia de pasos en el disefo

experimental:

a) Se seleccionaron los SNPs que caracterizan los haplogrupos de interés. Estos
se ubicaron en la secuencia de referencia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp?term=homo%20sapiens) con base a la nueva nomenclatura de Karafet y
colaboradores (2008). Ubicado el polimorfismo, se selecciond un fragmento
adyacente, de aproximadamente 100pb a cada lado de dicho polimorfismo. Una vez
analizada la secuencia, se determiné en cual de los cebadores (“forward’ o “reverse”

del inglés) estaria incluido el SNP.

b) Para el disefio de los oligonucledtidos se emple6 el programa Primer3 v0.3.0
(http:/ffrodo.wi.mit.edu, Srozen y Skaletsky 2000). En primer lugar, la inclusion de la
variante alélica se restringia a uno de los cebadores, delimitando el tamafio de acuerdo
al numero de marcadores que se incluirian en cada multiplex, evitando asi el
solapamiento entre los fragmentos. Se utilizaron los parametros establecidos por

defecto en el programa Primer3:

v' Temperatura de fusion (melting temperature o T°m), entre los 55°C y 70°C.

v' Dado que la T°’m depende de la concentracion de GC, también se tuvo en
cuenta la proporcion de GC, la cual debe estar alrededor del 50 al 60%.

v Longitud de las secuencias (dado que también afecta la T°m)

v Evitamos las terminaciones 3' complementarias, para reducir la probabilidad de

formar dimeros.

Las condiciones para optimizar al maximo el correcto funcionamiento de los
oligonucledtidos se detallan en la tabla 5, con estas indicaciones, el software establece
una pareja de cebadores adecuados, que cumplen con todas las condiciones de
estabilidad.
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c) Los oligonucledtidos alelo-especificos tienen la base complementaria a la
variante alélica que se quiere amplificar en la terminal 3 OH. En el extremo 5° se
adicion6 una cola de nucledtidos no complementaria a la secuencia flanqueante del
cebador. La cola de nucledtidos tiende a desequilibrar T°m (temperatura en la cual los
cebadores seleccionados se aparean especificamente a la secuencia de interés), en
casos extremos se introducen una base no apareada (o “mismatch”) para estabilizarla.
Una vez modificado el oligonucledtido, se simulé nuevamente mediante el software
Primer3, para confirmar la estabilidad de la secuencia. Procedimos igual manera para
disefar el cebador que reconoce a la otra variante alélica, cambiando el nucleétido del
extremo 3 y retirando la cola de nucledtidos, lo que permitira observar una

amplificacion con diferencia de fragmentos para cada alelo.

d) Con el programa OligoCalc (Kibbe 2007, disponible en
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) se obtuvieron los valores de
estabilidad termodinamica (energia libre de Gibbs; AGo) de las interacciones
detectadas entre cebadores (formacion de horquillas, homodimeros o heterodimeros)
que pueden dar lugar a errores en las reacciones de PCR. Este programa es mas
sensible que Primer3, puede reconocer si los oligonucledtidos tienen

complementariedades o si forman algun otro tipo de estructura secundaria.

e) Como dultimo control se rastre6 si las secuencias disefadas de los
oligonucleotidos presentaban alguna complementariedad en algun otro locus del
genoma humano, ademas de qué porcentaje de complementariedad tenian con el
cromosoma Y. Se utilizd a estos fines el programa HumanBlat
(http://lgenome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat; Kent 2002) Si durante este ultimo control no se
detectan anormalidades, los oligonucledtidos se consideran 6ptimos para pasar a la

fase experimental.
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Tabla 5. Parametros utilizados en el disefio de los oligonucleétidos.

Minima longitud 18pb
Maxima Longitud 27pb
Minima T°m 57°C
Maxima T°m 61°C
Varianza T°m +/-1-2°C
Minimo GC 30%
Maximo GC 60%

Minima longitud del producto  60pb
Maxima Longitud del producto 160pb

2.3.2 Amplificacion de marcadores bialélicos del cromosoma Y

La secuencia de los cebadores y sus concentraciones se detallan en el Anexo 4. El
volumen final de las reacciones de PCR fue de 10 uL, se emplearon 10 ng de ADN
genomico y las siguientes concentraciones de reactivos: 0.025U/uL de Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen), 0,75 mM MgCI2, 1X tampén (Buffer) de reaccion, 100uM
dNTP y agua ultra pura hasta completar el volumen final. Cada cebador tenia una
concentracion optima (Anexo 4). La reaccion se llevd a cabo en un termociclador
Biometra T3000. Después de 4 minutos de desnaturalizaciéon a 94°C, se llevaron a
cabo 33 ciclos de amplificacion, cada uno compuesto por: 1 min 94°C, 1 min 55°Cy 1.5

min 72°C, seguido por un ultimo paso de extension final de 72°C por 10 min.

2.3.3 Polimorfismos de longitud de los productos de amplificacién (APLP)

Basados en la filogenia del cromosoma Y (Karafet et al, 2008), conociendo la historia
de migraciones aldctonas llegadas a Argentina y teniendo en cuenta las frecuencias de
los linajes reportados para las poblaciones argentinas en trabajos previos (Bailliet et al.
2009; Ramallo et al. 2009; Corach et al. 2012; Parolin et al. 2012;), se eligieron los
SNPs diagnésticos de los clados de interés para el presente trabajo. Como se muestra
en la figura 4, se seleccionaron 18 SNPs organizados en 4 multiplex. Seis trios de
cebadores conforman el multiplex | que permite discriminar las ramas mas basales del

cromosoma Y. Corresponden a las corrientes migratorias que presentan mayores
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frecuencias en las poblaciones urbanas de Argentina (marcadores M173, M242, M207,
M172, M89 y M9). El mutiplex Il diagnostica tres mutaciones dentro del clado Q (M242,
M346 y M3), el multiplex Il resuelve los sub-haplogrupos del para-grupo F (P287,
M253, M267 y M285), y el multiplex IV los del clado R1 (M343, P297, SRY10831.2,
M335). El haplogrupo E (P152) fue analizado en forma directa por PCR alelo especifico
unicamente en los individuos que presentaron el caracter ancestral para la mutacion de
M89. Este marcador debi6 analizarse en manera individual dado que su tamano no era
compatible con ningun multiplex. Ademas de economizar tiempo, las reacciones de
PCR en multiplex permiten un auto control de asignacién. Por ejemplo: en el multiplex
I, una muestra que presente el alelo derivado del marcador M242 (Hg Q), debera ser
ancestral para M173 (Hg R1), M207 (Hg R), M172 (Hg J2) y derivada para M9 (Hg K) y
M89 (Hg F). De igual manera para cada uno de los demas marcadores analizados,

cada muestra es control de si misma cuando se estudia en multiplex.

A partir de los resultados obtenidos con el multiplex |, se procedié a seleccionar las
muestras para analizar con los siguientes multiplex. Aquellos individuos cuyo
cromosoma Y presentase el alelo derivado para M242 fueron estudiados con el
multiplex Il, las muestras derivadas para M173 se analizaron con el multiplex 1V, las
muestras ancestrales para M9 se analizaron con el multiplex lll y finalmente las
muestras que fueron ancestrales para M89 se analizaron con PCR simple con P152.
En la figura 4 se esquematiza el cladograma que resume las relaciones filogenéticas

entre clados y SNPs analizados.
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P152

— E
M285
—G1
G
1 | P287 @9
E | M253 M
M267
— J1
J
M89
M172 J2
—K
M9 M242 Q M346 Q1 a2 & Q1 a2ala1
SRY10831.2
R1a
M207 M173
R R1 P297 Babap
M343 R1b
Y22 Ribic
Figura 4. Cladograma con los SNPs analizados™.

*En violeta se grafican los polimorfismos del multiplex I, en rojo los del multiplex II, en turquesa
los del multiplex IIl, en naranja los del multiplex IV y en verde el mono-plex del haplogrupo

E.
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2.3.4 Estandarizacion de la técnica de amplificacion alelo-especifica en

multiplex

Los ensayos de los APLPs descriptos en los puntos anteriores se llevaron a cabo con
muestras que habian sido previamente caracterizadas por RFLPs y los resultados
fueron consistentes. Una vez estandarizado, el método se empled para tipificar las
poblaciones del presente trabajo. Cuando esta puesto a punto, este es un proceso muy
sencillo, requiere solamente de una Unica reaccion de amplificacién y una posterior
electroforesis en gel de poliacrilamida para asignar el estado alélico de los diferentes
marcadores (Figura 5). Permite diagnosticar varios haplogrupos en una sola reaccion,

resultando cada muestra un auto control siguiendo el orden filogenético (Tabla 6).

i }M34E
G

2 mirs

;}M242

S Fmzo7

T }M242
C
C

M3
}

A
} SRY10831.2
G
A
}M335
T

Figura 5. Bandas de los APLPS de los haplogrupos del cromosoma Y. A: ultiplexmultiplex
I. B: multiplex Il. C: dltiplexmultiplex Ill. D: maltiplex IV. Con marcador de peso molecular
(M) de 25-bp (Invitrogen).
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Tabla 6. Sitios polimérficos que determinan los haplogrupos del cromosoma Y

SRY CTS CTS

Hg YAP P152 M89 P287 M285 M253 P215 M267 M172 M9 M207 M173 M343 P297 10831.2 M335 M242 P36.2 M346 M25 L54 2730 11969
D-E 2 G C G C c T A T C A A C G G T C G C G A T T C
E 2 A C G C c T A T C A A C G G T C G C G A T T C
F 1. G T G C C T A T C A A cC G G T C G C G A T T c
G2 1. G T T C C T A T C A A cC G G T C G C G A T T C
G1 1. G T G T C T A T C A A cC G G T C G C G A T T C
" 1. G T G ¢C T T A T C A A C G G T c G c G A T T C
12 1. G T G C cC G A T C A A C G G T C G C G A T T C
J1 1. G T G C C T G T C A A cC G G T c G c G A T T C
J2 1. G T G C C T A G C A A cC G G T C G C G A T T C
K 1. G T G C c T A T G A A cC G G T C G C G A T T C
R 1. G T G ¢C c T A T C G A C G G T C G C G A T T C
R1 1 G T G C C T A T C G c cC G G T c G c G A T T C
R1a 1. G T G C ¢ T A T C G C A G G T C G C G A T T C
R1b 1. G T G C C T A T C G C A C G T C G C G A T T C
R1b1b 1. G T G C c T A T C G C A C A T C G C G A T T C
Rib1c 1. G T G C c T A T C G C A C A A C G C G A T T c
Q 1. G T G C c T A T C A A C G G T T G C G A T T C
Q1 1. G T G C C T A T C A A cC G G T T T c G A T T c
Q1a 1. G T G C C T A T C A A cC G G T T G G G A T T C
Q1a1b 1. G T G C C T A T C A A cC G G T T G G C A T T C
Q1a2 1. G T G C c T A T C A A cC G G T T G G G G T T c
Qfa2atb 1 G T G C c T A T C A A C G G T T G G G G c T C
Qfa2zata 1 G T G C C T A T C A A cC G G T T G G G G T G C
Qla2atal 1 G T G C C T A T C A A cC G G T T G G G G T G T

2.4 Secuenciacion

Con el fin de estudiar la diversidad dentro del clado Q, aquellas muestras que
resultaron derivadas para M242 pero no portaban la transicion caracteristica del
marcador M3 fueron analizadas por secuenciacion. A partir de los datos publicados en
los sitios on-line Familiy Tree DNA (https://www.familytreedna.com) e ISOGG
(http://www.isogg.org/), se seleccionaron una serie de marcadores derivados para
M242 pero filogenéticamente anteriores a M3 y M346 (Tabla 7). Los portales referidos
son fuentes de informacion que presentan las actualizaciones mas recientes en la
filogenia del cromosoma Y, basada tanto en estudios académicos como en informacion

genética proveniente de individuos interesados en genealogia.
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Tabla 7. Marcadores elegidos para analizar la diversidad del linaje Q: nombre, cédigo de
referencia SNP ID, posicion en el cromosoma y fuente bibliografica.

cédigo rs SNP 2013(GRCh38)/hg38 Referencia
P36.2 12384646 YCC,2002
P89.1 12738531 INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY
F1096 8219532 INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY
NTWO1 3020042 Dulik et al. 2012
M25 21295390 Underhill et al. 2001
L565 16984504 INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY
M120 21336120 Underhill et al 2001

rs13447377  M323 19705832 Shen et al 2004

rs34724285  L53 19480410 FAMILY TREE DNA

rs34954951  L54 21130896 FAMILY TREE DNA

rs34549365  L213 8306992 INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY
L456 8367023 FAMILY TREE DNA
L718 17054795 FAMILY TREE DNA
L940 6978239 FAMILY TREE DNA
L191 3019338 FAMILY TREE DNA
L334 13860805 FAMILY TREE DNA
CTS2730 13827969 INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY

CTS11969 21229412

INTERNATIONAL SOCIETY OF GENETIC GENEALOGY

Para este grupo de marcadores se disefiaron cebadores que aparean a una distancia

de 300-400 pb de los polimorfismos (las posiciones de las mutaciones fueron

asignadas teniendo en cuenta el ultimo alineamiento de la secuencia completa del

genoma humano hecho por el Consorcio de Referencia del Genoma (GRC) 2013
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(GRCh38)/hg38) empleando el programa Primer3 (Srozen y Skaletsky 2000). En la

tabla 8 se detalla la secuencia de los cebadores.

