TrABAJO DE TESIS PARA OFTAR FOR EL TiTULO DE DocTor

EN CIENCIAS NATURALES

EsSsTUuDIO DE ADN
ANTIGUO EN
MUESTRAS

PRECOLOMBINAS DE
ARGENTINA

MARIA BARBARA POSTILLONE
ALUMNA DE POSGRADD

DRrR. SERGIO A. AVENA DRA. VALERIA BERNAL
DIRECTOR Co-DIRECTORA

Universidad Nacional de La Plata
Facultad de Ciencias Naturales y Museo

Julio 2015






A mi familia...



AGRADECIMIENTOS

Mi mayor agradecimiento a mis directores Sergio y Cristina por abrirme las puertas de su
equipo alla por 2009, y permitirme desarrollar profesionalmente bajo su constante guia
preocupandose por mi futuro en la investigacion. Gracias ademas por despertar la
curiosidad por los estudios de ADN antiguo, los cuales son mi linea de investigacion de

preferencia.

Un Agradecimiento especial a Valeria Bernal mi co-directora, por sus consejos y su apoyo
para que este trabajo fuera posible, otorgandome la posibilidad de analizar piezas
dentales de individuos prehispanicos de Los Alerces y rada Tllly. Asi como también el
agradecimiento por permitirme seguir investigando en el campo del ADN antiguo con su

apoyo para investigaciones futuras.

A la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad Nacional de La Plata,
institucion publica de exelencia, que me permiti6 formarme y obtener el mayor grado

académico al que puede aspirar un investigador.

Al Dr. Alfredo Vitullo por permitirme realizar mis investigaciones en el laboratorio del
CEBBAD de la Universidad Maimonides el cual esta bajo su direccion. Ademas agradecer
a la Fundacion Cientifica Felipe Fiorellino por apoyar estas investigaciones

econdmicamente.

También quiero agradecer a la Dra. Anette Aguerre por cederme para esta investigacion

las muestras del sitio Puesto El Rodeo y del Alero Mazquieran.

A los Drs. Cocilovo y Varela y la Dra. Laura Fuchs por otorgarme las piezas dentales de la
coleccion Doncellas del Museo Etnogafico (FFyL, UBA) y a la Curadora Claudia Aranda

por permitirnos extraer mas piezas para ampliar el nimero de individuos analizados.

Un agradecimiento también a los Drs. Gustavo Martinez y Gustavo Flensborg por

aportarme las muestras del sitio arqueoldgico Paso Alsina 1.

A Vero Seldes por toda la ayuda brindada desinteresada para mejorar mis conocimientos
sobre la region del NOA.

El mas sentido agradecimiento a mis companeros de equipo: Gaby, Pacha, Fran y
Cristian por estar dia a dia apoyandonos para llevar adelante los trabajos de cada uno de

nosotros y por tirar para el mismo lado como equipo. Gracias chicos por los dias enteros

3



de convivencia... jGracias por el aguante diario, los mates, las risas, los consejos y tantas
anécdotas! Sdlo ustedes saben las dificultades que presenta y los altibajos que uno puede

ir transitando a medida que se realizan este tipo de investigaciones.

Quiero agradecerle especialmente a Alejandra por estar siempre para ayudarme y
resolver todos los problemas habidos y por haber en cuanto temas institucionales,

laborales y personales también

Gracias a mi familia que me aguantaron en todos mis afos de formacion, apoyandome y
alentandome constantemente para superarme dia a dia. En especial quiero agradecer a
mis papas Silvia y José, por confiar siempre en mi, por guiarme, aconsejarme, ensefiarme
y sobre todo a ser libre en mis elecciones, nunca dejandome sola apoyandome vy
acompanandome firmemente en cada decisién y paso que doy. A mis hermanos por
ensefarme a dar siempre lo mejor siendo mis fieles companeros en todo este tiempo. A

todos los amo ©.

Un agradecimiento especial a mis amigos que me bancan siempre en todo, confian en mi
y me alientan siempre. Gracias por estar presente en las buenas y en las malas, porque

se bancan no verme seguido y por compartir con felicidad y alegria todos los logros.

Por ultimo mi agradecimiento mas especial a la mejor persona que me eligié y a quién
elegi para compartir nuestras vidas juntos, que se bancé y banca todo desde mis inicios
en mi carrera como bidloga. Gracias Die por mantenerme siempre en pie no bajando los
brazos y afrontando juntos todas las adversidades. Gracias por aguantar mis locuras
diarias siendo mi cable a tierra. Gracias por confiar en mi y por alentarme siempre a
seguir, por ayudarme y estar siempre a la par, para darme una mano en lo que sea.
Gracias por brindarme tu amor y tu proteccién. Gracias por toda la ayuda que siempre me
das y en este caso por toda la ayuda que me brindaste para que esta tesis de doctorado

sea mas presentable. Te amo ©.



iNDICE

RESUIMEN ...ttt ettt e s e e st e s s e e e s e bt e e s e et e e s b e re s s b e e e s enreeeseanes 9
ABSTRACT .ttt et s e e e e e e e e s e e e e s s r e e e nre e e s nres 13

Capitulol: La Ocupacién Humana del Nuevo Mundo: evidencias arqueoldgicas y bioantropoldgicas

........................................................................................................................................................... 17
1.1  Teorias del Poblamiento de AMErICa ......ccceerieeiiiiiiiiierieeeec ettt 18
1.1.1 éCudndo llegaron 1os primeros @aMeriCaN0S? ......cccueeeeeciieeeiiiieeeeeiieeeeerree e esreeeeeaeeas 18
1.1.2 ¢, Un origen europeo para los nativos americanos? ......cooveeeveeenieeniieesnieeenieeenveesnnes 24
1.1.3 CCUANTAS MIGIaCiONES?.ciiiiiiiciiieeeee e ecccttree e e e e e e errree e e e e e e e tbrraeeeeeeesetsbasaeeeeeeesnsrsseees 25
1.2 Poblamiento de AMErica del SUT..........ooceiiiiiiiriieieeeeree e 33
1.2.1 Abordaje desde la evidencia ArqueoldgiCa .......cccveeeeeeciiireeeee e 33
1.2.2 Abordaje del poblamiento de Sudamérica desde la evidencia molecular................ 44
Capitulo 2: Estudio de las poblaciones Prehispdnicas de Argentina desde la Arqueogenética:
Marcadores MOolECUIArES Y ADNA ......c.uviiiiciiieeceiieeeecieee e ettt e e e et e e e etee e e s sttaeeesertaeeesbteeeesnbaeeesnssaeaennns 48
2.1 Marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones ..........cccccevveeeivieeeennnenn. 49
2.11 Tipos de marcadores mas comunmente utilizados en genética de poblaciones...... 51
2.1.2 Marcadores biparentales y uniparentales ........ccccccveeeeeieieeiciee e, 52
2.1.3 Aplicacidn de los marcadores moleculares en estudios de genética de poblaciones
53
2.2 El ADN Mitocondrial. Marcador uniparental preferencial en genética de poblaciones
L] L= 40 = [P UPPTPPOPPPPIRY 54
2.2.1 Teorias sobre el origen de las MItoCoONdrias ........eeeeeeeiiiirieiee e 55
2.2.2 Estructura 2enOmica del ADNMT.....ccccurieiiiee et eeerrre e e e e e e e earrreeee s 56
223 Caracteristicas del ADNMT.....ccciiiiiiieiereeree e 58
2.2.4 Técnicas para el estudio del ADNMT ....ccceeiiiiiiiiieeeec et eeerrre e e e e e e 62
2.3 Haplogrupos mitocondriales de AMEriCa.....cccveeiieieiiiiriieeee e earreee e 63
2.3.1 Historia de los haplogrupos de AMENICa ........ccccvuvveeeeeeeeiiiirieeee e e eeearaeee e 66



2.3.2 [T P Y LI {0 [T F= 1o Lo T3PS 67

233 Momentos de entrada de los linajes fundadores al nuevo mundo........................... 71
2.3.4 Breve revision de linajes maternos en poblaciones actuales de Sudamérica........... 72
235 DNmt en muestras antiguas e histéricas de Sudameérica.......cccccceeeeccvieeeeeeeecccvnneen. 75
2.4 F N 1LV T o o= Lo N 77
2.4.1 VeNtajas del ADNa.......ccuuiiiieei et e et e e e e e e ectrre e e e e e e s e brraaeeeeesessnsrasseeeessennnes 79
2.4.2 Limitaciones y precauciones en el uso de ADNa........cccoeeciriieieeeeeecciiiieeee e 80
Capitulo 3: Objetivos @ HIPOTESIS ......uuiiiieeii ittt e e e e e et e e e e e e et b ra e e e e e e e eaneraaeeas 83
3.1 (0] oY [=] 1 177 T3S UPRROt 84
El general es aquel al cual se intenta aportar nuevos datos con esta investigacion: ............... 84
Los objetivos especificos de esta investigacion SON:........cccvvviriiieiriiiie e seee e saee e 84
3.2 o [T oo =T PSPPSR 85

Capitulo 4: Descripcion de las muestras analizadas y consideraciones éticas en el estudio con

FESTOS NUM@NOS ..cutiiiiiiieie ettt st see e st san e s ar e s bt e bt e bt e bt e bt e sbeesbeesaeesanenas 86
4.1 Consideraciones éticas y legales en el trabajo con restos éseos humanos...................... 87
4.2 Procedencia de las muestras analizadas.........ccooceeveerieiienenieiecece e 88

4.2.1 MUESEIras de PUNG JUJEMNA ...uuvreeeeiieeiiiiiieee ettt eeeettree e e e e e esaarraeeeeeeeesnaraaeeeaeeas 90
4.2.2 Muestras de transicidn Pampa - Patagonia .....ccccvveeeeeeeiiiiiiieeee e eeenreeeees 92
4.2.3 MUESEIras de Patagonia......cccuueeieiiiiiiiiiiieee ettt e ettt e e e e e e e sarbree e e e e eeebareaeeeeeens 95
4.3 Permisos y consideraciones sobre las muestras analizadas .........cccccceeeeeeevciiieeeeeeeeiennns 103
43.1 MUESEras de PUNG JUJENA ...uuveeeeeiiiiiiiiiee ettt eeeirre e e e e e esrare e e e e e s esaabaaaeaeee s 103
4.3.2 Muestras transicion Pampa y Patagonia......ccccccvvveeeeeeiiiiiiiieeeee e eeevreeeee 103
433 Muestras de 1a Patagonia........ceeecuieiiiiiiee ettt e e et 103
4.4 Seleccion de s MUESEIAS ...c..eeiiiiiiiiereeeee ettt 104