Tabla 8. Oligonucleétidos empleados para la caracterizacion por secuenciacion.
Concentracion Tamaiio del
SNP Secuencia
pmol/10uL amplicon
F: AGCATCTCCACACAGCACAC 2.5
P36.2 629
R: CATCCATCTACCTACATACCTGTCA 2.5
F: GGAGACATGTTTTTATTTCGCTTT 2.5
P89.1 829
R: TCCTCTTTCAATAATTGTTCCTTT 2.5
F: ACAGCCAAGGCATTAGAAGG 2.5
F1096 638
R:TGTTTTCAACTGGACCTTGC 2.5
F: TTTTTGCAATGGGAAAGGAC 2.5
NWTO1 688
R: AAACCCCGCTTTCAGGTAAT 2.5
F: TTACGAAGCCTGGTTCAGTG 2.5
L565 679
R: TCAGTCTCCTCCCAGCAAGT 2.5
F: AGGAGAAAGCAGACCGTGAA 2.5
M323 608
R: AGACCCAAGGGGAGAAAAGA 25
F: TGTTTGCCCAAAATTAACCA 2.5
L53 388
R: TTAAATGACCCCCTGAGTGC 25
L213 Lo encontramos en el fragmento secuenciado para L456
F: CACCCGGATCAAAAGGAGTA 2.5
L456 627
R: GCAGTGGCAACAAAATTCAA 2.5
F: GGGGTCTCACACCTGGATAA 2.5
L718 643
R: TTTTGGGGTGGATATTTGGA 2.5
F: CCACCACCCAAATAGGCTAC 2.5
L940 649
R: ATTTTGCATGAGGACGAAGC 2.5
F: GGCCTGAAAATGTGGAAAGA 2.5
L191 473
R: CCTGGTGTTCCTCCACTCAT 25
F: GATCCTGCCCATTGTTGAGT 2.5
L334 557
R: TCACAATCTCCCCTCTGGTC 2.5
F: GCTCCACGGCTTATTCTCAA 2.5
CTS2730 725
R: GCTCCAGATTGAGTTTTTGCT 2.5
F: GAGGCAAGGTCATGTCACAG 2.5
CTS11969 617
R: TTGGCACAAACGTCATCATT 2.5

Los marcadores L54, M25 y M120 se analizaron por RFLPs (Tabla 9)



Tabla 9. Oligonucledtidos, enzima y tamario de los fragmentos empleados para la
caracterizacion por RFLP.

SNP Primer Fragmento Enzima Ancestral Fragmentos
L54 F: TTGTTTGTTGACCCCGTTTT 485 Ml A A 218-146-59-62/
R: ATTGCTGCTTTTGCTCCACT G 364-59-62
F: CACACAAAACAAGAACCGTGA
M25 172 EcoR | G G 82-88 / C 18-64-88

R: GCACTGACACAAGTTATCTCCC

F: TGGACAGATTACAGTAAACCTTCAAC
M120 123 BspHI T T100-23/C 123
R: GTATAATTTCCCTTAAAAACATCATG

Las muestras se analizaron por grupos de la siguiente manera:

* Las que presentaron el caracter ancestral tanto para M3 como para M346 fueron
analizadas por secuenciacion con los marcadores P36.2, P89.1, NTWO01, F1096, L565
(grupo1), y por RFLP con M25 y M120

* Las muestras que presentaron el caracter derivado para M346 pero ancestral para
M3 se analizaron por secuenciacion con los marcadores M323, L53, L213; L54 y L940
(grupo 2). A estas muestras se sumaron también las de las poblaciones aborigenes

Lengua y Ayoreo analizadas previamente por nuestro equipo (Bailliet et al. 2009).

» Finalmente, las muestras en las que se detectd el alelo derivado para todos los
marcadores del grupo 2 fueron analizadas por secuenciacion con L718, L456, L334,
L333, L191, CTS11969 y CTS2730 (marcador sinénimo Z780) (grupo 3).

Para los analisis de las frecuencias de los sub-haplogrupos del linaje Q que no
presentaron el estado derivado para M3, se tuvieron en cuenta los resultados totales
de las muestras analizadas por nuestro grupo de investigacién (Bailliet et al. 2009;
Schwab M., tesis doctoral en curso). En la figura 6 se grafica las relaciones

filogenéticas de los polimorfismos analizados por secuenciacion dentro del clado Q.
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Figura 6. Polimorfismos analizados por secuenciacion dentro del clado Q M242 y su
relacion filogenética.

La abreviatura de grupo en investigacion (Invest) es empleada para los polimorfismos a los
cuales el ISOGG no ha asignado un haplogrupo dado a que esta en investigacion.
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2.5 Alineamiento

Las secuencias fueron alineadas con el programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007),

mediante el algoritmo ClustalW.

2.6 Diferenciacion de haplotipos

Todas las muestras asignadas a Q-M242 fueron analizadas para 17 microsatélites de
los kits Yfiler® y AmpFLSTR® (DYS456, DYS389l, DYS390, DYS389Il, DYS458,
DYS19, DYS385 a/b, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA,
DYS437, DYS438, DYS448), en el Analizador Genético ABI 3130 (Life Technologies) y
siguiendo las recomendaciones de los representantes técnicos. En la tabla 10 se

muestran con detalle los loci analizados y sus caracteristicas.

Tabla 10. Loci del Kit Yfiler, se presenta también la escala alélica de cada marcador, el

genotipo de ADN control 007 y el tinte correspondiente a cada loci.

Locus Alelos Incluidos en el Kit Yfiler Allelic Ladder  Tinte Genotipo del ADN control 007

DYS456 13-18 15
DYS389! 10-15 13
DYS390 18 - 27 G-FAM™ 24
DYS389Il 24-34 29
DYS458 14-20 17
DYS19 10-19 VIC® 15

DYS385 alb 7-25 11,14
DYS393 8-16 13
DYS391 7-13 11
DYS439 8-15 NED™ 12
DYS635 20 - 26 24
DYS392 7-18 13
Y GATA H4 8-13 113
DYS437 13-17 15
DYS438 8-13 PET® 12
DYS448 17 - 24 19

Este kit de microsatélites también fue analizado en las muestras del haplogrupo M242
caracterizadas en poblaciones aborigenes que previamente estudiadas por el grupo de

Genética Molecular Poblacional del IMIBICE.
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2.7 Métodos de analisis

Los calculos y los graficos de las frecuencias se llevaron a cabo mediante conteo
directo empleando las herramientas del software “Microsoft Excel” (version 2010). Para
los graficos de las frecuencias de los sub-haplogrupos, se tomo el total de individuos
de cada haplogrupo como el 100%, de esta manera se expone claramente la

frecuencia de cada sub-haplogrupo dentro de cada linaje.

Las frecuencias de haplogrupos y haplotipos se analizaron mediante el programa

Arlequin 3.0. calculando:

v' Diversidad haplotipica, que se define como la probabilidad de que dos alelos,
seleccionados al azar en una muestra, sean diferentes entre si, se estudio
empleando la férmula de Nei (1987). Mientras mayor sea esta probabilidad, mas
diversa sera la muestra y, por ende, también la poblacién de la que fue tomada (Nei
et al. 1972).

v la variabilidad entre y dentro de las poblaciones (Excoffier et al. 2005), calculando
AMOVA (subdivisién jerarquica de la varianza) para comparar los distintos grupos y
para medir el grado de diferenciacion de las poblaciones se tuvo en cuenta los
valores de Fst (Excoffier et al. 1992).

v' Los indices de Fst miden el grado diferencial de variacion genética entre las
poblaciones y compara el promedio de diversidad genética encontrado dentro de
cada una en relaciéon a una poblacién mayor. Cada localidad se considera como
una poblacién dentro de un grupo principal. Los valores de Fst varian entre 0 y 1.
Cuando el flujo génico es alto y existe poca diferenciacion entre dos poblaciones,
se aproxima a cero.

v' El indice Rst es el analogo molecular de los Fst, basado en el modelo de mutacion
gradual y es especifico para microsatélites ya que propone que cuando mutan los
microsatélites ganan o pierden una sola repeticion en tandem. Esto implica que dos
alelos que difieren en una sola repeticion estan mas relacionados (tienen un
ancestro comun mas reciente) que alelos que difieren en varias repeticiones. En
otras palabras, el tamafo del fragmento importa al realizar cualquier analisis
estadistico (Demarchi et al 2009)
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Para los test estadisticos, la probabilidad de cada valor se calculé por re muestreo

(100.000 permutaciones), estableciéndose el valor de significancia en p <0,05.

Las relaciones genéticas entre las muestras se evaluaron mediante un método de
ordenacién de Analisis de Componentes Principales (ACP). Este analisis de
ordenacién permite la construccién de un mapa geénico bi o tridimensional donde es
posible proyectar, simultaneamente, muestras y variables. Por ultimo, con el objetivo
de comparar los resultados obtenidos con ACP, se aplico el método denominado
escalamiento multidimensional no-métrico (Nonmetric Multidimensional Scaling - MDS)
(Kruskal, 1964). Este método permite representar graficamente las relaciones entre n
muestras en un espacio de k-dimensiones de modo tal que las distancias entre las
muestras correspondan tanto como sea posible a las distancias calculadas entre ellas.
El MDS es un método iterativo de busqueda para la ordenacién y ubicacion de n
entidades en k dimensiones (ejes) que haga minimo el "stress" en la configuracion final
k-dimensional. "Stress" es un concepto que se refiere a la magnitud de la desviacion
entre las distancias existentes entre los puntos en el espacio original p-dimensional y
las distancias en el espacio reducido de ordenacion k-dimensional. El rango del stress
va de 0 a 1, sugiere la siguiente evaluacion para los niveles de stress alcanzados en la
configuracién final: 0,40 pobre; 0,20 regular; 0,10 bueno y 0,05 excelente. Estos
célculos se llevaron a cabo empleando el programa estadistico NTSYS-pc version
2.11s (Exeter Software) (Tamura et al. 2007).

Para determinar si habia correlacién (r) entre las distancias genéticas calculadas a
partir de los Rst y las distancias geograficas entre pares de poblaciones, se utilizé el
test de Mantel (Mantel 1967), prueba que mide las posibles relaciones entre todos los
puntos de dos matrices y calcula su correlaciéon. Un valor de r positivo y significativo
sugiere la existencia en la regién estudiada del fendmeno de aislamiento por distancia.
El coeficiente de correlacion varia entre -1 y 1 dependiendo del ajuste entre ambas.
Con el objetivo de profundizar sobre la estructura espacial de la variacién genética
también hicimos un analisis de auto-correlacion espacial (Cliff y Ord, 1973; Sokal y
Oden, 1978, Griffith, 1987), que permite comparar las distancias genéticas y las
geogréficas fragmentando el espacio en intervalos de distancia, es muy util para
estudios como el nuestro donde trabajamos con regiones muy grandes, ya que al

subdividir el espacio permite analizar la diferenciacion a un nivel mas detallado. La
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significacion estadistica de la correlacion entre matrices se obtuvo a través de un test
de permutacion usando 9999 repeticiones. Las distancias geograficas fueron
estimadas a partir de las coordenadas (longitud y latitud) centrales del rango geogréfico
de cada localidad. Estos calculos se llevaron a cabo empleando el programa
PASSaGE2 (por su siglas en inglés Pattern Analysis, Spatial Statistics and
Geographics Exegesis) (Rosenberg y Anderson 2011).