Capitulo 5: Metodologia empleada en el estudio de ADN a de las muestras prehispanicas.......... 106
5.1 Medidas de prevencién de contaminacién en el laboratorio de ADNa............cccuueeeen.eee. 107
5.2 Criterios de control y autenticacién de los procedimientos y resultados de ADNa ....... 108



5.3 Metodologia empleada para la obtencion y andlisis de ADNa ........ccceeeeeeeeciiiieeeeeeeeennns 109

5.3.1 Preparacion de 1a MUESEIA. ...t e e e e e e nrraee e e e 110
5.3.2 EXracCion de ADN ........oo ittt sttt e st sar e s ne e e sareeas 112
5.3.3 Tipificacidn de Haplogrupos del ADNmt mediante RFLP .........ccccovvveeeeiiviciiieeeneenn. 113
5.3.4 Secuenciacién de la HVR | de la regidn control del ADNMt ........cccceeeeeeiiiciiieeenennn. 117
5.3.5 Preparacion de la muestra para secuenciacion de HVR l.......ooeiiivcciiieeeeeeecccinneeen, 119
5.3.6 Analisis de las secuencias 0btenidas.......cccceerieeiiiiiiiieree e 120
5.3.7 Prueba de inhibicidon en las muestras no amplificadas........ccccceeeeeciiieeeeeeecccnineen. 120
5.4 Analisis estadisticos @MPIEATOS .....ceiiiiiieciiieee e e 121
5.4.1 Andlisis de la variabilidad intrapoblacional........cccccoecciiiiiiii e, 121
5.4.2 Analisis de la variabilidad interpoblacional...........cccoeiiiiiiiieniiiie e, 122
543 Asociacion entre la distancia genética y la geografica de cada muestra analizada
PAFA €l lINAJE DLueeeiiieeeiiieeee ettt et e e e e e et e e e e e e e e e etabbaeeeeeeeesttsaaeeeeeeesssarasaeeeeesansrres 125
5.4.4 Construccion de redes de asociacidon entre haplotipos ......cccvveeeeeieviciiiieeeeeeeecnn, 125
5.5 Estimacion del sexo mediante un marcador molecular..........ccoceevviienieiniieeniceenieenne, 126
5.6 Devolucion del material arqUEOIOZICO ....uvieeeeeciriieeee ettt crree e e e e e e 127
Capitulo 6: Resultados de los linajes maternos y analsisi estadisticos .........ccccevvvvveeeeeeiiciiineeeeeeennn. 128
6.1 Comparacion del rendimiento de los métodos de extraccion empleados ..........ccuveeee 129
6.2  Analisis de RFLP en las muestras analizadas ..........ccccceevuereiriiniieieeneeeeececeesee e 130
6.3 Resultados del analisis de la HVR | mitocondrial por grupos de muestras.........ccc.ccceeuue. 132
6.3.1 Muestras de 12 PUNG JUJEM@....ceiccoiiiiiiiee ettt eerree e e e e eabaaae e e e 132
6.3.2 Muestras de la region de transicion Pampa—Patagonia.......cccccceevecvvveeeeeeeencnnnneenn. 134
6.3.3 Muestras de la Cordillera Pataglnica.......cccccuveeeeiieieeiiieee et 136
6.3.4 Muestras de La Costa Atlantica de Patagonia........ccccocveevcieeecciiec e, 137
6.3.5 Muestras de la meseta PatagoniCa ......ccceeeeciieeieiiiee e e e 138
6.4 Analisis de la variabilidad interpoblacional por region .........cccccveeeecvieeecciiee e, 139
6.4.1 Region de [a PUN@ JUJEMA.......uiiiiieec ettt 139



6.4.2 Region de [a Patagonia.........eeeee ittt e 146

6.5 Analisis de la variabilidad interpoblacional a nivel del actual territorio Argentino........ 149
6.6 Asociacion entre la distancia genética y la geografica del linaje D1........cccceeveeeeennnnneen. 157
6.7 Redes de asociacion de HaplotiPoS......cceeeecciiieieei ettt e 159
6.8 Analisis de la determinacion del sexo por amplificacion del gen de la amelogenina..... 165
(0T oY1 U1 T T8 DT o1 U1 Lo Yo U URUUPNt 167
7.1 Evaluacién de los procedimientos llevados a cabo para la obtencién del ADNa............ 168
7.1.1 Rendimiento del tipo de material éseo utilizado y condiciones de preservacion .. 168
7.1.2 Evaluacion de los métodos de extraccion de ADN utilizados ........coceevieveiiienneene 169
7.1.3 Planteo de las dificultades observadas durante la amplificacién del material
[T YT ulolo o] o] =1 ] o Lo TR PR PUUURRRRROt 170
7.1.4 Estimaciones sobre los porcentajes de recuperaciéon de ADNa obtenidos............. 172
7.2 Interpretacién de los linajes maternos obtenidos por secuenciacion........cccceecuveeeenneee. 175
7.2.1 Andlisis de los resultados obtenidos para cada muestra en compracién con otras
[oYe] o] Yol oY a1t e [N F- I L<Y { T Yo RO TR 178

7.3 Analisis de los resultados obtenidos para la comparacién entre las Muestras

prehispdnicas de todo el actual territorio Argentino.......cccceeeecciiieie e 184
Capitulo 8: CONCIUSIONES .....vviiiieeeeecciiieeee e e ettt e e e e e et e e e e e e e esbtbeeeeeeeeesastaaeeaeesesssnsssasaaesssanssnns 192
Capitulo 9: BibliOgrafia......cuviiieeeie et e e e e re e e e e e e abaa e e e e e e eennnens 195
Anexo: Material SUPIEMENTATIO. ..uuiiiii i e e arrr e e e e e e e sabraee e e e e s eeennraeeeeaaeans 225



RESUMEN

Se considera ADN antiguo (ADNa) al recuperado de restos biologicos
preservados natural o artificialmente (Fraile, 2006). El gran avance de las técnicas
de biologia molecular, ha permitido estudiar moléculas de ADNa a partir de
muestras arqueologicas, fundamentalmente restos éseos y piezas dentales. Un
considerable paso hacia adelante en los estudios de ADNa se realizé en 1987,
gracias a la invencion de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Este es
un meétodo de clonacién in vitro que emplea a la Taq polimerasa y permite
amplificar mas de un millén de veces segmentos de ADN. Esta técnica resulta muy
apropiada para recuperar y amplificar el muy escaso numero de moléculas de

ADNa que se encuentren intactas (Martinez-Labarga et al., 1999).

Los sistemas mas comunmente utilizados en estudios de variabilidad
genética poblacional han sido los de herencia uniparental, el ADN mitocondrial
(ADNmt) y la porcion no recombinante del cromosoma Y (NRY), transmitidos
exclusivamente por via materna y paterna respectivamente (Schurr y Sherry,
2004). Existen miles de copias de ADNmt debido al numero de mitocondrias que
se encuentra por célula, lo que permite una buena recuperacion de fragmentos
intactos del mismo para estudios forenses o de genética de poblaciones antiguas.
Por el contrario, el estudio de NRY resulta mas dificultoso dado que existe una

copia por célula y sélo en varones (Kaestle et al., 2001).

Las primeras extracciones de ADNa fueron realizadas en animales
extinguidos, por Higuchi et al. (1984), quienes identificaron acidos nucleicos en un
quagga y demostraron su afinidad filogenética con la cebra moderna. Un afo
después Paabo (1985) obtuvo la secuenciacion de ADN por clonaciéon de una
momia egipcia de 2400 afios. Cuando a finales de la década de 1980 se extrajo
por primera vez ADN humano procedente de tejido 6éseo (Hagelberg et al., 1989),
se inicid un nuevo campo de estudio acerca de la variabilidad biologica de las
poblaciones humanas antiguas. Hasta ese entonces los trabajos se circunscribian
a caracterizaciones morfolégicas o al analisis de los rasgos moleculares de

poblaciones actuales. El analisis del ADNa comenz6 a suministrar de manera
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directa informacion acerca de la diversidad genética humana en el pasado,
aportando, ademas de nuevos métodos para la determinacion sexual y la
identificacion individual, datos acerca del parentesco entre los individuos, la
distancia génica entre poblaciones, la procedencia de pueblos migrantes y su
contribucion al acervo genético local, ademas de la deteccion de ADN de agentes
patogenos (Casas, 2005). Una revision acerca de las aplicaciones del ADNa en
investigaciones arqueoldgicas y bioantropoldgicas, considerando sus alcances y
limitaciones junto a las implicancias legales y éticas ha sido realizada por Crespo
et al. (2010).

Los estudios en americanos modernos han mostrado que la gran mayoria
de su ADNmt pertenece a los 5 haplogrupos (Hgs) amerindios A, B, C, D y X. Los
Hgs son unidades monofiléticas mayores generadas por divergencia molecular, los
cuales pueden subdividirse a su vez en Haplotipos. Hasta el momento X sélo se
ha detectado en Norteamérica. Mas recientemente se propuso que el numero de
linajes fundadores para el continente americano paso de 5 a ser al menos 13: A2,
B2, C1b, C1d, C1c, C4c, D1, D2a, D3, D4h3a, D4elc, X2a y X2g (Bandelt et al.
2003; Tamm et al., 2007; Achillli et al., 2008; Perego et al., 2009, 2010; Malhi et
al., 2010; Kumar et al., 2011; Bodner et al., 2012). Estudios de ADNa para
Sudamérica han demostrado que esos mismos linajes se encontraban en
poblaciones de diferentes temporalidades apoyando a esos estudios (Fehren-
Schmitz et al., 2010; 2014, Carnese et al., 2010; Baca et al., 2014, Mendisco et al.,
2014)

Desde una perspectiva arqueoldgica se han postulado un gran numero de
teorias de poblamiento del nuevo mundo por el humano moderno, pero aun no se
ha llegado a un consenso en el numero de pobladores, el momento de entrada y la
ruta utilizada. Desde la Antropologia Bioldgica se ha tratado de plantear hipotesis
que aporten al entendimiento del intrincado proceso de poblamiento de América,
sin embargo no se ha llegado a ningun consenso hasta el momento. Los estudios
de ADNa son una herramienta relativamente nueva que trata de abordar estas
problematicas, sin embargo el numero de muestras esqueletales analizadas aun

es escaso como para lograr plantear los procesos de diversificacion, asentamiento
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y relaciones interétnicas sucedidas. Por esta razon todos los analisis de ADNa,
sobre todo para Sudamérica poseen un gran valor ya que en conjunto con la
informacion arqueoldgica y bioantropoligica presente pueden echar luz a la
entramada red de procesos sucedidos en el paso durante el poblamiento del

territorio.