Se estimaron barreras para el flujo génico con el programa BARRIER 2.2, a partir de
las distancias genéticas basadas en Rst y se diagramé el patrén geogréafico de
distribucion de frecuencias. Este programa realiza una aproximacion geométrica del
area geografica atribuyendo un area especifica a cada punto de muestreo, identifica los
pares de localidades adyacentes que presentan mayor diferenciacion y comienzan a
trazarse las barreras genéticas. El programa diagrama las barreras identificando pares
de localidades adyacentes que presentan mayor diferenciacion y comienzan a trazarse
las barreras genéticas. Una vez iniciada, la barrera continia por la linea de mayor
debilidad, es decir por aquel limite continuo que ostente la mayor diferenciacion entre
las localidades que separa. De esta manera, el orden de importancia de las barreras
identificadas radica en la diferenciacion entre el par de localidades que lo inicid y no
necesariamente entre cada par de localidades a uno y otro lado de la barrera (Manni et
al. 2004).

Los célculos de comparacion entre distancias geograficas y distancias genéticas se
hicieron todos con las distancias basadas en Rst, por presentar un modelo de mutacién

gradual y ser el que mas se ajusta a los estudios con microsatélites.

A partir de los haplotipos de STRs se construyeron redes “median joining” o redes
medianas, implementado en el programa  Network version 4.6.0.0.
(fluxusengineering.com Bandelt et al. 1999). Este algoritmo produce los arboles mas
parsimoniosos de un grupo de datos en forma de una red Unica e informa acerca de la
frecuencia de cada haplotipo observado. A través de la aplicacién del método “median
joining” (Foster et al. 2001) se generan haplotipos hipotéticos o vectores medianos
mas probables (frecuentemente ancestrales), necesarios para conectar los haplotipos
existentes dentro de la red. A cada marcador se le asign6é un peso considerando su

tasa mutacional (Muzzio et al. 2010). Finalmente para evaluar los pasos mutacionales
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que estan separando los haplotipos, también empleando el programa Network se
generaron graficos de la distribucion “Mismatch” o pares de diferencias, es otro modo
de representar la diversidad molecular para datos cuyas diferencias entre alelos sean
discretas, en el caso particular de los microsatélites, con diferencias en el nimero de
las repeticiones. De esta manera los haplotipos de cada linaje, se comparar por parejas
y se calcula el numero de diferencias, entonces si comparamos “n” haplotipos el total
de comparaciones sera: n(n-1)/2 y a partir de estas comparaciones se construye un
histograma que relaciona la frecuencia observada para cada numero de diferencias
encontradas. Dependiendo de la forma que toma la distribucién “Mismatch”, se puede
hacer inferencias respecto al comportamiento de las muestras comparadas de la

siguiente manera:

-si el grafico tiene una distribucion normal o de campana, esta indicando el paso por un
periodo de crecimiento rapido a partir de una o unas pocas variantes.
- y un grafico con una distribucién multimodal o erratica indicaria un grupo de tamano

que ha sido constante durante largo tiempo.

La variaciéon de la distribucién de frecuencias de los sub-haplogrupos de cada linaje
sobre el mapa, en las localidades muestreadas se hicieron con el programa Surfer 12,
que emplea el algoritmo de Kriging (Golden Software, 2002), un método matematico de
interpolacion que permite predecir las frecuencias en los puntos intermedios de
muestreo. Los graficos fueron editados con el programa CorelDRAW X5, excluyendo
las provincias que hacen parte de otras regiones no analizadas en el presente trabajo.
En el caso de los graficos para los sub-haplogrupos del linaje Q, se consideraron las
provincias intermedias entre las regiones muestreadas y las localidades de donde

provenian los individuos de Lengua y Ayoreo.
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3. Resultados

3.1 Frecuencia de los haplogrupos del cromosoma Y

En el total de la muestra, la mayor frecuencia corresponde a los sub-haplogrupos

aléctonos del clado R (Tabla11), seguido por Q, el para-grupo Fy E.

El haplogrupo R (40,6%) fue el mas frecuente en el total de la muestra. Dentro de este
clado, el sub-haplogrupo mayoritario fue R1b1b (31,9%), R1a estuvo representado en
varias de las localidades pero con una frecuencia mas baja (0,7%). No se encontrd
ninguna muestra perteneciente a R1b1c. El 7,9% que se asigné a R1* corresponde a
las muestras dentro del haplogrupo R1 que no pudieron ser tipificadas para las
restantes mutaciones. El siguiente haplogrupo mas frecuente fue Q (25,4%), dentro de
este linaje el 22,7% se clasific6 como Q1a2a1a1, seguido por Q1a2alb (1,8%). Los
sub-haplogrupos Q1 y Q1a2 tuvieron la misma frecuencia (0,2%) y Q1a1b el valor mas
bajo (0,1%). El grupo de individuos ancestrales para M9, tuvo una frecuencia similar a
la del haplogrupo Q (20,8%). Dentro del clado FT, el sub-haplogrupo J2 se identifico
en una frecuencia de 8,5%, J1 y G2 estan representados en similares proporciones
(3,1% y 3%, respectivamente). No encontramos en nuestras muestras individuos con
las variantes diagnésticas de los sub-haplogrupos del clado | y el sub-haplogrupo G1,
el 6,2% de las muestras corresponden al haplogrupo F(xG,l,J) pero no presentaron
ninguno de los SNP del multiplex Ill. El siguiente haplogrupo mas frecuente fue E
(9,5%) y finalmente el de mas baja frecuencia K(xQ,R) (3,7%).
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Frecuencias (%) de los haplogrupos del cromosoma Y en cada una de las poblaciones estudiadas.

Tabla 11.
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3.1.1  Distribucion y frecuencia de los linajes.

3.1.11 Haplogrupo E

Este linaje presentd la mayor frecuencia en Tucuman (25%), mientras que las
poblaciones de Salta, La Rioja y Mendoza tuvieron frecuencias intermedias que
oscilaron entre el 15 %y 16%. En La Quiaca, Belén, Catamarca, Chepes y San Juan el
porcentaje fue menor (entre 8% y 11%) y las frecuencias mas bajas se encontraron en
Santa Maria y Maimara (4,8% y 6,3%, respectivamente). Este haplogrupo estuvo
ausente en las muestras correspondientes a las localidades de San Salvador de Jujuy,

Villa Tulumaya y Malargte (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Frecuencia del haplogrupo E en las poblaciones muestreadas.
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Figura 8. Distribucién de las frecuencias del haplogrupo E en las poblaciones muestreadas y

las frecuencias estimadas en los puntos intermedios no muestreados.

3.1.1.2 Para-grupo K (xQR)

Este grupo es el que estuvo menos representado en las muestras estudiadas. En las
poblaciones de San Salvador de Jujuy, Maimara y Santa Maria registré valores entre 6% y
8%, mientras que en La Quiaca, Salta, Catamarca, La Rioja, Chepes, San Juan, Lavalle y
Malargie las frecuencias oscilaron entre 2% y 4%. Este linaje estuvo ausente en las

poblaciones de Tucuman, Belén y Mendoza (Figuras 9y 10).
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Figura 10. Distribucién de las frecuencias del haplogrupo K en las poblaciones muestreadas y

las frecuencias estimadas en los puntos intermedios no muestreados.



3113 Para-grupo F

El sub-haplogrupo mas frecuente fue J2. En Tucuman presentoé una frecuencia alta (75%),
seguido por Salta y Catamarca (60% y 58%, respectivamente), mientras que La Quiaca
presento la menor frecuencia para (11,1%). J1 es el siguiente sub-haplogrupo mas
frecuente, se identificd en el 50% de las muestras, en Malargle y en La Quiaca fueron las
Unicas poblaciones donde presentd mayor frecuencia que J2. No se encontré J1 en
Tucuman, Jujuy, Lavalle ni Catamarca. El sub-haplogrupo G2 presenté la frecuencia mas
alta en La Rioja y en Catamarca con 30% y 33% respectivamente. En las demas
poblaciones se encontré entre 20% y 23%, estando ausente en algunas localidades del
NOA y Cuyo: Tucuman, Jujuy, La Quiaca y Malargie. No encontramos en nuestras
muestras individuos pertenecientes a los sub-haplogrupos I1 ni G1. Una fraccion de las
muestras, en algunos casos alta (mas de 60%) no fue diagnosticada con ninguno de los

marcadores que analizamos (Figuras 11y 12).
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Figura 11.  Frecuencia de los sub-haplogrupos del linaje F en las poblaciones muestreadas.
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Figura 12. Distribucion de las frecuencias de los sub-haplogrupos del linaje F encontrados en
las poblaciones muestreadas y las frecuencias estimadas en los puntos intermedios no

muestreados.

3114 Haplogrupo R

Es el haplogrupo aléctono de mayor frecuencia en las poblaciones americanas
cosmopolitas. En nuestras muestras observamos poca diversidad dentro de este clado,
encontrando que 78% del total de individuos R fue asignado al sub-haplogrupo R1b1b,
como en el caso de las localidades pertenecientes a la region de Cuyo y la provincia de
La Rioja. También se encontro el sub haplogrupo R1a, aunque con una frecuencia mucho
mas baja, en las poblaciones de Lavalle, San Juan, La Rioja, Belén, Santa Maria
Catamarca, el para-grupo R1* fue encontrado en la mayoria de las poblaciones y los
individuos fueron asignados a este cuando no pertenecian a ninguno de los sub-

haplogrupos estudiados en el multiplex 5 (Figuras 13y 14).
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Figura13. Frecuencia de los sub-haplogrupos del linaje R en las poblaciones muestreadas
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Figura 14.  Distribucion de las frecuencias de los sub-haplogrupos del linaje R encontrados en
las poblaciones muestreadas y las frecuencias estimadas en los puntos intermedios que no

muestrados.




3.1.1.5Haplogrupo Q

Tucuman, Maimara, La Quiaca, San Salvador de Jujuy y Salta fueron las localidades del
NOA donde el sub-haplogrupo Q-M3 (Q1a2a1a1) (autdéctono americano) presentd mayor
frecuencia, los demas sub haplogrupos del clado Q estuvieron distribuidos con diferentes
frecuencias en todas las localidades muestreadas. Q1* estuvo representado
mayoritariamente en San Juan y Q1 se encontrd solo en dos muestras: una proveniente
de Chepes y la segunda en Lavalle (Figuras 15, 16 y 17) Para la caracterizacion de los
sub-haplogrupos del Q se incluyeron muestras de poblaciones aborigenes analizadas
previamente en nuestro laboratorio, junto con muestras de Santiago del Estero (Schwab

M, tesis doctoral en curso).
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Figura 15.  Frecuencia de los sub haplogrupos del linaje Q en las poblaciones muestreadas
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Figura 16.  Distribucién de las frecuencias de los sub haplogrupos del linaje Q. En el recuadro
(A) QM424 (x M346). (B) M25. (C) QM346 (x L54).
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Figura 17.  Distribucion de las frecuencias de los sub haplogrupos del linaje Q. En el recuadro
(A) el grupo definido CTS2730. (B) grupo autéctono definido por M3.
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3.2 Secuenciacion

De los 897 varones de las poblaciones urbanas estudiadas, 27 resultaron asignables al
clado Q-M242 (xM3), es decir que fueron portadores del alelo derivado para M242 y
presentaron a la vez el estado ancestral en M3. De este grupo, s6lo 4 no fueron
portadores de M346. A partir del analisis con el grupo 1 de marcadores encontramos que
3 de estos 4 individuos presentaron el estado derivado para P36.2 y el ancestral para los
otros cinco marcadores analizados, lo que permite clasificarlos en el paragrupo Q1-P36.2
(xM346, F1096, L565, P89.1). La muestra restante, presenté el estado derivado para
M25, quedando asignada al sub-haplogrupo Q1a1b.

Diecinueve individuos de poblaciones urbanas asignados a Q-M346 (xQ-M3) en este
trabajo fueron analizados junto a otros ocho que provenian de las etnias Lengua y Ayoreo
estudiados previamente (Bailliet et al. 2009) con el grupo 2 de marcadores, resultando dos
individuos de poblaciones urbanas ancestrales para este grupo de marcadores, quedando

asi asignadas al sub-haplogrupo Q1a2.

Las 21 muestras restantes son derivadas para todos los marcadores antes mencionados y
también para el marcador CTS2730 (sinénimo de Z780); resultando ancestrales para el

resto de marcadores del grupo 3.