En este contexto el Objetivo principal de esta tesis de doctorado es
‘contribuir a una mejor comprension de la dinamica de los procesos
microevolutivos que tuvieron lugar durante el poblamiento autéctono del actual
territorio argentino, tomando en cuenta los ejes espacial y temporal empleando
marcadores genéticos de la ancestria materna en muestras arqueoldgicas”. Para
ello se analizaron los linajes mitocondriales maternos de 6 muestras de diferentes
regiones del actual territorio argentino, todas pertenecientes al periodo del
Holoceno Tardio pero abarcando desde los 2900 a los 200 afios AP. Una de las
muestras correspondié a la region de la Puna Jujeia y posee piezas dentales de
23 individuos de 3 sitios arqueoldgicos diferentes: Doncellas, Agua Caliente de
Rachaite y Sorcuyo. Otra de las muestras correspondio al sitio arqueolégico Paso
Alsina 1 de la regién de transicion Pampa-Patagonia del cual se obtuvo acceso a
piezas dentales de 20 individuos. Por otro lado se analizaron 2 individuos de Los
Alerces, 2 del Alero Mazquairan y 4 del sitio Puesto El Rodeo ubicados en la
Patagonia centro-oeste. Por ultimo se analizaron 6 individuos provenientes de

Rada Tllly de la region de la Costa Atlantica de Patagonia.

Del total de las muestras analizadas se obtuvo un porcentaje de resultados
positivos para RFLP igual a 42,11%. Para cada muestra el porcentaje de
recuperacion obtenido fue del 52,17% en Puna (12/23), 15% en Paso Alsina 1
(3/20), del 66,67% en Rada Tilly (4/6), del 100% en Los Alerces (2/2), del 50% en
Alero Mazquiaran (1/2) y un 50% para Puesto El Rodeo (2/4). Puede observarse
que en la Puna Jujeha se obtuvo un 41,66% de A, 16,67% de By de Cy 25% de
D. Para Paso Alsina 1 se obtuvo un 66,67% de C y un 33,33% de D. Enel resto de
los grupos muestrales patagdénicos solo se obtuvieron tipificaciones

correspondientes al Hg D.
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Para las secuenciaciones de HVR | del ADNmt los analisis se dividieron en
dos. Uno de cada regiéon, norte y sur, por separado comparando con muestras
prehispanicas publicadas por otros autores cercanas geograficamente, y otro de
todas las muestras del actual territorio argentino en conjunto. En general para la
secuenciacion se obtuvo un mayor numero de resultados positivos, relacionado a
que se dio mayor importancia a estos analisis debido a su mayor poder resolutivo
en los estudios de genética de poblaciones. Este porcentaje de recuperacion para
este andlisis fue de 73,68%. El linaje encontrado en mayor proporcion en las

muestras analizadas fue el D1g.

Por otro lado, para determinar si alguno de los linajes se encontro
representado en muestras actuales de las mismas regiones, se realizaron redes
de haplotipos. A partir de las mismas, ademas pudo inferirse diferentes relaciones
entre los linajes presentes en las poblaciones del pasado y las actuales,
pudiéndose determinar que existe una gran diversidad de linajes maternos en las
poblaciones prehispanicas que no estan presentes en las actuales. Esa diversidad
podria haberse diluido por diversos procesos microevolutivos como la deriva
génica y/o el flujo génico, o perdida de la misma por remplazo poblacional o

extincion.
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ABSTRACT

It is considered as ancient DNA (aDNA) at the recovered in biological
remains preserved naturally or artificially (Fraile, 2006). The breakthrough of
molecular biology techniques allowed investigators to study aDNA molecules from
archaeological samples, mainly bones and teeth. A considerable step forward in
studies of aDNA had been performed in 1987, thanks to the invention of the
polymerase chain reaction (PCR), which is a method of cloning in vitro employing
Taq polymerase that amplifies more than one million times DNA segments. This
technique is well suited for recovering and amplifying the very small number of

molecules of aDNA that were intact (Labarga-Martinez et al., 1999).

The systems of uniparental inheritance, like mitochondrial DNA (mtDNA)
and the non-recombinant portion of the Y chromosome (NRY) transmitted only
through the mother and father respectively are the most commonly used in studies
of population genetic variability (Schurr and Sherry, 2004 ). There are thousands of
mtDNA copy number per cell allowing a good recovery of intact fragments thereof
for forensic or genetic studies of ancient populations. In contrast, the study of NRY
is more difficult because there is one copy per cell and only in males (Kaestle et
al., 2001).

The first ADNa extractions were performed in extinct animals by Higuchi et
al. (1984), who identified a quagga nucleic acids and their phylogenetic affinity whit
modern zebra. A year later Paabo (1985) obtained DNA sequences by cloning an
Egyptian mummy of 2400 years old. When in the late 1980s was first extracted
DNA from human bone tissue (Hagelberg et al., 1989), a new field of study on the
biological variability of ancient human populations began. Until then jobs were
limited to morphological characterization or analysis of the molecular features of
current populations. aDNA analysis began supplying direct information about
human genetic diversity in the past, as well as new methods for sex determination
and individual identification data on the relationship between individuals, providing
the genetic distance between populations, the origin of migrant peoples and their

contribution to local gene pool, in addition to DNA detection of pathogens (Casas,
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2005). A review about aDNA applications in archaeological and bioanthropologycal
researchs considering its scope and limitations along with the legal and ethical

implications has been done by Crespo et al. (2010).

Modern studies have shown that in Americans most of their mtDNA belongs
to 5 amerinds haplogroups (Hgs) A, B, C, D and X. Hgs are monophyletic units
with a higher molecular divergence, which can be further subdivided on
Haplotypes. So far only X has been detected in North America. More recently it
was proposed that the number of founding lineages for the Americas step 5 to be
at least 13: A2, B2, C1b, C1d, C1c, C4c, D1, D2A, D3, D4h3a, D4e1c, X2a and
X2G (Bandelt et al., 2003; Tamm et al., 2007; Achillli et al., 2008; Perego et al.,
2009; 2010; Malhi et al., 2010; Kumar et al., 2011; Bodner et al., 2012). South
America aDNA studies have shown that these same lineages were in populations
of different time frames supporting these studies (Fehren-Schmitz et al., 2010;
2014; Carnese et al., 2010; Baca et al., 2014; Mendisco et al., 2014)

From an archaeological perspective it has been postulated many theories of
settlement of the New World by modern humans, but has not yet reached a
consensus on the number of people, the time of entry and the route used. From the
Biological Anthropology it has been tried to contribute to the understanding of the
intricate process of settlement of America, but at the present it has not reached any
consensus. aDNA studies are a relatively new tool that deal with to address these
issues, however the number of skeletal remains samples analyzed were scarce to
achieve diversification processes, settlement and ethnic relations. For this reason
all aDNA analysis, especially for South America have great value because together
with archaeological and bioanthropologycal information may shed light on the

complex network of processes occurred during the settlement of the territory.

In this context the main objective of this dissertation is to "contribute to a
better understanding of the dynamics of the processes of microevolution that took
place during the autochthonous settlement of the present argentine territory, taking
into account the spatial and temporal axes using genetic markers of maternal
ancestry in archaeological samples". Maternal mitochondrial lineages of 6 samples

from different regions of present Argentine territory, all belonging to the Late
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Holocene period ranging from 2900 to 200 years BP, were analyzed. One sample
corresponds to the Puna region and had teeth of 23 individuals from three different
archaeological sites: Doncellas, Agua Caliente de Rachaite and Sorcuyo. Another
sample corresponds to the archaeological site Paso Alsina 1 of the transition
region Pampa-Patagonia which access to 20 individuals teeth was obtained. On
the other hand 2 individuals from Los Alerces, 2 from Alero Mazquairan Site and 4
from Puesto El Rodeo located in west-central Patagonia were analyzed. Finally six
individuals from Rada Tilly in the region in the Atlantic Coast of Patagonia were

analyzed.

Of all samples analyzed it was obtained a percentage of positive results for
RFLP equal to 42.11%. For each sample the recovery rate obtained was 52.17%
in Puna (12/23), 15% in Paso Alsina 1 (3/20), 66.67% in Rada Tilly (4/6), 100% in
Los Alerces (2/2), 50% in Alero Mazquiaran (1/2) and 50% for Puesto El Rodeo
(2/4). It can be seen that in the Puna 41.66% correspond al lineages of A2, 16.67%
B2 and 25% C1 and D1. For Paso Alsina 1 66.67% of C1 and 33.33% of D1 was
obtained. In the Patagonian only characterizations corresponding to lineages of D1

were obtained.

For sequencing of HVR | for mtDNA the analysis were divided into two. One
from each region, north and south, compareing with pre-Hispanic published
samples by other authors geographically close, and the other one for all samples of
the current Argentine territory as a whole. Overall, for sequencing a greater
number of positive results was obtained, related greater weight was given to these
analyzes because of their greater resolving power in studies of population
genetics. This recovery rate was 73.68%. The lineage found in greater proportion

in the samples analyzed was the D1g.

Furthermore, to determine if any of the lineages found in this study was
represented in current samples for the same regions, haplotype networks were
performed. From them, also it could infer the relationships among lineages present
in populations of the past and present, and demonstrate that there was a great
diversity of maternal lineages in pre-Hispanic populations that are not present in

the current ones. This diversity may have been diluted by various
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microevolutionary processes as genetic drift and/or gene flow, or loss of it by

population replacement or termination.
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Capitulo1: La Ocupacion Humana del Nuevo Mundo:
evidencias arqueologicas y bioantropoldgicas
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1.1 Teorias del Poblamiento de América

El continente americano fue el ultimo en ser poblado por los humanos
modernos. Existe gran consenso entre los investigadores en que habria sido en el
lapso comprendido entre 30.000 y 13.000 afios antes del presente (AP) a través
de Beringia. EI momento preciso de arribo a nuestro continente, en cambio, ha
sido ampliamente debatido. En los ultimos afios ha cobrado importancia la postura
que sostiene que habria sido luego del Ultimo Maximo Glacial (LGM — 26.500 a
19.500 anos AP) (Goebel et al., 2008; Clark et al., 2009).

El nimero de poblaciones fundadoras, su origen, el o los momentos de
arribo al nuevo mundo, las caracteristicas de la dispersién a través del continente
y las causas de los patrones de variacion biolégica encontrados dentro de los
grupos humanos, han sido objeto de intensa discusion desde comienzos del siglo
XX. Sin embargo, la mayoria de los investigadoressostienen que los patrones de
variacion biologica podrian explicarse por la existencia de multiples oleadas
migratorias y/o procesos microevolutivos como la deriva génica que se describiran
mas adelante (Neves y Pucciarelli, 1991; Anderson y Gillam, 2000; Schurr, 2004;
Goebel et al., 2008; Gonzaléz-José et al., 2008; Kitchen et al., 2008; Politis et al.,
2010; Perez et al., 2009,2011; Bernal et al., 2010; O Rourke y Raff, 2010; Perego
et al., 2010). Este tema de gran complejidad fue abordado desde diversas
disciplinas como la arqueologia, la lingulistica, la antropologia bioldgica, la genética
de poblaciones actuales y antiguas, y la ecologia entre otras. En este apartado se
hara una breve recopilacion de los estudios publicados hasta el momento sobre

los datos, modelos e hipbtesis mas relevantes.

1.1.1 ;Cuando llegaron los primeros americanos?

Las variaciones climaticas que acontecieron en el planeta durante los
ultimos 30.000 afos, fueron una de las principales limitaciones que condicionaron

la entrada y asentamiento de los primeros humanos anatdmicamente modernos en
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el nuevo mundo, debido a las variaciones en el nivel del mar y al avance y

retroceso de los glaciares continentales (Brigham-Grette, 2004;Mellars, 2006).

Alrededor de 21.000 anos AP, la mayor parte del actual territorio de Canada
y el norte de Estados Unidos estaba cubierta por el Glaciar Laurentino, que se
extendia desde la costa atlantica hasta los valles de las Montafias Rocosas, y el
Glaciar Cordillerano, desde la costa pacifica hasta el oeste del mismo corddn
montanoso. Para ese entonces el nivel del mar se encontraba aproximadamente
120 mts. por debajo del nivel actual, dejando al descubierto un puente terrestre
que conectaba Asia con América, conocido como Beringia (Dixon, 2001;
Marangoni et al., 2013). En esta zona, al igual que en el este de Siberia, sélo se
encontraban bloques de hielo permanentes en las regiones montafiosas. Las
zonas bajas, al estar descubiertas y poseer distintos tipos de recursos, permitieron
garantizar la subsistencia de poblaciones humanas y de varias especies de
grandes mamiferos (Politis et al., 2010), por lo que habrian funcionado como un
refugio, y luego como un centro postglacial de dispersion para los humanos que
poblaron América (Bonatto y Salzano, 1997; Brigham-Grette et al., 2004; Hoffecker
et al., 2014).

La primer ruta de acceso al continente habria sido a través de la costa
pacifica, que quedo libre de hielo alrededor de 15.000 afios AP, que posiblemente
llegaron con el uso de canoas, mientras que un corredor dentro del continente,
denominado Alberta o “corredor libre de hielo” quedd abierto al paso cuando las
masas de hielo comenzaron a retirarse aproximadamente 13.500 afios atras (Fig.
1), aunque las condiciones en su interior eran seguramente hostiles para la
supervivencia humana (Goebel et al., 2008). Hasta el momento no existen
evidencias confiables sobre cual fue el momento exacto de uso del corredor

Alberta, en caso de haber ocurrido.
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Figura 1. Extensiones de las masas glaciales de Norteamérica en diferentes momentos del
periodo final del Pleistoceno — Inicios del Holoceno Temprano. La flecha indica la zona libre de

hielo de la Costa Pacifica. Imagen tomada y modificada de Rasmussen et al., (2014).

Surge asi una de las primeras teorias del poblamiento de América, la cual
sostuvo que el arribo a nuestro continente se produjo con posterioridad a los
10.000 afios AP y que los cazadores-recolectores coexistieron con la megafauna.
En las cercanias de la ciudad de Folsom, estado de Nuevo México (EEUU), se
encontré evidencia de poco mas de 10.000 anos AP, de una punta de proyectil
incrustada en la costilla de un bisonte pleistocénico. Ese tipo de punta con una
acanaladura longitudinal en ambas caras también fue encontrada en sitios mas
antiguos que compartian caracteristicas con el complejo Folsom, los cuales se
consideraron como pertenecientes a Clovis, y se convertirian en poco tiempo, en
el centro de debate del poblamiento. En 1937 Ales Hrdlicka denominé a esta teoria
como “Clovis-first o de origen unico”. Luego Waters y Stafford (2007) reanalizaron
el analisis de las cronologias de los sitios Clovis, proponiendo que su origen puede
remontarse entre 11.080 £ 40 y 10.765 £ 25 afios AP.
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Los sitios pertenecientes a Clovis (Fig. 2) fueron localizados en diferentes
puntos al sur de las masas de hielo que estaban presentes en el Pleistoceno final/
principios del Holoceno, en el actual territorio de los Estados Unidos y sudeste de
Canada (Debert, Nova Scotia), (Haynes, 2002; Hamilton y Buchanan, 2007).
Ademas de sus tipicas puntas de proyectil, se caracterizaban por instrumentos
liticos en forma de grandes hojas, y utilizacién de marfil y ocre rojo (Waguespack,
2007). La aparicion y dispersion de los sitios Clovis por todo Norteamérica y la
diversidad de fechados radiocarbonicos obtenidos, no han permitido establecer
hasta el momento, un punto de origen o ruta de colonizaciéon para los humanos

que confeccionaban estos tipos de punta de proyectil (Goebel et al., 2008).
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Figura 2. Ubicacion de los sitios pertenecientes al complejo Clovis. Imagen tomada y

modificada de Hamilton y Buchanan (2007).
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Existen varios sitios en Sudamérica que presentan dataciones anteriores o
contemporaneas a Clovis. De ellos el mas aceptado es Monte Verde, en el sur de
Chile, datado en 12.800 a 12.300 afios AP (Dillehay, 1997; Adovasio y Pedler,
1997; Dillehay et al., 2008). Este sumado a otros sitios de Sudamérica como
Cueva Fell, Cueva Casa del Minero, Arroyo Seco 2, Cerro Tres Tetas, Cueva del
Lago Sofia 1, Paso otrero 5, Tres Arroyos 1, Cerro La China, Cerro el Sombrero,
Urupez 2, Cueva del Medio, Quebrada Santa Julia, Cueva de Pedra Pintada y
Piedra Museo (Fig. 3), debilitaron la teoria Clovis First (Steele y Politis, 2009). En
estos sitios se encontré evidencia arqueolégica de un rango variado de
herramientas de hoja, puntas bifaciales, y en algunos casos las distintivas puntas

“cola de pescado” (Goebel et al., 2008).
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Figura 3. Ubicacién geografica de sitios arqueoldgicos de Sudamérica con dataciones mas

antiguas que 10.000 afios AP.
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1.1.2 ;Un origen europeo para los nativos americanos?

Bradley y Stanford (2004) afirman que ciertas similitudes entre el complejo
Clovis y la Cultura Solutrense del Paleolitico Superior europeo se deberian a que
esta ultima habria dado origen a la primera, proponiendo la hipétesis de una
migracion por la costa del Océano Atlantico Norte. Sin embargo, ésta ha recibido
numerosas criticas, entre ellas que ambas culturas se encontraban a una gran

distancia y separadas por mas de 6.000 anos (Marangoni et al., 2013).

En 1996 en la ciudad de Kennewick, al este del Estado de Washington, se
encontraron restos bien preservados de un esqueleto humano casi completo,
datado en 8.410 £ 60 afios AP. Su morfologia corporal y craneal conducia a la
idea de un origen europeo, ya que presentaba similitudes con poblaciones
modernas del oeste del viejo continente y no se correspondia con los amerindios,
sobre todo del noroeste de Norteamérica. Sin embargo, luego de que Chatters
(2000) realizara comparaciones morfométricas con paleoamericanos del mismo
periodo y hasta mas antiguos, no encontré diferencias significativas, postulando
que sus caracteristicas dentales y craneofaciales poseian afinidad con los Ainu y
poblaciones Islefas del Pacifico. Para el “Hombre de Kennewick’ aun, casi dos
décadas después de su descubrimiento, no hay resultados genéticos que puedan

dar cuenta de su origen.

Por su parte, la aparicién en algunos antiguos pobladores de Norteamérica
del linaje mitocondrial X, el cual también aparece en poblaciones europeas,
apoyaba la hipétesis de un origen europeo. Sin embargo, estudios genéticos mas
detallados, mostraron que se trata de dos variantes diferentes del mismo linaje, y
la encontrada en América fue descripta para poblaciones asiaticas. Estas ultimas
podrian presentar un ancestro comun con algunas poblaciones europeas (Schurr

et al., 1990; Torroni et al., 1993; Merriwether, 2006) desestimando esta teoria.
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1.1.3 ;Cuantas migraciones?

1.1.3.1 La Teoria de las tres oleadas migratorias

En 1986 el linguista Joseph Greenberg, el especialista en antropologia
dental Christy Turner Il y el genetista Stephen Zegura, publicaron un trabajo donde
teniendo en cuenta las bases establecidas en un trabajo previo por Turner (1983)
propusieron el modelo que se conoce como ‘“tripartito o de tres oleadas
migratorias”. A través del analisis de esas tres lineas de evidencia llegan a una
division de las poblaciones nativas del Nuevo Mundo en tres grupos: Amerindios,
Na-Dene y Eskimo-aleuts, cada uno representante de una migracion diferente
desde Asia (Greenberg et al., 1986).