Adicionalmente dentro del fragmento analizado para L940 encontramos la insercion de
una adenina en la posicion 6978420 en todos individuos que presentaron el caracter
derivado para P36.2, de tal manera proponemos la ubicacién de esta insercion en la
misma posicion filogenética de P36.2. Los resultados obtenidos se resumen en la figura
18.
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3.3 Estructura genética encontrada a partir de frecuencias de haplogrupos

El indice de fijaciéon (Fst=0,06026, p = 0,00) es considerado bajo, sugiriendo poca
diferenciacion entre las poblaciones (Wrigth 1978). La variacién registrada es mayor entre
individuos dentro de poblaciones y no entre ellas (Tabla12). Sin embargo, el test exacto

de diferenciacion poblacional (Raymond y Rousset 1995) muestra que también existen

diferencias significativas cuando se compara entre pares de poblaciones (Tabla 13).

Tabla 12. Amova de las frecuencias alélicas de los haplogrupos del cromosoma Y de todas

las poblaciones analizadas

Componentes de

Porcentaje de

Fuente de Variacién G.L. S.C.
Varianza Variacion
Entre poblaciones 16 26,675 0,02480 6,03
Dentro de las
poblaciones 880 340,277 0,38688 93,97
Total 896 366,952 0,41157
indice de Fijacion (Fsr) 0,06026
G.L.= Grados de libertad. S.C.= Suma de cuadrados
Tabla 13. Test exacto de diferenciacion poblacional entre pares de poblaciones - = p>0,05; +
= p<0,05.
LQ MM JUJ SAL TUC SMA BEL CAT LRJ CHE CAL SIJN LV MZA MLG
LQ + - - - + + + + + + + +
MM  + + - + + + + + + + + +
Ju -+ - + - + + o+ + + + +
SAL - - - - + + + + + + + +
TuC - + + - - - - - - - +
SMA + + - + - - - - - - +
BEL + + + + - - + + + - + +
CAT + + + + - - + - - - + +
LRJ + + + + - - + - - - - +
CHE + + + + - - + - - - - -
CAL + + + + - - - - - - - _
SIN + + + + + + + + - - - +
LV + + - + - - - - - - - + +
MZA + + + + - - + - - - - - +
MLG + + + + + + + + + - - -

58



3.4 Distancias genéticas encontradas a partir de la frecuencia de los haplogrupos

A partir de la tabla 11 de frecuencias se llevé a cabo el analisis de componentes
principales, encontrando que el 89,90% de la variabilidad esta representada en dos
componentes. En la figura 19, se puede observar que el componente 1 contiene el
70,64% de la variabilidad, este eje separa las localidades de Salta, San Salvador de
Jujuy, Maimara y La Quiaca, de las poblaciones de la regién Cuyo (Mendoza, Malargue,
Lavalle, San Juan capital y Calingasta) y algunas localidades del NOA (Santa Maria,
Belén, Catamarca capital, La Rioja y Chepes). El componente 2 contiene el 19.26% de la
variabilidad y este eje separa solo a Tucuman del resto de las poblaciones estudiadas,
puede deberse a la particularidad de ser la poblacion que presento la mayoria de sus

linajes pertenecientes a los haplogrupo J2 y E.
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Figura 19.  Analisis de Componentes principales (ACP) calculados a partir de las frecuencias

de los haplogrupos.

Con el analisis de escalamiento multidimesional (MDS) obtuvimos una agrupacion similar
de las poblaciones pero con algunas variaciones (Anexo 5). Encontramos que las
localidades del NOA se agrupan nuevamente, separandose a su vez de las poblaciones
de Cuyo. Sin embargo, Catamarca capital y Belén se separan del grupo de Cuyo en el
cuadrante 2. Con este metodo de ordenacion obtuvimos un Final STRESS1 =0,08214

valor que sugiere un buen ajuste segun el rango propuesto por Kruskal (1964 a, b).
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3.5 Haplotipos de microsatélites en linajes paternos nativos americanos

Con diecisiete marcadores de tipo STR’s del cromosoma Y (DYS456, DYS389I, DYS390,
DYS389ll, DYS458, DYS19, DYS 385, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392,
DYS GATA, DYS437, DYS438, DYS448) se tipificaron exitosamente 155 individuos
pertenecientes al haplogrupo Q1a2a1a1, todas pertenecientes a poblaciones urbanas. La
diversidad genética obtenida con microsatélites esta ligada a la variabilidad que posee
cada locus. Los sistemas DYS393 y DYS391 presentaron baja diversidad, con solo tres

alelos en todas las poblaciones, mientras que DYS385 fue el mas polimorfico.

Se encontraron en total 138 haplotipos diferentes, 14 de los cuales fueron compartidos
entre individuos de la misma poblacién y nueve entre poblaciones. (Anexo 6). A partir del
analisis de varianza molecular, encontramos que el indice de fijacion (Fst=0.011613, p =
0.28) de las poblaciones fue bajo y no significativo, demostrando poca diferenciacion entre
las poblaciones (Wrigth 1978). La variacion es atribuible principalmente a los individuos

dentro de las poblaciones y no entre ellas (Tabla 14).

Tabla 14. Amova de las frecuencias alélicas de los haplotipos de todas las poblaciones
analizadas
Componentes de Porcentaje de
Fuente de Variacion G.L. S.C.
Varianza Variacion
Entre poblaciones 11 4439,248 5,50300 Va 1,61
Dentro de las
143 48005,836 335,70515 Vb 98,39

poblaciones
Total 154 52445,084 341,20815

indice de Fijacion (Rgr) 0,01613

G.L.= Grados de libertad. S.C.= Suma de cuadrados

Las distancias genéticas encontrada con los haplotipos de microsatélites en los individuos
pertenecientes al linaje Q1a2ala1 (Q-M3) muestran que la localidad mas diferenciada del
resto fue Chepes, mientras que Mendoza presentd la mas alta variacion intrapoblacional
(Figura 20).

60



Promedio de diferencias entre pares de localidades
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Figura 20. Matriz de distancias genéticas obtenida de microsatélites del cromosoma Y.

La relacion entre las distancias genéticas calculadas a partir de los RST y las distancias
geograficas fue evaluada por medio del test de Mantel el cual mostro un indice de
correlacion negativo y no significativo (r=- -0.21130) lo cual sugiere que la diversidad
genética de las poblaciones analizadas no se ajusta al modelo de aislamiento por

distancia.

Los calculos de barreras mostraron una barrera principal se generé entre Santa Maria las
localidades adyacentes de Belén y Catamarca, separando asi las localidades de la region
de Cuyo, La Rioja, y el sur de Catamarca de Santa Maria, Salta y todas las localidades de
la provincia de Jujuy. La segunda barrera calculada separo las localidades de la Puna, La
Quiaca y Maimara del resto y la ultima barrera separo a Salta y todas las localidades de la
provincia de Jujuy del resto (ver Discusion, Figura 24) que esta separando las poblaciones
de la region de Cuyo vy las localidades del de Catamarca y La Rioja del resto, la segunda
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barrera. La red de haplotipos calculada para el linaje QM3 (Q1a2a1a1) (Figura 21) no

tiene representado el haplotipo nodal, algunas muestras del norte: Salta, Jujuy y Maimara

estan separadas del haplotipo nodal “estimado” por una o dos mutaciones. De igual

manera la red calculada para los individuos pertenecientes al linaje Q1a2a1b tampoco

encontramos el haplotipo ancestral en nuestras muestras (Figura 22).
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Red de haplotipos Q1a2a1b, 21 individuos
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4. Discusion

Argentina comunmente ha sido catalogada como “la Europa de América” este término
expone explicitamente que estamos hablando de un pais con una gran riqueza cultural,
consecuencia de una historia de migraciones que no solo cambiaron la estructura social si
no también la estructura genética poblaciones que ocupan el territorio. Cuando se trata de
reconstruir la historia partiendo de los linajes paternos se puede tener una visién de los
movimientos migratorios, dado que histéricamente la dinamica laboral de trabajo a larga
distancia emplea mas hombres que mujeres. Estas condiciones laborales tienen como
consecuencia, migraciones mayoritariamente masculinas, de tal manera los varones
dispersan sus cromosomas Y, y los diferentes linajes paternos se distribuyen y se
establecen, generando diversidad y cambiando la configuracién genética de las

poblaciones a donde llegan.

Los linajes paternos, definidos a partir de los haplogrupos, muestran una clara diferencia
de frecuencias en cada poblacién estudiada (Tabla 11). Todas las localidades presentan
una alta diversidad, la mayoria tiene al menos un representante para cada haplogrupo
analizado. Estos resultados se vincularian a las diferentes corrientes migratorias que
recibié el pais; inicialmente en la época de la colonizacion europea, durante los siglos XVI
y XVIII y posteriormente las oleadas de inmigrantes que llegaron en busqueda de trabajo
y resguardo entre 1880-1950. Durante el ultimo siglo las migraciones masivas
ultramarinas disminuyeron considerablemente, caso contrario ocurrié con las migraciones
desde paises limitrofes las cuales han aumentado extensamente en las ultimas décadas,

generando asi un crisol cultural y genético.

El sub-.haplogrupo mas frecuente fue R1 (40,5%) y dentro de este, el sub-haplogrupo
R1b1b (31,9%) EL linaje R tienen una amplia distribuciéon, se ha encontrado varias
poblaciones de Asia y Africa (Hassan et al. 2008; Robino et al. 2008; Wood et al. 2005;
Cruciani et al. 2002; Wells et al. 2001) Sin embargo es considerado como caracteristico
de Europa dado a su alta frecuencia (>50% de la poblacion de varones europeos)
(Underhill et al. 2010; Myres et al. 2011), los resultados obtenidos son concordantes con
la historia del pais como receptor de inmigrantes del Viejo Mundo. Los dos sub-
haplogrupos del linaje R muestran una distintiva distribucién geografica: R1a es mas

frecuente en el este de Europa, de donde Argentina recibié migrantes pero en una menor
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proporcion comparado con las llegadas masivas desde Europa occidental (Italia, Espana,
Francia, Inglaterra) (Devoto 2009), donde el sub-linaje R1b esta representado en mayor
nuamero (Underhill et al. 2010; Myres et al. 2011; Zuccarelli et al. 2011). Este patron
diferencial en la frecuencia de estos dos sub-haplogrupos de R se ha encontrado también
en poblaciones de las provincias de Misiones, Corrientes y Buenos Aires donde si bien se
han encontrado cromosomas Y R1a, su frecuencia es baja en comparaciéon con la que
presenta R1b (Corach et al. 2010; Parolin et al. 2012). Adicionalmente el sub-haplogrupo
R1a, en nuestras muestras lo encontramos localizado y restringido a algunas localidades
(Figura 14); mientras que R1b presenta un degrade, la frecuencia del linaje R aumenta
cuando nos desplazamos en sentido norte-sur a través del pais, en nuestras poblaciones
en particular encontramos los valores mas altos en localidades que pertenecen a la region
Cuyo (Figura 14). Resultados que coinciden con los datos del censo de 1914, registrando
que Mendoza era la provincia andina con mayor afluencia de inmigrantes entre las aqui
analizadas. La relevancia de esta localidad se debe en gran medida a la importante ruta
comercial con Chile al igual que San Juan y al desarrollo de la industria del vino,
generando asi un foco de oferta laboral y estabilidad econdmica que la hace atractiva
para los inmigrantes, este efecto también es notorio en estudios llevados a cabo en
Buenos Aires, una zona de gran industrializacion que la hace idénea para los inmigrantes,
donde se encontr6 que mas del 50% de los varones estudiados pertenecieron al
haplogrupo R (Bobillo y Corach 2012)

Entre los linajes considerados extra continentales, el para-grupo F es el mas frecuente
(20,8%) después del R1 en las poblaciones de Argentina estudiadas hasta el momento en
nuestro laboratorio. Las mayores frecuencias de los sub-haplogrupos de F (G, 1, J) se han
encontrado en poblaciones de Europa y Medio Oriente (Hammer et al. 2000; Underhill et
al. 2000; Hammer et al. 2001; Jobling y Tyler-Smith 2003; Sengupta et al. 2006). Dentro
de este linaje los sub haplogrupos hermanos J1 (M267) y J2 (M172), se distribuyen
diferencialmente en el Cercano Oriente, Norte Africa y Europa; uno de los eventos mas
recientes que fueron causa de la dispersién de J2 fue la dispersion arabe sobre todo el
continente europeo; mientras que la dispersion de J1 se explica por una migracién desde
Anatolia hasta el sureste de Europa (Cinnioglu et al. 2004; Semino et al. 2004). Como
consecuencia de la amplia dispersion, J2 en Argentina, se ha encontrado en
aproximadamente el 10% de localidades de las provincias de Misiones, Corrientes,