Desde la perspectiva genética con los marcadores disponibles en ese
momento, el unico sistema que apoyaba al modelo ftripartito eran las
inmunoglobulinas Gm, ya que no era suficiente la resolucion de los otros
marcadores (grupos sanguineos, proteinas séricas y polimorfismos enzimaticos)
para distinguir entre los tres grupos. Posteriormente, la informacion de ADN
mitocondrial descripta por Wallace y Torroni (1992), ademas de apoyar el origen
asiatico de los nativos americanos, coincidid con la evidencia linguistica en la
existencia de las tres oleadas migratorias, proponiendo que los amerindios
provienen de dos migraciones distintas y a su vez se separan de los Na-Dene que
entraron mas tardiamente en una tercer migracion, sin proponer informacion para

los Eskimo-Aleut.

1.1.3.2 Teoria de dos oleadas migratorias

El primer intento de utilizar informacién genética para desarrollar un posible
modelo para el poblamiento de América fue realizado por Foster et al. (1996)
utilizando informacién de 571 secuencias de la Region Hiper Variable | (HVR 1) del
ADN mitocondrial. En ese trabajo propusieron la existencia de dos oleadas

migratorias en lugar de tres. La primera habria provenido directamente del noreste
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desde Siberia hacia América hace aproximadamente 25 — 20.000 anos atras,
dando origen a los amerindios. Luego de la ultima glaciacion (Dryas temprano
~11.500 afnos atras) se habria dado una segunda oleada a Ameérica por una rapida
expansion desde Beringia que dioé origen a los ancestros de los Eskimo-Aleuts y

los Na-Dene.

Otros investigadores también apoyan esta teoria, aunque toman a los Na-
Dene sin considerar a los Eskimo-Aleuts y propusieron que el primer ingreso se
habria dado por la costa pacifica 14.700 afios atras, y estaria acompafada por
poblaciones con elevadas frecuencias de los linajes maternos A, B, C y D. La otra
ruta seria a través del corredor libre de hielo por poblaciones representantes del
linaje materno X, aproximadamente hace 12.500 anos (Torroni et al., 1992; Schurr
y Sherry, 2004). Perego et al. (2010) apoyan esta teoria, ya que a partir del
estudio de dos linajes poco frecuentes (D4h3a y X2a) llegaron a la misma

conclusién, con una pequefia variacion en los momentos de entrada al continente.

1.1.3.3 Teoria de dos componentes bioldgicos

A partir de estudios craneométricos, Neves y Pucciarelli (1991) postularon
otra hipétesis, conocida como “de dos componentes bioldgicos principales”, que
hace referencia a una migracién anterior a los amerindios (antes de los 12.000
anos AP), con mayor afinidad con las primeras poblaciones de Australia. A través
de comparaciones de poblaciones antiguas y modernas de nativos americanos,
primero utilizando métodos tradicionales y luego incorporando herramientas de
morfometria geométrica (Neves et al., 2003), observaron que las muestras podian
dividirse en dos grupos que responderian a migraciones diferentes. Los craneos
anteriores a 10.000 afios con una morfologia generalizada fueron asignados a los
paleoamericanos, similares a australianos, melanesios y africanos sub-saharianos,

exhibiendo una forma dolicocéfala’. Este grupo mas antiguo tendria algunos

'craneo angosto y alargado, con la béveda elevada, la frente y la cara ancha, las orbitales
altos y el paladar corto.
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representantes actuales como Yamanas de Tierra del Fuego (Argentina y Chile),
Botocudos del centro-sur de Brasil, Pericues de Baja California (México), asi como
a los habitantes mas antiguos de Lagoa Santa. Se cree que su ingreso habria sido
a través de la costa pacifica, con una dispersién rapida hacia el sur. Por el
contrario, los amerindios habrian provenido posteriormente de la migracion de una
poblacion del este de Asia. Esta suposicion se basa en que presentan una
morfologia craneal braquicéfala® similar a “mongoloides” antiguos y modernos del
este de Asia (Neves y Hubbe, 2005; Hubbe, 2010). Por su parte este ultimo grupo

podria haber ingresado al continente a través del corredor Alberta.

>Braquicéfalo< >Dolicocéfalo<

Figura 4. Esquematizacion de los tipos de craneo que demuestra las diferencias en tamafo y

forma. Imagen tomada y modificada de Perez (2011).

Sin embargo, Powell y Neves (1999) plantearon la accion de procesos
microevolutivos como alternativa plausible para describir el modelo de dos
componentes bioldgicos, sobre todo si se considera un poblamiento relativamente

rapido y con poblaciones pequefias, como se ha sugerido con evidencia

2 Neurocraneo corto y ancho, caras anchas y desplazadas hacia atras y orbitas y nariz altas.
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arqueologica y genética. Esta ultima proposicion podria ser explicada por la accion
local de mecanismos microevolutivos en América para dar cuenta de la variacidon

observada por Rothhammer y Silva (1990).

En discrepancia con esta postura, Gonzalez-José et al. (2008) utilizando
datos craneométricos y datos moleculares, sefialan que seria mas apropiado
tomar a los grupos mas representativos de los “paleoamericanos, amerindios y
mongoloides” como extremos de la variacion de un mismo componente
poblacional. Por su parte Perez et al. (2009) analizando muestras esqueletales del
sitio Arroyo Seco 2 (sudoeste de la Provincia de Buenos Aires) encontraron
diferencias a nivel craneométrico entre muestras del Holoceno Medio y Tardio
Inicial, con las del Tardio Final, sin embargo ambas muestras presentaban los
mismos haplogrupos mitocondriales. Estos resultados sugirieron que posiblemente
la variacidn morfolégica encontrada entre los nativos americanos antiguos vy
recientes, sea el resultado del efecto de factores microevolutivos azarosos (deriva
génica) y no azarosos (seleccion natural o plasticidad fenotipica), antes que de

distintas oleadas migratorias (Politis et al., 2010; Marangoni et al., 2013).

A partir del estudio de datos genéticos se ha sostenido que el modelo de
dos componentes bioldgicos diferentes no seria plausible, ya que los haplogrupos
del ADNmt y del cromosoma Y tienen su origen en una misma region de Asia
Central, y todos presentan tiempos de coalescencia similares, indicando que
podria existir un pool génico ancestral para todos los nativos americanos, incluidos
los paleoamericanos (Merriwether, 1995 y 1996; Kemp et al., 2007; Goebel et al.,
2008).

1.1.3.4 Teoria de incubacién en Beringia

Bonatto y Salzano (1997) analizaron la region control del ADNmt de 544
amerindios actuales y propusieron el “modelo de incubacién en Beringia”, donde
las poblaciones ancestrales de los amerindios se habrian diferenciado

genéticamente antes de colonizar el continente (Tamm et al., 2007; Bodner et al.,
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2012). Los autores proponen que un tiempo después de haber ocupado gran parte
de Beringia, cruzaron el corredor Alberta. EI modelo sostiene que un grupo se
habria abierto camino hacia el continente americano, pero la extension de los
hielos continentales entre los 14.000 a 20.000 afios atras, aislo a esta poblacién al
sur de las masas de hielo de la que aun habitaba Beringia. De la primera
poblacion habrian surgido los amerindios y de la segunda, los Na-Dene y los

Eskimo-Aleut.

Otro modelo con una propuesta similar utilizé analisis estadisticos
bayesianos para estimar los periodos de coalescencia y de tamafio poblacional
aproximado que podrian haber tenido los grupos (Fig.5) (Kitchen et al., 2008;
Mulligan et al., 2008; Fagundes et al., 2008). En la primera fase se habria dado la
expansion de los ancestros de los amerindios hacia el noreste asiatico y su
diferenciacion del pool génico de las poblaciones del centro-este de Asia hace
43.000-36.000 anos AP, sumado a un aumento poblacional (los autores suponen
640 mujeres iniciales a 4.400 mujeres al fin del periodo, aproximadamente). Este
proceso habria sido precedido por un periodo de estabilidad demografica y
aislamiento de los proto-amerindios en Beringia entre los 36.000-16.000 afios AP,
donde pudo haber actuado la deriva génica generando nuevas variantes
genéticas. La fase final se habria dado con la colonizacion de todo el continente
americano, hace 16.000 afios AP aproximadamente, lo cual coincide con el final
de la ultima era glaciar. En esta ultima etapa los grupos humanos habrian estado
conformados entre 1.000 a 5.400 mujeres, proponiendo ademas que habria sido
mas probable su migracion por el corredor Alberta. En este estudio proponen que
los Eskimo-Aleuts y Na-Dene provienen de la misma poblacion fundadora de

proto-amerindios de Beringia.
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Figura 5. Mapa que describe los tres periodos del poblamiento de América y el nimero de mujeres
involucradas. Imagen tomada i modificada de Kitchen et al. (2008)

1.1.3.5 Teoria de Poblamiento desde la costa norte de Alaska

O'Rourke y Raff (2010) propusieron un nuevo escenario de poblamiento
desde el norte de Asia a América. La costa norte de Beringia habria sido poblada
hace aproximadamente 30.000 afos y siguiendo la explotacion de recursos
costeros, podrian haber colonizado la costa norte de Alaska antes de la LGM,
ingresando luego hacia el interior del continente siguiendo el curso del Rio
Mackenzie. Ademas, al existir areas costeras libres de hielo la migracién podria
haber continuado por la Bahia Baffin y luego hacia el sur a lo largo de la costa este
de Norteamérica (Figura 6).
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Figura 6. Rutas hipotéticas para el poblamiento de America tomada y modificada de O’Rourke y
Raff (2010). En amarillo la ruta Pacifica, en azul la entrada desde Beringia por el corredor libre de

hielo, en bordé la entrada al continente por la costa norte.
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1.1.3.6 Teoria de flujo génico recurrente

Desestimando estas ultimas teorias basadas en analisis genéticos y
utilizando diferentes métodos estadisticos (Calculo Bayesiano Aproximado), otros
grupos de investigadores propusieron que ninguna de las posibilidades
mencionadas era capaz de explicar el nivel de variacion observado en las
poblaciones amerindias. La informacion disponible puede ser mejor interpretada si
se considera la existencia de flujo génico entre las poblaciones de Asia y América,
llamando a esta nueva hipotesis “modelo de flujo génico recurrente” (Ray et al,,
2010). La variacion craneofacial encontrada por De Azevedo et al. (2011) en
muestras amerindias de diferentes temporalidades también puede ser explicada

por esta teoria.