Formosa, Buenos Aires y Rio Negro (Corach et al. 2010), en nuestras muestras, el pico de
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mayor frecuencia (25%) se encontré en Tucuman. En el ultimo censo, esta localidad fue la
que presento mayor cantidad de habitantes, producto de ser la region mas productiva del
NOA. La alta frecuencia de cromosomas J2 en esta poblacion, puede ser atribuida a la
gran cantidad de migrantes de Medio Oriente, donde este linaje presenta altas
frecuencias. Durante la primera década del siglo XX, cuando Argentina tuvo la mayor
afluencia migratoria, los inmigrantes de Medio Oriente, llamados “turcos”, ocupaban el
3er. lugar en el volumen total de extranjeros a nivel nacional, después de espanoles e
italianos. Para el censo de 1914 en Tucuman, la proporcion de inmigrantes provenientes
del “Imperio Otomano” (o turcos dentro de los cuales los sirios y libaneses constituian la
mayoria), sobre el total de inmigrantes era superior incluso que en capital (Devoto 2009).
Las localidades después de Tucuman donde se encontré con alta frecuencia J2, fueron
las pertenecientes a la regién de Cuyo, donde histéricamente ha existido un particular
desarrollo econémico y considerando la predileccion de los “turcos” por las ocupaciones
ligadas al comercio ambulante (Devoto 2009) son zonas de interés y predileccion para la
busqueda laboral. Con respecto al haplogrupo J1 si bien se encontré en varias de las
poblaciones estudiadas su frecuencia fue baja en comparacién con su grupo hermano J2,
considerando que la dispersion de J1 esta asociada a una migracion desde Medio Oriente
hasta el Sureste de Europa y no sobre todo el continente (Semino et al. 2004) y que las
oleadas de migrantes mas grandes que recibié Argentina procedian de Europa Occidental
es de esperarse que este sub haplogrupo esté representado en menor medida en las
poblaciones actuales. Las frecuencias de J2 presentaron una distribucion similar a las de
R donde se puede observar un degrade que disminuye en sentido norte — sur, mientras
que J1 si bien se vio representado en la mayoria de las poblaciones aqui analizadas tuvo
picos puntuales en las localidades de Cuyo y en la localidad de Santa Maria,
evidenciando asi focos especificos de ubicacidn que no muestran una continuidad

geografica como lo hace J2 (Figura 12).

El sub haplogrupo | no se encontré en ninguno de los cromosomas analizados, este linaje
se encuentra muy extendido en Europa, pero esta practicamente ausente en otros lugares
del mundo, en Escandinavia por ejemplo se encontré con una frecuencia decreciente de
tanto hacia la llanura europea oriental como hacia la franja atlantica (Cinnioglu et al.
2004; Rootsi et al. 2004). Recientemente, se ha registrado en poblaciones argentinas con
una frecuencias incluso similares a la de J2 (Corach et al. 2010; Bobillo y Corach 2012;

Parolin et al. 2012;). La ausencia de estos cromosomas en nuestras muestras puede ser
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atribuida al hecho que solo pudimos analizar el clado |1, probablemente dentro del grupo
de muestras que no fueron asignadas a ningun sub-haplogrupo el multiplex 3 (Figura 4)

se encuentren muestras que pertenezcan a 12.

En relacion al sub haplogrupo G, se sabe que es en gran parte restringido a las
poblaciones europeas, el Cercano / Medio Oriente y el sur de Europa, por un lado el sub
haplogrupo G1 se ha encontrado en el Cercano / Medio Oriente incluyendo Anatolia, en la
peninsula arabe, Irdn y el Golfo Pérsico estando practicamente ausente en Europa
(Cinnioglu et al. 2004; Rootsi et al. 2012), esto explica el hecho de que ninguna de las
muestras analizadas en el presente trabajo fue asignada a G1 ya que el mayor numero de
migrantes al pais proviene de Europa. Por otro lado el sub haplogrupo G2 presenta una
distribucion similar a G1 pero ademas también se encuentra en Europa Occidental
justamente la region europea de donde se registran las grandes oleadas de inmigrantes
en el pais (Cinnioglu et al. 2004; Rootsi et al. 2012), En nuestras muestras presenta
frecuencia es muy similar a la de J1 encontrada en el NOA y Cuyo, donde se pueden
identificar focos especificos (Figura 12) estas frecuencias son comparables con estudios
llevados a cabo en muestras provenientes de la poblacion de Buenos Aires, zona que
podria pensarse como una representacion a pequeifa escala de Argentina, debido a su
alto flujo constante de migrantes de diferentes localidades del interior del pais (Parolin et
al. 2012).

El linaje E estuvo presente en el 80% de las localidades, con frecuencias entre el 5 y el
25%, este linaje tiene una particularidad dado que no ahondamos dentro de el, los
cromosomas que fueron asignados como “E” pueden proceder tanto de Europa al igual
que la gran mayoria de los linajes encontrados en Argentina, como de Africa, debido a la
masiva entrada de esclavos africanos entre 1580 y 1810 (Underhill ef al. 2000; Hammer
et al. 2000; Semino et al. 2000; Hammer et al. 2001; Cruciani et al. 2002; Cruciani et al.
2004;Cinnioglu et al. 2004). Es claro que todos los linajes que presentan una amplia
distribucion en el oeste europeo se ven representados en mayor o menor medida en la
configuracion genética de las poblaciones argentinas actuales. Para el haplogrupo E, el
grafico de interpolacién si bien nos muestra la tipica clina norte — sur de los linajes extra
continentales, presenta un notorio pico en Tucuman, que podria ser evidencia de una

diferenciacion extra continental dentro del mismo linaje (Figura 8).
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El segundo linaje mas frecuente Q-M242 lo analizamos al final para profundizar en su
estudio por ser el ancestro del linaje autéctono Q-M3. Las mayores frecuencias se
encontraron en la region del NOA en particular en las localidades de Maimara, La Quiaca
y Jujuy. Al observar las frecuencias del linaje Q se encuentra una clara disminucién de
norte a sur (Bortolini ef al. 2003; Seielstad et al. 2003). Dentro de Q-M242, con una
frecuencia baja en poblaciones americanas (<6%) se ha reportado el paragrupo Q* que
presenta el caracter derivado para M242 pero el estado ancestral para M3 (Bortolini et al.
2003; Bailliet et al. 2009). Dentro de este espectro encontramos en nuestras muestras

cierta variabilidad (Figura 23).

Figura 23. Distribucion del haplogrupo Q en las poblaciones muestreadas

Dentro de Q- M242, el marcador P36, 2 que define el haplogrupo Q1, pudo identificarse
en tres muestras de diferentes localidades. Q-P36.2, se ha encontrado hasta el momento
en poblaciones de Pakistan, este de Siberia y Norteamérica (Karafet et al. 2002; YCC
2002; Grugni et al. 2012). Los individuos con el estado derivado para P36.2 pueden
pertenecer al sub-haplogrupo definido por M378 se ha encontrado en poblaciones

americanas (Battaglia et al. 2013). Considerando esta distribucion, no podemos descartar
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la posibilidad de que se trate de un sub-haplogrupo fundador de baja frecuencia que
puede haberse ido perdiendo con el tiempo. A partir del grafico de interpolacion de
frecuencias también puede observarse un patrén que presenta hechos aislados (Figura
16) y considerando que los participantes encuestados que pertenecieron a este linaje
declararon que su abuelo por via paterna provenia de la misma region donde fue llevado
a cabo el muestreo, se respaldaria la hipétesis de que el linaje diagnosticado por P36.2

puede ser un linaje fundador.

El marcador M25 que define el haplogrupo Q1a1b se encontré en solo un individuo,
considerando su baja frecuencia (Tabla 11) y su distribucion especifica en localidades de
Irak, Iran, El Libano, Asia central, norte de India, Pakistan y en algunas poblaciones de
Mongolia (Underhill et al. 2001; Cinniog~lu et al. 2004; Regueiro et al. 2006; Abu-Amero
et al. 2009; Grugni et al. 2012; Dulik et al. 2012; Battaglia et al. 2013) no puede
descartarse, que la presencia de este linaje en nuestras muestras sea evidencia de la
contribucién extra continental a los linajes paternos del pais. Siguiendo con la filogenia
(Figura 18) dentro del para-grupo Q1a2* definido por M346, encontramos dos individuos
que no presentaron la transicidbn para diagnostica de L54, al igual que los del sub-
haplogrupo Q1a1b (M25) es probable que tengan un origen aléctono debido a su baja
frecuencia y a que han sido descritos unicamente en poblaciones de Arabia Saudita (Abu-
Amero et al. 2009). Diferentes estudios en poblaciones del centro de Italia (Jenne) y Asia
Menor (Anatolia) donde se han encontrado linajes QM242, proponen la hipotesis de un
flujo de genes desde la region ubicada entre Europa del Este y Asia occidental,
direccionada solamente hacia el continente asiatico pero no hacia el resto del continente
europeo (Herrera et al. 2012; Messina et al. 2015), los linaje Q que se han encontrado en
Turquia (cerca del 2%) sefalan un posible punto de partida desde el cercano oriente
hasta el sur de Europa (Cinnioglu et al. 2004), estas propuestas, respaldan nuestra
hipotesis de que los sub-haplogrupos QM25 y Q(XL54) encontrados en las muestras aqui

analizadas son reflejo de la presencia de linajes extra continentales.

Dentro del sub-haplogrupo Q1a2a1 definido por L54, encontramos la mayoria de las
muestras distribuidas en dos sub-haplogrupos Q1a2a1b (Q-CTS2730) y Q1a2alal (M3)
(Figura 18). El marcador CTS2730 sinénimo de Z780 descrito recientemente por el grupo
de van Oven (2014). Lo encontramos en 21 individuos, la mayoria provienen de

poblaciones del NOA y de las poblaciones aborigenes Lengua y Ayoreo. Teniendo en
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cuenta que el NOA es la region donde se ha encontrado una mayor contribucién
autoctona tanto de linajes paternos como maternos, (Bailliet et al. 2005; Dipierri et al.
2005; Ramallo et al. 2005; Bailliet et al. 2009; Ramallo et al. 2009; Motti 2012), que los
Lengua y ayoreos, ademas de ser poblaciones aborigenes se han caracterizado por ser
poblaciones relativamente aisladas, con altas tasas de migracién mayoritariamente dentro
de laregiéon (Demarchi et al. 2001; Cabana et al. 2006; Jurado-Medina et al. 2014), y que
se ha encontrado hasta el momento en poblaciones mestizas de Ecuador y Nicaragua y
en individuos de la etnia Quechua en el sur de Ecuador (Geppert et al. 2015), nuestros
resultados apoyan la propuesta de que el sub-haplogrupo Q-CTS2730 (Q-Z780) es un

linaje fundador de baja frecuencia en las poblaciones de nativos americanos.

Finalmente, el sub-haplogrupo Q1a2a1a1 (definido por la mutacién M3) es el mayoritario y
el mas ampliamente distribuido por todo el continente americano (Underhill et al. 1996;
Bianchi et al. 1998; Bortolini et al. 2003). Al contrario de lo que sucede con el haplogrupo
R-M173, la frecuencia de Q-M3 en Argentina, disminuye en sentido norte-sur
encontrandose en frecuencias relativamente bajas en poblaciones del centro y sur del
pais (Garcia y Demarchi 2006; Corach el at. 2010; Bobillo y Corach 2012; Parolin et al.
2012). En nuestro estudio, las mayores frecuencias se encontraron en las localidades de
la provincia de Jujuy, lo cual es concordante con investigaciones previas realizadas en la
region (Altuna et al. 2009). La presencia de linajes tipicamente americanos son mas
frecuentes en las localidades de altura que en los valles debido al relativo aislamiento
geografico que dificultd la entrada de colonizadores europeos a estas regiones (Dipierri et
al. 1998). Ademas, el sub-haplogrupo Q1a2at1a1 se ha encontrado en altas frecuencias
(entre 60 y 90%) en poblaciones aborigenes del NOA, en poblaciones aisladas del NOA
(Bianchi et al. 1998; Dipierri et al. 1998; Bailliet et al. 2001; Ramallo et al. 2009) y en
poblaciones urbanas de Salta y Jujuy en proporciones mayores al 50% (Bailliet et al.
2005).

A partir de las frecuencias de los diferentes haplogrupos se calculé la varianza,
encontrando un bajo grado de diferenciacion entre poblaciones (Fst=0,06026, p=0,00), es
decir que, considerando la variabilidad de la poblacion masculina, no se registra un patrén
diferencial entre las localidades. En todas se encontré el linaje autoctono americano y los

diferentes linajes extra-continentales identificados son resultado de los eventos
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migratorios mas importantes. Esta tendencia de uniformidad es producto del flujo génico,

que pudo ocurrir con un patron muy parecido en todas las poblaciones.

El mapa génico (Figura 19) construido mediante la técnica de componentes principales,
muestra las afinidades genéticas entre las muestras. El primer componente que acumula
el 70,4% de la variaciéon y agrupa a todas las localidades de la provincia de Jujuy y Salta,
donde se sabe que hay un mayor componente de linajes propios del continente y que por
sus caracteristicas histéricas y geograficas no ha sufrido un intercambio genético tan
fuerte en comparacion con las demas regiones del pais. El segundo componente acumula
el 19,26% de la variabilidad separa solamente a Tucuman del resto de las localidades
analizadas, probablemente se deba a su alto porcentaje de haplgrupo E y sub-haplogrupo
J2. Las localidades no se separaron considerando las dos macro regiones analizadas en
este trabajo (Cuyo y NOA), ya que esta fragmentacién es arbitraria y no refleja la
variabilidad genética actual (Ramallo et al. 2009). A partir de las frecuencias de los
haplogrupos también analizamos MDS (Multi-Dimensional Scaling) otro método de
ordenacion en el cual encontramos un valor de Stress=0,08214, lo cual evidencia un buen

ajuste (Kruskal 1964) de las afinidades genéticas entre muestras.

Finalmente los calculos de varianza molecular a partir de STRs, en los individuos
pertenecientes al linaje nativo americano mostraron que solamente el 1,6% del total de la
variacion en las frecuencias alélicas se da entre las poblaciones y el mayor porcentaje se
encuentra dentro de las mismas 98,4% (Rst=0,01613). En la mayoria de los casos los
haplotipos fueron unicos, de 155 individuos se obtuvieron 140 haplotipos diferentes, de los
cuales solo 9 fueron compartidos entre las poblaciones (Anexo 6). Los haplotipos
compartidos se encontraron en poblaciones de la misma regién, este hecho puede
deberse a que, al ser zonas mas cercanas han tenido facilidades migratorias generando
asi flujo genético. La localidad con mayor diversidad intra-poblacional fue Mendoza,
mostrando que, incluso dentro de un mismo linaje, se puede apreciar variabilidad como
consecuencia de ser un territorio que es centro econémico y por ende atrae poblacion de

otras regiones (Paredes 2004).

Al comparar las distancias genéticas Rst con las distancias geograficas mediante el test
de Mantel, no se encontré ninguna asociacion significativa (r=-0.21130) lo que sugiere que

la variaciéon encontrada en las poblaciones no puede ser explicada por las distancias
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geograficas que separan las localidades. A diferencia de lo que ocurre con las
migraciones intercontinentales, las migraciones entre distintas regiones de América no
son facilmente identificables a nivel molecular. De tal manera la evaluacion de las
tendencias migratorias interregionales puede estudiarse mediante el analisis de barreras a
partir de distancias genéticas, basadas en los Rst, y las coordenadas geogréaficas de
todas las localidades muestreadas. Se calcularon tres barreras, la mas fuerte separ6 a la
localidad de Chepes, por ser la que presenta mayor diferenciacion, con las demas
poblaciones estudiadas (Anexo 7). Sin embargo esta separacién posiblemente se deba al
bajo numero de muestras obtenidas definidas por Q-M3 y que fueron caracterizadas con
STRs, por tal motivo se calcularon nuevamente las barreras genéticas sin considerar a

Chepes.

El orden de prioridad de las barreras responde a las mayores distancias genéticas
encontradas entre pares de localidades adyacentes (Figura 24) la presencia de estas
barreras puede ser la evidencia de migraciones que ocurrieron en diferentes momentos
de la historia, por un lado la llegada de los primeros pobladores al territorio argentino y su
posterior establecimiento y diferenciacion cultural y en una segunda instancia la migracion
diferencial post-colonial desde paises limitrofes. La barrera “a”, separa a Jujuy con todas
sus localidades, Salta y Santa Maria del resto de las poblaciones estudiadas,
considerando el primer poblamiento del pais y la conformacién de las diferentes culturas,
esta barrera coincide con la extensién de la cultura “Afacama’ que se instalé en el
extremo noroeste de Argentina, en lo que corresponde a las provincias de Jujuy, Salta y el
extremo noroeste de Catamarca (Martinez Sarasola 1992), es probable que los linajes de
esta cultura se estén viendo reflejados en la diferenciacion de los linajes paternos
actuales. También puede considerarse, que la barrera “a” siga un patréon de aislamiento
mas reciente influenciado por migraciones de paises limitrofes como Chile, estos
movimientos han sido de larga data, migraciones mas recientes y una de las mas
numerosas fue desde el siglo XIX hasta la actualidad (Devoto 2009), su mayor
localizacién se ha centrado en las provincias del sur, las provincias de la region cuyana y
Buenos Aires (INDEC 2010). Dichas migraciones se han facilitado por la gran cantidad de
pasos fronterizos de facil acceso y la oferta de trabajo en agricultura (Devoto 2009). Por
otro lado los datos referidos al lugar de nacimiento por via paterna revelan en todas las
localidades de la regién de Cuyo un impacto de migracién chilena, en Calingasta por

ejemplo el 28% de los entrevistados que recordaba el origen de su abuelo paterno, afirmo
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una procedencia chilena, en Lavalle y Malargue fue mas del 10% y en La Rioja a pesar de
ser una localidad del NOA, cerca del 4%, un proporcion incluso mayor que los que
recordaban tener ascendencia espafnola. Considerando la primera barrera encontrada
podemos inferir entonces, es probable que los movimientos poblacionales desde Chile
también estan llegando a las localidades del sur de Catamarca y a La Rioja, de esta forma
se evidencia un flujo de genes que homogeniza localidades de dos regiones geograficas
CUYO y el sur del NOA.

La segunda barrera “b” separa a Maimara y La Quiaca del resto, la zona donde se ubican
estas localidades fue habitada pre colonialmente por la cultura “Omaguaca”, la cual se
caracterizdé por un comercio continuo de coca con Bolivia, para los omaguaca, esta planta
era muy importante en las celebraciones funebres (Martinez Sarasola 1992), hallazgos
arqueologicos han demostrado desde los estilos ceramicos que estas localidades se han
conservado independientes incluso en momentos de expansion (Mandrini, 2008) y su
intercambio cultural y biolégico se ha llevado mayormente con regiones limitrofes de
Bolivia (Dipierri et al. 2005), esto se ve reflejado también en los resultados obtenidos a
partir de la informacién genealdgica donde: el 36.9% de los participantes en La Quiaca y
20.7% en Maimara que recordaban el lugar de nacimiento de su abuelo paterno afirmaron
una procedencia boliviana. Esta barrera en particular concuerda con los resultados
obtenidos a partir de secuencias de ADN mitocondrial en linajes maternos propios
americanos provenientes de las mismas localidades (Motti 2012). Dichas barreras se
calcularon teniendo en cuenta distancias genéticas de Nei. Es importante resaltar que aun
partiendo de sistemas diferentes (ADN mitocondrial y STRS del cromosoma Y) vy
buscando barreras partiendo de diferentes distancias genéticas, se identificaron barreras
muy parecidas dentro de los linajes americanos tanto paternos como maternos. En
conclusion a partir de la barrera “b” que obtenemos dentro del linaje nativo americano

sugiere una diferenciacion de linajes americanos particularmente andinos.

La ultima barrera calculada “c”, separa a Santa Maria de las poblaciones del norte con la
que se agrupo a partir de la barrera “a@”, es probable que esta diferenciacion este
influenciada por una historia mas antigua de estas regiones, en la mayor parte del
territorio que hoy conforma la provincia de Catamarca y parte de La Rioja se asento la
cultura “Diaguita”, y en CUYO habité la cultura “Huarpe”, podria pensarse que estas dos

culturas estuvieron mas relacionadas, sin embargo considerando que el calculo de
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barreras sigue un orden de importancia, esta fue la que mostro la menor diferenciacion, es
decir que si bien se generd una barrera que separa lo que anteriormente pertenecié a las
culturas Diaguita y Huarpe del resto, no es la que esta indicando la diferenciacion mas

importante dentro del linaje nativo americano.

= ol G0 0w O UM B L R =k

&‘ - L
T i T T
=70 -65 -60 -55

Figura24. Los puntos amarillos corresponden a las poblaciones y las tres barreras calculadas

(en rojo) se senalan con letras.

A partir de la regionalizacién encontrada con el calculo de barreras, podemos ver el reflejo
de una historia biolégica en comun. Si bien estas regiones no se han mantenido aisladas
porque presentan linajes propios de otros lugares, la variacién encontrada muestra una
“coherencia” regional que puede ser el reflejo de una historia que tuvo desarrollos

independientes en cada regién.
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A partir de las redes de Median- Joining calculadas para los individuos Q1a2a1a1,
encontramos que el haplotipo “ancestral estimado” no estaba presente en nuestras
muestras, sin embargo en el centro de la red donde se ubican los ancestros “calculados”
por el programa, se encuentran haplotipos provenientes de La Quiaca, Salta y La Rioja,
separados por no mas de dos mutaciones, sugiriendo asi que muy probablemente las
muestras del NOA tienen el perfil ancestral para los demas haplotipos de la red. Aunque
las muestras del NOA se encuentran distribuidas en toda la red, se puede observar
algunos patrones de agrupacion, el mas evidente es el que parte de un individuo de La
Rioja, y da lugar al grupo donde se encuentran la mayoria de los individuos de La Quiaca
y Maimara agrupados con algunos otros de Jujuy y Salta (Figura 21). En conclusién el
haplotipo ancestral calculado no esta representado en ninguna de nuestras muestras,
pero tres muestras del NOA (La Rioja, La Quiaca y Salta) estan separadas del ancestro

por no mas de dos pasos mutacionales.

La frecuencia mas alta se encontré a los 13 pasos mutacionales, la mayoria de los
haplotipos se diferencian entre 8 y 17 pasos y se tuvo un registro de variacién de cero
hasta treinta y uno, si bien se encontraron variaciones a mas 30 pasos mutacionales, la
frecuencia de las mismas fue muy baja. La distribuciéon “Mismatch” se obtuvo en forma de
campana (Anexo 8), sugiriendo asi que el linaje QM3 (Q1a21a1) tiene una alta
heterogeneidad de haplotipos que evidencian un rapido crecimiento del linaje donde se

pueden observar los perfiles mas derivados.

De igual manera, calculamos redes de median-joining para el haplogrupo QCTS2730
(Q1a2a1b), dentro de este grupo tampoco se encontrd el haplotipo ancestral dado que
los linajes obtenidos en nuestras muestras son muy derivados incluso mucho mas que los
de Q1a2alal, en relacion al ancestro “calculado”, en la figura 22 se grafican los
haplotipos mas ancestrales que pertenecen a individuos de Belén y Maimara, pero estan
a distancias de mas de cinco pasos mutacionales. A diferencia de los linajes del
haplogrupo QM3, se obtuvo una distribucién “Mismatch” bimodal, la frecuencia mas alta
se encontrdé a los 7 pasos mutacionales y otro pico a los 14 pasos, no se detectaron
haplotipos con diferencias entre 14 y 47 pasos mutacionales, revelando una pérdida de
haplotipos intermedios, dado que el registro de variacion obtenido fue de cero a sesenta y
dos (el doble del encontrado en QM3) lo cual sugiere que probablemente este linaje es

mas ancestral y su distribucion bimodal evidencia el efecto de la deriva, por pérdida de
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haplotipos, ya sea de muestreo, debido a su baja frecuencia, o por cuellos de botella
ocasionados por causas histéricas que no han atravesado por un proceso de expansién y

se han mantenido estable a lo largo del tiempo.
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Conclusiones

X3

%

La caracterizacion genética de linajes paternos en las localidades muestreadas en
el NOA y Cuyo, permite dilucidar una fuerte reduccion de linajes nativos, esta
disminucion aumenta cuando nos desplazamos en sentido norte-sur a través del

pais.