Segun lo expuesto previamente, puede apreciarse que la discusion aun
continua abierta y que no se ha llegado a un consenso en cuanto al momento de
entrada al continente y la/s rutas/s utilizada/s luego de haber cruzado Beringia.
Cada linea de investigacion plantea un escenario diferente, aunque algunos de
ellos coincidan. Sin embargo, actualmente la posicidbn mayoritaria sostiene que no
habria un grupo fundador paleoamericano anterior a los amerindios, sino que
todos los nativos americanos provendrian de un mismo grupo fundador que habria
ingresado a América desde el noreste de Siberia antes del ultimo periodo glaciar.
Estas poblaciones se habrian restringido a areas de refugio durante la LGM y la
variacion génica se habria remodelado posiblemente por deriva, manteniendo una
parte de los linajes ancestrales, pero también originando nuevas variantes. La ruta
de dispersién hacia Sudameérica por la costa pacifica pareceria ser la que tiene
mayor aceptacion, sobre todo si se tienen en cuenta los fechados radiocarbonicos

como por ejemplo el del sitio Monte Verde, en Chile (12.800 — 12.300 afios AP).
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1.2 Poblamiento de América del Sur

El relevamiento de sitios arqueoldgicos antiguos en este sector del
continente es aun desigual y se sabe muy poco del poblamiento de algunas
regiones como la Amazonia (con la excepcién de algunos sitios como Monte
Alegre), gran parte de la cuenca del Orinoco, la regidon chaquefa, y del bosque
pluvial de la falda oriental de los Andes. No obstante, otros sectores son
relativamente bien conocidos y disponen de una cantidad de datos considerable,
como la Patagonia, las llanuras pampeanas, los valles centrales de Chile, la
sabana de Bogota, la costa norte de Peru y el planalto brasilefio. En el caso del
actual noroeste argentino (NOA), es la region del pais mas intensamente
estudiada a nivel arqueologico (Williams et al., 2007). A continuacién se hara un
breve recorrido por los registros arqueoldgicos y bioantropoldégicos propuestos

para Sudamérica, centrandonos en el actual territorio argentino.

1.2.1 Abordaje desde la evidencia Arqueologica

1.2.1.1 del Fin del Pleistoceno - Holoceno Temprano

Para el poblamiento de Sudamérica, el Istmo de Panama se presenta como
un cuello de botella geografico que se abre a una amplia regién, con una gran
variedad de ambientes. Las evidencias arqueoldgicas mas abundantes de los
primeros pobladores provienen del cordén norandino (Borrero, 1996; Rivero vy
Berberian, 2007; Steele y Politis, 2008; Rothhammer y Dillehay, 2009), e indicaria
que los primeros pobladores que llegaron al continente debieron pasar
necesariamente por las cordilleras colombianas, por los valles de los grandes rios
(Cauca y Magdalena) o surcar la costa pacifica. En todas estas regiones se han
encontrado evidencias de poblamiento temprano, presentando algunos sitios
dataciones pre o para-Clovis como se menciondé en el capitulo anterior, y
evidencias de diferentes modos de vida de sus ocupantes dependiendo de los

recursos disponibles (Fehren-Schmitz et al., 2011).
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Los diferentes escenarios ecoldgicos que presenta el cono sur se asocian a
la diversidad de artefactos liticos que se encontré en esta region (Rothhammer y
Dillehay, 2009). La existencia de “puntas Cola de Pescado” se encuentra
distribuida por toda la regién, pero otros tipos de puntas como las lanceoladas en
Monte Verde, triangulares medianas en Patagonia, o pequefas en la Puna
chileno-argentina, se registran localmente. Esta evidencia, a diferencia de las
puntas Clovis en Norteamérica, no da una idea de unificacion tecnoldgica a nivel

subcontinental (Flegenheimer et al., 2013).

En general, los registros arqueoldgicos de varias regiones pertenecientes al
Holoceno Temprano, estarian indicando que las poblaciones durante ese periodo
presentaban varias estrategias adaptativas generalizadas. Es decir, una alta
movilidad y un uso no especializado de los recursos, con la caza oportunista de
megafauna y el carrofieo (Rivero, 2007). Es de destacar que tanto en la cuenca de
los rios como en la zona cordillerana hay evidencia de poblamiento temprano
como ya ha sido mencionado, por lo que los primeros pobladores podrian haber

colonizado y se habrian adaptado a diferentes ambientes simultaneamente.

Una de las rutas que podrian haber utilizado para poblar el sur del
continente seria la costa pacifica (de Saint Pierre et al., 2012), lo que implicaria
una via rapida de expansidén hacia el sur. Otra posibilidad podria ser la Costa
Atlantica, pero el problema que aqui se plantea es la posible pérdida de sitios
tempranos en las zonas costeras debido al ascenso del nivel del mar con un
cambio de la linea de costa hacia el interior del continente (Miotti y Salemme,
2004). El material liticos y faunistico recuperado es una posible evidencia de que
la Costa Atlantica del Cono Sur podria haber sido ocupada antes de la
transgresion marina del Holoceno Medio, ya que la datacion mas temprana
obtenida para la costa es de 7420 +90 afios AP (Prates et al., 2013). Los sitios
arqueoldgicos en el este de Sudamérica, cercanos al Atlantico estan ubicados
proximos a los cursos de los rios, los cuales siempre fueron una via natural de
circulacion, sugiriendo posiblemente un ingreso a través del litoral fluvial (Miotti,
2006; Motti, 2012).
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Para al actual territorio brasilefio aun no se ha establecido cuando habria
comenzado su poblamiento. Esta region presenta varios inconvenientes como la
preservacion de sitios debido a la erosion, fluctuacién del nivel del mar y rapida
descomposicion del material organico por las condiciones climaticas. Existen sitios
como Pedra Furada o Lagoa Santa que presentan dataciones antiguas
controversiales en restos humanos, pero sus fechados de ocupacién son cercanos
a los 12.000 afios AP. Hasta el momento, los fechados mas tempranos con mayor
consenso corresponden a Pedra Pintada, en Monte Alegre, con 11.200 afios AP
(Prates et al., 2013).

Respecto a los Andes Centrales, a partir de informaciéon arqueoldgica se
postula que la llegada de los primeros pobladores podria haber ocurrido cerca de
los 12.000 a 11.000 ainos AP o mas tardiamente en la zona costera (Rademaker et
al., 2014). La evidencia de sitios arqueoldgicos en los valles altos de los Andes es
escasa encontrandose algunas cuevas por encima de los 4.000 m.s.n.m.
(Aldenderfer, 1999). Entre los 11.000 y 10.000 anos, la regién del litoral del Peru
habria sufrido un aumento del nivel del mar (por lo que habrian quedado sitios
arqueoldgicos bajo el agua), aridizacion de la costa pacifica, enfriamiento del agua
oceanica y modificaciones de la distribucién de plantas y animales (Rothhammer y
Dillehay, 2009). Esas condiciones desfavorables habrian llevado a los pobladores
a migrar a zonas con disponibilidad de agua dulce y nuevos recursos para
explotar, generando como consecuencia, un aumento demografico en otras
regiones. Aunque también algunos grupos habrian comenzado a explotar un rango
mas amplio de especies marinas posibilitando una ocupacion litoral consolidada
(Politis et al., 2010).

En el sur de los Andes meridionales la dispersion humana habria sido un
proceso iniciado en torno de los 11.000 afios AP, ocupando una marcada
diversidad de ambientes en extensos rangos de accién, mediante redes de
intercambio de recursos. A este periodo se lo conoce como Arcaico y se lo
relaciona con el Holoceno Temprano y la extincién de la megafauna. Ademas, se
da la aparicidén de variados conjuntos de puntas de proyectil, anzuelos de concha

en la costa, cuchillos, instrumentos de molienda y diversos tipos de raspadores
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para el trabajo de pieles y cueros, conjuntamente con el desarrollo de la cordeleria
y la cesteria, una mayor frecuencia de practicas mortuorias, arte rupestre, el uso
de cuevas y aleros, y el énfasis en la recoleccion de alimentos vegetales (Muscio,
2001).

Durante el Arcaico se habrian establecido las bases para el desarrollo de
distintos mecanismos de complementariedad ecolégica como la transhumancia
entre los diferentes ambientes surandinos, incluyendo las interacciones entre las
poblaciones de ambas vertientes de la cordillera de los Andes planteando la
existencia de complementariedad social (Berdn, 2007). Los estudios realizados en
el NOA (Fig. 7) especialmente en Inca Cueva 4, las cuevas de Yavi y Pintoscayoc,
sugieren que la region fue ocupada a finales del Pleistoceno, cerca de los 10.600
afios AP (Aschero y Podesta, 1986; Politis et al., 2010; Prates et al., 2013). Se
encontraron puntas de proyectil similares a las encontradas en Peru, lo que podria
plantear un escenario dinamico con circulacion de bienes y de artefactos,
posiblemente relacionados a flujo génicos entre las poblaciones. Por otro lado, se
ha planteado que los sitios del noroeste encontrados en altura podrian haber sido

s6lo ocupados en determinadas estaciones del afio (Muscio, 2001).

Las Sierras Centrales, en el actual centro-oeste del territorio de Argentina
(Fig. 7) presentan la misma temporalidad que el NOA segun por los fechados mas
tempranos del sitio El Alto 3 de 11.040 y 9.790 anos AP (Rivero, 2007) y
Candonga de 10450 £ 50 afios AP (Cornero et al., 2014), lo cual podria estar
indicando un ingreso rapido al interior del continente. Este ultimo hallazgo no
brinda demasiadas evidencias sobre el modo de vida de los pobladores de la
region serrana, pero se propone que no habria sido muy diferente a la del resto de
las poblaciones del Cono Sur, es decir, poblaciones de baja densidad y amplio

rango de accion (Rivero y Berberian, 2006; Borrero, 2008).
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Figura 7. Division del actual territorio argentino en regiones arqueoldgicas. Mapa
tomado y modificado de Prates et al. (2013)

Hacia el oeste, los focos de poblamiento y de paso desde la ladera
occidental de Los Andes hacia el actual territorio argentino habrian sido los
sectores aledafios a los sitios Gruta del Indio (Gil et al., 2005) y Agua de la Cueva
(Gil et al., 2011) fechada en 10.950 Anos AP (Garcia, 1999).