7
'0

A partir de la estandarizacion de la técnica Multiplex-APLP, se pudieron analizar
nuevos SNPs diagndsticos de linajes extra continentales, encontrando una alta
incidencia de los mismos en todas las localidades analizadas. Salvo en las
provincias de Jujuy y Salta donde predomino el linaje paterno nativo americano, en

las demas localidades los linajes aldctonos fueron mas frecuentes.

¢ Si bien observamos diferentes frecuencias de los linajes en las localidades, no se
encontro una estructuracién de las mismas. Esto puede ser evidencia del impacto
migratorio que ha tenido como consecuencia un constante flujo de genes que ha

tendido a homogenizar la configuracion genética de las poblaciones.

X3

%

Las migraciones extra continentales, apuntaron a practicamente el 100% del pais,
sin embargo en las regiones de altura (La Puna) dado a sus condiciones
geograficas las localidades se han mantenido relativamente aisladas, haciendo
que se preserven los linajes nativos sobre los aléctonos (como fue el caso de
Maimara y La Quiaca). El flujo génico en estas poblaciones, ha tenido lugar
principalmente con regiones limitrofes de Bolivia y la region Chaquena que a su

vez ha mantenido relaciéon con poblaciones aborigenes de Paraguay.

7
'0

A partir del estudio profundo dentro del linaje nativo americano, encontramos
evidencias de contacto diferencial intra continental en las diferentes regiones,
estudiadas. La regién cuyana y las provincias del NOA lindantes al Cuyo (La Rioja
y Catamarca) reciben migrantes con linajes paternos nativos principalmente de la
de Chile y probablemente conserven antiguos linajes paternos de la cultura
Atacama que habito en épocas precolombinas en estas zonas, por otro lado en el

actual territorio de La Quiaca y Maimara habitd una cultura diferente, la



X3

25

Omaguaca y estas localidades histéricamente han mantenido contacto e

intercambio con las regiones limitrofes de Bolivia.

Al comparar nuestros datos con los obtenidos, a partir de ADN mitocondrial en las
mismas poblaciones, confirmamos una vez mas la contribucién sexo asimétrica
encontrando poblaciones compuestas en su mayoria por linajes paternos
mayoritariamente extra continentales y linajes maternos predominantemente
americanos. Este mismo patron puede observarse también en varios paises del

continente.
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Anexo 1: Aprobacién comités de ética:

COMITE PROVINCIAL DE BIOETICA
PROVINCIA DE JUJUY

San Salvador de Jujuy, 8 de Agosto del 2006.

Ref. “Origen éinico de la diversidad genéfica en la poblacién argenfina

actual”

El Comité de Bioética de la Provincia de Jujuy (CPBJ), previo andlisis y evaluacién
de los criterios cientificos, éticos y juridicos del Protocolo de Investigacion
presentado por el Dr. J. E. Dipiemi, aprueba sin observaciones la presente solicitud y
avtoriza su realizacién.

Se Solicita la remisién de los resultados una vez concluida la investigacion.

Objetivo: Identificar posibles linajes fundadores americanos, no DYS199T y de
asignar el posible origen geogréfico de los haplogrupos a fin de describir la
partficipacién de los linajes paternos en, el poblamiento de la Argentina y sus
regiones.

Director: Dr. J. E. Dipierri

Co director: Lic. E. L. Alfaro

Centros participantes:

Cétedra de Antropologia Biolégica. Facultad de Humanidades y Ciencias Sociales.
Universidad Nacional de Jujuy.

Unidad de Investigacién de Genética Molecular Poblacional. Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular. IMBICE. La Plata

Tamaiio de la muestra: El tamano muestral debe evaluarse constantemente y
si bien resulta muy dificil de estimar con exactitud el nimero de individuos a
ser incluidos, se incluirdn un minimo de 25 y un méaximo de 100 individuos
segun la subdivision poblacional considerada.

Estudios. Se analizardn muestras bioldgicas recolectadas por el equipo de
investigadores y provenientes de Bancos de Sangre de la Argentina,
particularmente del Noroeste argentino.

Se evaluara la concordancia entre apellidos y linajes paternos en los individuos
estudiados molecularmente a fin de validar los métodos isonimicos y genealdgicos
fradicionales.

Criterios de inclusién y exclusién: Detallados y claros

Ministerio de Salud
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“'b Comisi6n de
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5 R ' Cobierno de 1a Provincia
CONICILd "" de Buenos Aires

La Plata, 13 de Agosto de 2009.-
Dra. Graciela Bailliet
Dr. Claudio M. Bravi
IMBICE
S/D

Estimados Dres. Bailliet / Bravi:

Tenemos el agrado de dirigirnos a uds. con el objeto de informarles que
el Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas del IMBICE evalud y aprob6
las modificaciones incorporadas al texio de la Cartilla de Informacién para el
Donante y a la organizacion del formulario de Consentimiento Informado,
ambos elaborados en ei marco del Proyecto “Aportes continentales
diferenciales en la conformacién de las poblaciones humanas de América
Latina”, que planean desarrollar en el laboratorio de Genética Molecular
Pobtacional del IMBICE.

Sin otro particular saludamos a uds. atentamente.

=" Dra. Lidia A/

Comité de Etica en Investigaciones Biomédicas
IMBICE
Dra. Lidia A Vidal Rioja - Coordinador
Dr. Ricardo S. Calandra
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Comité Institucional de Etica de Investigacién
en Salud.

FORMULARIO DE RECEPCION PROTOCOLOS
Y ENMIENDAS.

Patrocinador:

Laboratorio de Genética Molecular Poblacional
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE)

Identificacion del Protocolo: 017/2009.
Fecha de Aprobacion: 04/11/2009.
Fecha de Aprobacion de
Consentimiento Informado: 04 /11 /2009
Aprobacioén: [si | No

Fecha de Aprobacidén: 04 /11 /2009.

Fecha de Expiracién: 04 /11 /2010.

Dr. Rafael Eduardo Manzur
Presidente
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Comité Institucional de Etica de Investigacién en Salud.
} Domicilio: Hospital Regional "Dr. Ramdn Carrillo™

Av. Belgrano (s) N2 2273 CP 4200 Santiago del Estero

e-mail: cieis_sgo@yahoo.com.ar

Comité Institucional de Etica de Investigacién en Salud (CIEIS) de la Provincia
de Santiago del Estero, creado por DECRETO N° 1.489/05, de 26 de diciembre de
2005.

Reglamento Interno del CIEIS, Aprobado mediante RESOLUCION MINISTE-
RIAL N° 950/07, del 27 de Mayo de 2007, destinado a normatizar el funcionamiento del
comité.

Este Comité tiene por objeto evaluar los Protocolos de Investigacion pre-
sentados por investigadores en el ambito de la provincia de Santiago del Estero,
sean apropiados desde el punto de vista técnico y ético.

Asegurar que los gastos que demande la investigacién no recaigan en la
institucion en la que se realiza, ni en la cobertura médica del paciente, ni en el
paciente mismo.

El CIEIS esta Integrado por miembros designados por el 6rgano de su
creacion, escogidos en el &mbito provincial, que representen a las distintas insti-
tuciones y comunidad, con conocimientos y experiencia en el campo especifico
de la investigacion, sus decisiones son definitorias en la habilitacion del protocolo
en la provincia.

El CIEIS funciona en el Hospital Regional Dr. Ramén Carrillo, con domicilio
en Belgrano (s) 2273, Ciudad, Santiago del Estero, y sus autoridades para el pe-
riodo de gestion 2008-2010, son:

e Presiderite: Dr. Rafael Eduardo Manzur.
e Vicepresidente: Dr. José Trejo.
o Secretaria de Actas: Lic. Maria Rosa Ledesma.

» Prosecretario: Lic. Exequiel Federico Duarte.
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Anexo 2: Consentimiento Informado

Consentimiento Informado del Proyecto de Investigacion

“Aportes continentales diferenciales en la conformacion de las poblaciones humanas de

Ameérica Latina” Y O, , DNI
N con domicilio legal en calle ..................c.ooiinl. CNCL _de
la localidad de ....................oell. de la provincia de ...

declaro que he sido informado sobre la realizacién de un estudio genético para conocer el
origen o procedencia de los antepasados de los habitantes actuales de América y
averiguar qué proporcion de ellos es originaria de este continente o bien llegd aqui desde
Europa, Asia o Africa.

Manifiesto acceder voluntariamente a participar en este proyecto, del cual he sido
informado a través de una entrevista con miembros del grupo de investigacion (abajo
firmantes), quienes me comunicaron ampliamente sobre las caracteristicas y alcances del
estudio y me entregaron una hoja de —Informacién para el Participantell donde se
detallan los objetivos, caracteristicas genéticas a investigar, metodologia, beneficios,
riesgos y confidencialidad de los datos. Luego de leer esta hoja de informacion he podido
realizar libremente cualquier pregunta relacionada con el proyecto.

Comprendo las caracteristicas del trabajo y acepto libre y voluntariamente que me sea
tomada una muestra de sangre o de saliva para ser utilizada en el presente estudio.
Acepto ademas aportar datos sobre el origen o procedencia de mis padres, abuelos y
bisabuelos para los fines indicados en la hoja de informacién. He comprendido que si lo
deseo puedo retirarme de la investigacion sin tener que dar explicaciones, como asi
también solicitar los datos obtenidos con mi muestra y reclamar la muestra sobrante del
estudio.

La extraccion de sangre o saliva (tachar lo que no corresponda) fue realizada

La muestra es recibida por el investigador responsable quien la codifica y archiva el
consentimiento informado en el Laboratorio de Bioantropologia de la Universidad Nacional
de Jujuy. La toma de la muestra y su codificacion se realizé ante la presencia del/los
testigos abajo firmantes.

Dadoalos.....cccccovevneeennnen. diasdelmesde.....ccccoevvvevinniennnn. de 20....
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Firma del donante Aclaracion y DNI

Firma y cargo del entrevistador Aclaracion y DNI

Firma y cargo del extraccionista Aclaracién y DNI

Firma del testigo Aclaracion y DNI

Investigadores Responsables: Dr. Claudio Bravi - Dra. Graciela Bailliet

Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), Calle 526 e/ 10y 11, La Plata.
TeleFax: (0221) 421-0112
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Anexo 3: Encuesta genealogica

VARON MUJER Muestra N°

DONANTE Apellido y nombres (edad)

DONANTE Lugar de nacimiento (localidad o paraje / departamento / provincia /
pais)

1- PADRE Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais)

2- ABUELO PATERNO Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais)

3- ABUELA PATERNA Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais

4- MADRE Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais)

5- ABUELO MATERNO Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais)

6- ABUELA MATERNA Apellido y Nombres Lugar de nacimiento (localidad /

departamento / provincia / pais)
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Favor de preguntar al donante si sabe que alguno de sus padres/abuelos es/era
descendiente de inmigrantes o perteneciente a alguna parcialidad socio-étnica (por
ejemplo judio sefaradi, arabe, criollo, nativo, aborigen, etc.).