Dentro de las llanuras pampeanas de Argentina, los sitios mas antiguos son
Arroyo Seco 2 con fechados entre 12.175 y 11.200 afios AP, Cerro la China
(11.150 — 10.525 anos AP) y ElI Sombrero (10.725 — 10.270 anos AP) (Fig. 3),
(Flegenheimer y Zarate, 1997; Prates et al., 2013). Es importante destacar que en
esta area las dataciones son mas tempranas que en el NOA y similares a las de

Patagonia, como se menciona mas adelante, y ademas presenta el mayor
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porcentaje de sitios tempranos del Cono Sur (32,1%) seguido por la Patagonia
(31,6%), (Prates et al., 2013). En la region pampeana se encontraron puntas “cola
de pescado” propias del cono sur americano. Como se ha dicho, éstas también
fueron halladas en la Patagonia, valles centrales de Chile y costa de Peru,
mostrando una amplia distribucion y sosteniendo la idea de un sistema de
intercambio y/o circulacion (Politis et al., 2004; Flegenheimer et al., 2013). Hay
indicios de intercambio también en el sitio EI Sombrero, donde se hallé un tipo de
roca exotica para la region de Tandilia, proveniente del centro-sur de Uruguay o de
Entre Rios, que también estaria dando cuenta de cierto contacto o sistema de
redes sociales de interaccion entre los amerindios de hace 10.000 afos atras
(Politis et al., 2010).

En la region de la Patagonia, a ambos lados de la cordillera, las primeras
ocupaciones humanas se habrian establecido entre los 13.000 a 12.000 afios AP
(Borrero, 1999; Dillehay, 2000; Miotti y Salemme, 2004). El fechado radicorbdnico
mas antiguo obtenido en el actual territorio argentino es de 12.890 afios AP
(Prates et al., 2013). Este periodo ha sido caracterizado por importantes cambios
climaticos y geoldgicos que afectaron la composicion y distribucion de la flora y
fauna de la region, generando un escenario de inestabilidad ambiental. Comenzo6
a registrarse una tendencia en el aumento de la temperatura y retiro de glaciares,

a partir de los 14.000 anos AP aproximadamente (Borrero, 1999; Bernal, 2008).

El poblamiento de la Patagonia se describe como un proceso de
expansiones y contracciones de las poblaciones humanas, vinculadas con las
fluctuaciones climaticas, y por tanto con la disponibilidad y distribucién de recursos
(Miotti y Salemme, 2004). Los sitios cercanos a rios, lagos y cuencas bajas
habrian funcionado como puntos de atraccion para la instalacion de poblaciones,
mientras que las mesetas, la cordillera y los bosques habrian sido utilizados de
forma estacional (Goni et al., 2002; Bernal, 2008).

Por otro lado, la formacion del Estrecho de Magallanes, ocurrido durante
fines del Pleistoceno- principios del Holoceno, habria restringido la dispersion y

circulacion, limitando el flujo entre las poblaciones y favoreciendo la evolucion
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relativamente independiente, tanto en aspectos biolégicos como culturales, de los

grupos ubicados al norte y al sur del Estrecho (Borrero, 2008).

Es de destacar que no se han encontrado hasta el momento sitios de
ocupacion temprana en la regién de Chaco y Nordeste de Argentina (Fig.7) Esto
puede deberse posiblemente a caracteristicas del ambiente y la humedad de la
region que pueden haber disminuido la visibilidad de los sitios. Por ejemplo,
ambas regiones carecen de abrigos rocosos, los cuales son buenos
conservadores de evidencia (Prates et al., 2013). Como también puede deberse a

la falta de estudios arqueoldgicos en la region.

1.2.1.2 del Holoceno Medio

No hay acuerdo entre los autores acerca de la extension de este periodo, a
los fines de la presente tesis se seguira el criterio de Mandrini (2008) que
establece su duracién entre los 7.000 y 3.000 afios AP aproximadamente. Los
importantes cambios climaticos que se produjeron durante el Holoceno Medio
ocasionaron modificaciones en la composicion de la vegetacion y de la fauna del
continente. El clima frio y arido que prevalecia durante el periodo anterior se fue
tornando mas calido y humedo, pero con ocasionales reversiones a condiciones
pasadas. El maximo en las precipitaciones y las temperaturas se alcanzan con el
Optimo Climatico alrededor de los 6.500 a 5.500 afios AP.

Luego de los 4.000 afios AP las condiciones se volvieron semejantes a las
actuales. Sin embargo, hay evidencia de aparicién de periodos de aridez a nivel

global y otros con mayor consecuencia a niveles mas locales (Rodriguez, 2010).

Estas alteraciones climaticas y ambientales, podrian haber generado
cambios en la distribucion espacial y el desarrollo de las poblaciones humanas, y
modificaciones culturales, por ejemplo en las tecnologias empleadas, como
consecuencia de una adaptacion a nuevos recursos y habitats (Miotti, 2006;
Garcia, 2010). Para el norte del actual territorio argentino el aumento de los sitios

encontrados hacia los 5.000 — 4.000 afios AP reflejaria el crecimiento poblacional

39



con ocupaciones mas intensas. Esto seria causa y consecuencia del comienzo de
la domesticacion de plantas y animales (Tarragd, 2002; Yacobaccio, 2007; Larson
et al., 2014), provenientes desde sociedades complejas de los Andes Centrales
(Altiplano y Peru) con un posible origen cercano a los 10.000 afios AP (Stanish,
2001).

Martinez y Gutiérrez (2004) por su parte propusieron un traspaso hacia una
“Economia Regional Especializada” para la region pampeana, haciendo hincapié
en la explotacion de ciertas especies de mamiferos, como el guanaco, y una
continuidad tecnologica desde el Holoceno Temprano, debido a las extinciones de
algunas especies de megafauna. También para algunas regiones de Patagonia el
Holoceno Medio es considerado como de “Consolidacion Territorial”, aunque para
regiones como el Canal de Beagle o la Isla Grande de Tierra del Fuego puede ser
un periodo de ocupacién inicial (Miotti y Salemme, 2004). Estas diferencias
regionales podrian ser causadas por fendmenos ambientales ocurridosen cada

area.

En este periodo aparecen los primeros registros arqueoldgicos en la Costa
Atlantica. El sitio mas temprano registrado es Arroyo Verde 1, costa de Rio Negro,
con un fechado de 7.400 afios cal AP (Favier Dubois, 2013), pero en general las
ocupaciones comienzan a partir de los 6.000-5.000 afos cal AP. Se ha detectado
en el curso inferior del Rio Colorado ocupaciones humanas débiles desde los
5.600 anos cal AP, volviendose mas intensas a partir de los 3.200 afios cal AP.
Los analisis isotopicos realizados han demostrado una dieta combinada con
recursos terrestres y peces, lo que implicaria posiblemente circuitos de movilidad
que incluian sectores de diferentes nichos ecoldgicos (Martinez, 2008-2009;
Martinez et al., 2009 y 2013). Las investigaciones arqueolégicas han demostrado
que dichas poblaciones tendrian una adaptacion maritima muy marcada hasta por
lo menos los 1.500 afios cal AP, momento en el cual tenderian a incorporar
recursos terrestres (Favier Dubois et al. 2009). La costa de Chubut posee una
temporalidad de ocupacion cercana a los 6.000 afios AP, representada por el sitio
Cabo Tres Puntas 1, Golfo de San Jorge, el cual evidencia el consumo de

recursos marinos (Gomez Otero et al., 1998).
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El sector Norpatagdnico andino registra sitios tempranos en donde las
ocupaciones demuestran flujo entre poblaciones de ambos lados de la cordillera y
con sectores de la estepa desde momentos muy tempranos, presentandose a
partir del Holoceno Medio sefales discontinuas y al parecer estacionales. Para la
Provincia de Neuquén Barberena et al. (2015) propuso que la discontinuidad
ocupacional de los sectores norpatagonicos andinos se explicaria por la ausencia

de adaptaciones al bosque, habiéndose utilizado durante los periodos mas secos.

1.2.1.3 del Holoceno Tardio

Luego de un largo proceso de colonizacion y adaptacion, hacia el Holoceno
Tardio (3.000 a 250 anos AP aprox.) (Martinez et al., 2013) se evidencio mayor
variabilidad en los patrones de asentamiento dependiendo de la zona climatica
que ocupaban las poblaciones, y junto con ello comenzaron a emerger diferentes
estilos de vida y dietas (Borrero, 1999; Aschero, 2000; Perez, 2011). Luego de un
periodo humedo, se incrementé la aridez en algunas regiones entre 1.150 — 600
afnos AP, durante la llamada Anomalia Climatica Medieval (ACM), con variaciones

en la temperatura y en el grado de humedad (Morales et al., 2009).

Los grupos incorporaron de manera diferencial gran cantidad de nuevas
tecnologias, como la ceramica, el arco y flecha y la agricultura, (Perez, 2011).
Ademas, presentaban una subsistencia diversificada con explotacion de un amplio
espectro de recursos terrestres, fluviales y marinos, dependiendo de la region, con
intensificacion sobre alguno de ellos (Stoessel y Martinez, 2014). Segun lo
propuesto por Morales et al, (2009). Los estilos de vida que llevaban los
diferentes grupos humanos, estan determinados porel ambiente y la disponibilidad
de recursos. Si bien estos factores no afectaban directamente la organizacion
social de los grupos humanos, maracaban los limites dentro de los cuales se

desarrollaron y aplicaron diferentes estrategias sociales.
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Noroeste Argentino

La agricultura y domesticacion de animales se dio principalmente en la
region norandina del actual territorio argentino donde se empezaron a conformar
aldeas mas tempranamente que en el sur donde todavia predominaba un modo de
vida cazador-recolector que se extendio casi hasta tiempos prehispanicos (Perez,
2011).