Cuando el donante desconoce el lugar de nacimiento de algun ancestro, favor de
consignar el lugar de residencia habitual (e indicar en la encuesta con la leyenda —vive o

vivia enll)
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Anexo 4: Oligonucleotidos empleados para el método de caracterizacion por APLP,
agregados por grupos de multiplex. En minuscula se indican bases y agregados 5’ no
complementarios

SNP [1 amplicon
codigo. Haplogrupo Primer Secuencia (5”-3") pmol0uL  size (pb)
Multiplex |
rs2032624 R1 M173F1C cCAAGGGCATTgAGAACC 3,75 150 (C)
M173F2A taatgtatTCAAGGGCATaTAGAACA 3,75 158 (A)
M173R CAGCCTTCAAAGCTTCTCCT 3,75
rs8179021 Q M242F1C AAAGGTGACCAAGGTGCTC 2,81 131 (C)
M242F2T AacaatAAAGGTtACCAAGGTGCTT 3,75 137 (T)
M242R TCAGCATAATACCTTACCTAGAACAAC 2,81
rs2032658 R M207F1G CgAGTCAAGCAAGCAATTTAG 5 124 (G)
M207F2A gttcacTAAGTCAAGCAAGAAATCTAA 10 118 (A)
M207R AAAAGCTGAAGGAAAAGTGGA 5
rs2032604 J2 M172F1G AAACCCATTTgGATGCTTG 6,25 96 (G)
M172F2T ctaatAAACCCATTgTGATGCTTT 7,5 101 (T)
M172R TTAAATATCAGCCAGGTACAGAGA 6,25
rs2032652 F (xK,Q,R) M89R1 CgCAGGCAAAGTGAGAGATA 2 85 (T)
M89R2 tttaaTCAGGCAAAGTGAGAGATG 2 89 (C)
M89F CACAGAAGGATGCTGCTCA 2
rs3900 K(x Q,R) M9F1G GGCCTAAGATGGTTGQATG 3,75 70 (G)
M9F2C tttgGaCCTAAGATGGTTGAATC 3,75 74 (C)
M9R TGTAAGACATTGAACGTTTGgA 3,75
Mdltiplex 11
rs8179021 Q M242F1C AAAGGTGACCAAGGTGCTC 3,75 131 (C)
M242F2T aacaatAAAGGTtACCAAGGTGCTT 3,75 137 (T)
M242R TCAGCATAATACCTTACCTAGAACAAC 3,75
rs3894 Q1a3a M3R1T cGTACCAGCTCTTCCCAATTA 2,5 115 (T)
M3R2C attttaaGTACCAGCTCTTCCTAATTG 2,5 121 (C)
M3F AAGGTACATTCGCGGGATA 25
Y-position
2047155 Q1a3 M346R1G cGCAATTTACAACGACAAGC 5 160 (G)
M346R2C aataatgtGCAATTTACAAAGACAAGG 5 167 (C)
M346F AAGGCCTGAAAATGTGGAAA 5
Multiplex 111
rs4116820 G2 P287F1G TGACTGACATGGCGTTGG 10 149 (G)
P287F2T aaaatatatTGACTGACATtGCCTTGT 25 158 (T)
P287R AAGGGTAATGAAGCCTATAGTCCA 3,75
rs9341296 11 M253R1 TCAATGAAGAACCTGGAGAAA 6,25 132 (A)
M253R2 ttattaTCAATGAAGAACCTGGAGAAG 25 138 (G)
M253F GCTGATCTGTTTCTTTTTGGTG 2,5
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rs9341313

rs13447378

Single
rs9786634

Multiplex IV
rs9786184

rs9785702

Y-position
21148755

Y-position
13535789

J1

G1

R1b

R1b1b

R1a

R1b1c

M267F1G
M267F2T
M267R
M285F1G
M285F2C
M285R

P152F1G
P152F2C
P152R

M343F1G
M343F2A

M343R

P297R1

P297R2

P297F

SRY10831.2F1

SRY10831.2F2
SRY10831.2R

M335R1

M335R2
M335F

ggTGGAAGCATTTTgGTAAATAG
taagcaTGGAAGCATTTTTGTAAATAT
CGTAGCTCCAAGCAATCCAC
CcCATCATCTACATTTCTCCTG
gtacaCTCATCATCTACATTTCTCCTC
ATCGAATCCGCTATCCAGACT

GCcCATCCGTTTTCTGAAG
ataaatGCTCATCCGTTTTCTGAAC
TCTCaGGGTTTGTGCAGATTT

GAGTGCCaTCGTGTTCCAC
attaaattAGTGaCCTCGTGTTCCAA

ATATGCAAATGCCAGCGTTA
GCCAAAGATGTATAAGCGGAAG
tctaaGCCAAAGATGTATAAGAGGAAC
TGGGAGAGAGAGAGACAGGTG
AggTgAACCTTgAAAATGCTAC

TCgATggTgAACCTTgTAAATOTTAT
CATgggATCATTCAQTATCTgg

ATGCCCTTGAATTGTAAGCAAA

gattATGCCCTTGAATTGTAAGAAAT
cCTGTAACTTCCTAGAAAATTGGAAA

3,75
3,75
3,75
2,5
2,5
2,5

3,75
3,75
3,75

2,5
2,5

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5
2,5

4.5

4.5
4.5

117 (G)
121 (T)

80 (G)

85 (C)

141 (G)
147 (C)

140 (C)
147 (A)

104 (C)

109 (G)

76 (C)

72 (T)

66 (A)

62 (T)
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Anexo 5: Analisis de Escalamiento Multidimensional (MDS). Calculado a partir de

las frecuencias obtenidas con los haplogrupos.
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Hp001
Hp002
Hp003
Hp004
Hp005
Hp006
Hp007
Hp008
Hp009
Hp010
Hp011
Hp012
Hp013
Hp014
Hp015
Hp016
Hp017
Hp018
Hp019
Hp020
Hp021
Hp022
Hp023
Hp024
Hp025

Hg

Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1l

A4 A4 A4 A A A A a A A A a NS A NN =2 A A A A A aa

<

15
15
15
15
17
17
15
15
16
15
15
15
15
15
16
15
15
14
15
15
18
15
15
15
15

3891

14
14

13
14
13
13
12
13
13
14
14
13
14
13
13
13
13
14
14
13
13
14
14
13

Anexo 6: Haplotipos del cromosoma Y encontrados de las poblaciones estudiadas

Alelos de cada uno de los marcadores analizados con el kit Yfiler

g &

23 3
24 A
24 A
24 30
25 30
25 29
24 29
24 29
24 A
25 29
23 30
23 ?

25 29
24 3N
23 30
23 32
23 3
21 30
23 3
23 32
24 30
24 A
25 31
22 30
24 29

16
19
17
17
18
17
15
16
16
16
16
16
16
16
16
15
18
17
16
15
18
15
20
18
18

-

13
13
13
13
13
13
13
13
14
13
13
13
14
13
13
13
14
13
13
13
13
13
13
13
14

NS 385b

16
18
18
16
17
18
17
18
18
16
19
17
17
16
18
19
18
15
18
19
18
14

12
12
11
13
12
11
11
12
10
11
13
13
12
13
11
11
12
12
13
14
11
11
11
12
11

GATA

11

12
12
1
12
12
11
13
11
12
12
12

12
13
11
12
11
12
12
12
11
10
12

14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
14
14
14
14
14
14
15

11
1
1
13
10
12
11
11
1
11
11

1
11
1
10
11
1"
1"
11
11
12
11
11
12

Belén

N = 4 4O 4O a4 a4 a4

Catamarca

A A A A A A A A A A

Chepes

Jujuy

Lavalle

La Quiaca

Poblaciones
© “© ©
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o § c
© © [}
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Salta

San Juan

Santa Maria

Santiago del
Estero
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Hp026
Hp027
Hp028
Hp029
Hp030
Hp031
Hp032
Hp033
Hp034
Hp035
Hp036
Hp037
Hp038
Hp039
Hp040
Hp041
Hp042
Hp043
Hp044
Hp045
Hp046
Hp047
Hp048
Hp049
Hp050
Hp051
Hp052
Hp053
Hp054
Hp055
Hp056
Hp057
Hp058
Hp059
Hp060
Hp061

Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1l
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1

A A A A A a A N A A NS AW AN A A A a W N A A A NN A A A A A a N A

16
16
16
15
15
16
15
15
15
15
15
15
15
15
15
14
15
15
17
17
15
14
15
17
15
15
16
15
15
15
15
15
15
15
15
15

13
13
17
12
14
13
13
12
13
13
14
13
13
14
14
12
14
13
13
13
13
13
14
13
13
14
13
13
12
14
14
14
14
13
14
14

24
24
24
22
23
23
25
25
24
25
25
24
25
25
23
21
23
24
25
24
23
24
23
24
24
24
23
24
24
22
23
23
23
24
23
23

30
29
29
29
31
30
31
29
30
31
31
29
31
31
31
29
30
32
29
29
30
29
31
29
31
31
31
30
28
31
31
31
31
32
31
31

19
17
17
16
16
16
17
15
18
17
16
17
14
18
16
16
16
16
18
18
17
17
16
20
15
20
16
17
16
16
16
16
16
14
16
16

14
14
14
15
13
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
13
13
12
13
13
13
13
13
13
13
13
14
13
23

14
14
14
15
19
18
14
16
14
17
17
19
17
19
18
17
19
15
18
18
17
186
17
14
14
18
19
19
18
19
18
18

17
19
18

1"
1"
10
10
10
10
1"
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

11
11
10
10
10
11
10
10
10
10
11
10
10
10
10
10
10
10

11
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13
11
14
13
12
11
12
13
14
12
12
11
13
13
13
11
11
11
13
12
14
11
13
12
12
1"
13
13
13
13
14
12
13
13

23
23
24
22
22
22
23
22
22
23
22
22
22
22
22
21
22
24
23
23
22
23
22
23
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
20
22

11
12
12
12
12
13
13
13
13
10
12
12
1
12
12
1
12
12
12
12
11
12
12
12
1
12
12
11
12
12
12
12
12
12
12
12

14
15
14
16
14
14
14
14
14
14
14
13
14
14
14
14
14
14
14
14
15

14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

12
12
12
10
11
1
1
11
1
1
12
1
1

11
1
11
11
12
12
11
1
1
12
1

11
1"
11
11
1"
1"
11
1"
1"

20
19
19
21
20
20
20
19
20
20
19
19
20
20
20
19
20
20
20
20
19
20
20
20
20
20
20
19
21
20
20
20
20
18
20
20

A N 2 A A A A AN A
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Hp062
Hp063
Hp064
Hp065
Hp066
Hp067
Hp068
Hp069
Hp070
Hp071
Hp072
Hp073
Hp074
Hp075
Hp076
Hp077
Hp078
Hp079
Hp080
Hp081
Hp082
Hp083
Hp084
Hp085
Hp086
Hp087
Hp088
Hp089
Hp090
Hp091
Hp092
Hp093
Hp094
Hp095
Hp096
Hp097

Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1l
Q1a2ala1l
Q1a2ata1
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ata1

a4 4 a4 a4 A a a4 a a NS A a4 A a A A A a a4 A A A a4 A A A A A A A A

15
11
15
15
15
15
15
16
15
17
16
16
15
16
15
14
15
16
15
15
15
15
13
15
15
15
14
15
15
16
17
15
15
14
17
15

14
13
13
13
14
14
13
13
14
13
13
13
13
14
15
13
13
13
14
14
13
13
13
13
13
14
13
13
14
12
13
12
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13
13
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25
24
25
23
23
24
24
23
25
23
23
24
23
23
24
25
25
23
23
24
24
24
25
24
23
21
25
23
25
24
25
24
25
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23

31
29
30
30
32
31
29
29
31
31
29
30
30
32
32
30
30
31
31
31
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29
29
30
30
31
31
30
31
30
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30
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16
18
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16
16
17
17
16
16
16
16
16
17
16
17
14
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16
16
17
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16
17
17
16
17
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18
17
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18
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13
13
13
13
13
13
13
13
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14
14
13
13
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13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
13
13
13
13
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16
14
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17
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1"
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12
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22
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22
23
23
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11
13
11
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10
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12
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1
11
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13
11
11
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14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

14
14
14
14

14
14
14
14
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1
1
11
1
1
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1
1
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1
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1
1

1
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1
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1"
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1
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Hp098
Hp099
Hp100
Hp101
Hp102
Hp103
Hp104
Hp105
Hp106
Hp107
Hp108
Hp109
Hp110
Hp111
Hp112
Hp113
Hp114
Hp115
Hp116
Hp117
Hp118
Hp119
Hp120
Hp121
Hp122
Hp123
Hp124
Hp125
Hp126
Hp127
Hp128
Hp129
Hp130
Hp131
Hp132
Hp133

Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2a1a1
Q1a2a1a1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1
Q1a2ata1
Q1a2ata1
Q1a2ala1l
Q1a2ata1
Q1a2ata1
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14
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14
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Anexo 7: Barreras genéticas identificadas con el programa Barrier 2.2. Considerando la

localidad de Chepes.

1 BEL
2 CAT
3 CHE
4 JuJ
5 LAV
6 LQ
7 LRJ
8 MM
9 MZA
10 SAL
11 SJN
12 SMA
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Anexo 8: Distribucion Mismatch del linaje Q1a2a1a1

lFte lative frequency
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Unweighted mean pairwise difference: 12.580
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Relative frequency
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Anexo 9: Distribuciéon Mismatch del linaje Q1a2a1b
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2
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