Durante el Formativo el trafico de caravanas asumio un importante rol, el
cual fue aumentando hacia el periodo de Desarrollos Regionales, facilitando la
obtencion e intercambio de recursos (Tarragd 1984, Nielsen 2000; Albeck, 2003;
Torres-Rouff et al. 2012). La ubicacién de las comunidades agrarias del NOA en
puntos estratégicos del gradiente andino, o en el cruce de antiguos caminos, les
habria permitido aprovechar los productos de los distintos pisos (ganaderia en
altura y cultivos en los valles fluviales), asi como la participacién en el intercambio
de bienes con aldeas préximas o grupos humanos que se encontraban a largas

distancias (Tarrago, 2002).

Los antecedentes arqueoldgicos del NOA indican que esta region recibio
influencias en diferentes momentos y de magnitud variable desde el sur de Peru,
el altiplano boliviano (con influencias Tiwanacu) y la floresta tropical (Gonzalez y
Pérez 1972; Berenguer y Dauelsberg 1989; Rivera 1991). Se ha sefalado que la
Quebrada de Humahuaca habria sido utilizada como un corredor para el
transporte de bienes conectando la regidon andina de altura, con las regiones mas
selvaticas hacia el sudeste, como valles, yungas y planicies chaquenas (Cocilovo
et al., 2001).

La actividad agropastoril tuvo su apogeo en el periodo de Desarrollos
Regionales con una economia basada en Lama guanicoe (guanaco), siendo la
zona de Casabindo-Doncellas la de mayor desarrollo (Albeck. 2003). Este periodo
se caracterizd por la conformaciéon de sociedades pre-estatales jerarquizadas,
gracias al crecimiento demografico, a esa intensificacion de la actividad

agropastoril y a la especializacion artesanal (Tarrago, 2002).
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Segun Krapovickas (1983) el analisis de fuentes etno-histéricas indica que
durante el periodo Hispano- Indigena, la Puna jujefia estuvo habitada por grupos
étnicos como los Chichas, los Casabindos, los Cochinocas y los Apatamas
(Albeck, 2007).

Regién Pampeana

En la Region Pampeana hacia fines del Holoceno Medio y sobre todo en el
Tardio, las vias de interaccion se daban en un sentido amplio en el eje este —
oeste, a diferencia del poblamiento inicial donde predominaba el vector norte — sur
(Berén, 2007). Durante este periodo, especialmente hacia el final (1000 a 250
afios AP), se presentaba una intensa dinamica poblacional acompafiada de un
complejo panorama de contactos interétnicos entre grupos locales, extra-
regionales y trasandinos (Berén 2004; Martinez, 2008-2009).

Barrientos y Perez (2004) basandose en patrones morfométricos
craneofaciales e informaciéon arqueoldgica, plantearon un posible reemplazo
poblacional de las poblaciones del sudeste de la Region Pampeana, por
poblaciones que provenian de Norpatagonia (sector inferior de la cuenca de los
Rios Colorado y Negro, y costa sur pampeana) o desde el Rio Chubut. En este
sentido los autores hacen referencia a que las dinamicas poblacionales
observadas para la region serian producto de expansién y retraccion de las
mismas, tanto en sentido geografico como demografico, y podrian incluir
extinciones locales y relocalizaciones. Sin embargo, segun lo propuesto por
Martinez (2008-2009), no necesariamente las poblaciones del sudeste pampeano
tienen que haberse extinguido sino que podrian haber interactuado con las

norpatagonicas.

Patagonia

La complejizacion de los asentamientos para este periodo se evidencio en

la presencia de entierros primarios y secundarios aislados (en algunos casos
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multiples), en sitios especificos para la inhumacion o asociados a sitios
residenciales, ademas de la presencia de “Chenques” en algunas zonas de la
region patagonica (Goii y Barrientos, 2004; Gomez Otero, 2006; Bernal, 2008;
Martinez, 2008-2009).

El gran numero de registros arqueoldgicos del Holoceno Tardio permite
inferir que los movimientos poblacionales de ese periodo, dados posiblemente por
anomalias hidrologicas luego de la ACM, fueron en varias direcciones (norte, sur,
etc.) sugiriendo un escenario mas complejo que el planteado en sentido
unidireccional de norte a sur o desde el sur hacia algunas regiones del centro del
actual territorio argentino (Martinez, 1999; Béguelin et al., 2006; Motti, 2012). Los
grupos asentados en Norpatagdnia habrian estado en contacto con grupos del
centro y sur de Chile, sur de Neuquén, Cuyo y segun lo propuesto, con la Region
Pampeana, por lo que puede ser considerada una zona de transicién entre las
sociedades agricultoras del norte y los cazadores-recolectores del sur de la actual
Argentina (Neme y Gil, 2005; Bernal, 2008).

La evidencia de intercambio a ambos lados de la cordillera es anterior al
periodo de contacto, al menos 1.000 o 1.500 afos AP, con ceramica de tipo
Valdivia y Pitrén en sitios de la Pampa (Berdn, 1999). Productos vya
manufacturados y diferentes tipos de obsidiana encontradas en sitios con mas de
900 km de distancia del lugar de origen también dan evidencia de la alta movilidad
de los grupos de este periodo (Bernal, 2008). Pero para el periodo de contacto, la
relacion con el actual territorio chileno podria deberse a la entrada de grupos
araucanos a la region, conocido como “proceso de araucanizacion” (Casamiquela,
1990).

1.2.2 Abordaje del poblamiento de Sudamérica desde la evidencia

molecular

Desde una perspectiva bioantropoldgica, para Sudamérica aun no hay un

consenso acerca del modo de poblamiento. Pueden haber sucedido dos posibles
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escenarios: El grupo que se expandioé desde el norte solo pudo haber progresado
en el lado costero de los Andes posiblemente mediante el uso de canoas y luego
haber cruzado la Cordillera en diferentes latitudes (Bodner et al., 2012). La otra
alternativa propone que se pudo haber dado una separacién de la poblacion en el
norte de Sudamérica, resultando en dos grupos poblacionales separados, uno
costero y el otro continental (Rothhammer y Dillehay, 2009). Estas hipétesis seran

ampliadas a continuacion.

Diaz-Matallan y Martinez-Cruzado (2010) propusieron que las migraciones
no soélo fueron desde Centroamérica hacia el sur, sino que durante el Holoceno
Medio y Tardio, las migraciones podrian haber ocurrido también en sentido
opuesto, segun evidencias de estudios de linajes maternos en poblaciones

modernas.

Varios estudios genéticos, utilizando marcadores autosomicos, del
cromosoma Y y del ADN mitocondrial, asi como investigaciones en craneometria y
estudios linguisticos, apoyan la hipotesis de una division temprana en una
poblacién andina y en una poblacién probablemente menos diversa que habria
ingresado al continente, con intercambio limitado entre ellas (Cavalli-Sforza et al.,
1994; Rothhammer et al., 2001; Bodner et al., 2012).

Otros modelos proponen multiples migraciones separadas desde el norte
hacia Sudamérica con diferentes patrones de dispersion (Lewis et al., 2007). Las
poblaciones andinas actuales exhiben una gran diversidad, mostrando sefiales de
expansion, un gran tamano poblacional efectivo, y una baja diferenciacion (Motti et
al., 2014). Por el contrario, las poblaciones del este poseen una baja diversidad,
una gran diferenciacion y signos de cuellos de botella y/o un tamafio poblacional
efectivo reducido durante la expansién, sugiriendo asi que la accion de la deriva
génica y el flujo génico fue diferencial en ambas regiones (Wang et al., 2007;
Lewis, 2010).

Rothhammer y Dillehay (2009) propusieron un esquema sobre la posible
dispersiéon humana en América del Sur, a partir de la recopilacion de evidencia

bioantropoldgica y arqueoldgica. Los cazadores-recolectores habrian llegado a
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estas tierras atravesando el Istmo de Panama, hacia la tierra alta de los Andes
abriéndose paso, como se menciond anteriormente, a través de los valles de los
Rios Cauca y Magdalena. Una vez adaptados a este clima, podrian haber existido
barreras que impedian continuar su migracion mas al sur, por lo que un grupo
pudo haber migrado hacia el este siguiendo la costa caribefia de Venezuela, las
Guyanas y noreste de Brasil. Otro grupo podria haber llegado al interior de
Venezuela y luego desplazarse hacia el sureste y/o sudoeste por varios sistemas
de rios hasta la cuenca amazonica. Por otro lado, también podrian haber migrado
por la costa pacifica hacia Chile. Desde los Andes podrian haber migrado hacia el
este de Brasil y siguiendo otro camino hacia la Pampa y la Patagonia. Por lo tanto,
las poblaciones a los dos lados de la Cordillera, en Chile y Argentina, pudieron
haber tenido una relacidn mas cercana entre ellas que con aquellas de la misma
latitud. Ademas proponen que la cuenca amazonica podria haber funcionado
como una barrera natural para el flujo génico en sentido norte- sur, con lo que las
poblaciones al norte de la misma tendrian su origen en la via de poblamiento por
las costas de Venezuela y las que se encuentran al sur, provendrian de

migraciones por dentro del continente, o desde el sur por Argentina.

Sin embargo, a partir de analisis genéticos de comunidades originarias
actuales se ha postulado un escenario diferente al anteriormente mencionado. Los
resultados presentados por de Saint Pierre et al. (2012) indican que las
poblaciones nativas al sur del paralelo 40° tanto en Chile como en Argentina
comparten un origen comun y pertenecen al mismo sustrato poblacional. Ademas
no han encontrado evidencia genética que demuestre que la ruta por la ladera
este de la Cordillera de Los Andes, propuesta por Rothhammer y Dillehay haya
llegado a Patagonia. Por lo tanto, proponen que la Patagonia ha sido poblada por
migrantes que seguian la ruta pacifica. Una vez que llegaron a las cercanias de
Monte Verde en Chile, no pudieron avanzar hacia el sur, posiblemente por la
presencia de glaciares que cubrian la mayor parte de la costa pacifica; entonces
pudieron haber cruzado Los Andes y continuar hacia el sur por la ladera oriental.
El flujo migratorio, por ende, pudo haber sido en esta region de oeste a este mas
que en sentido norte a sur. Por ultimo propusieron que las poblaciones habrian

quedado aisladas con un débil intercambio genético con poblaciones localizadas
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mas al norte, por lo menos hasta la llegada de los europeos, también propuesto

desde la evidencia arqueoldgica.

A través del analisis de secuencias de la HVR | Fehren-Schmitz et al.
(2011) plantearon un escenario en el cual la poblacion fundadora después de
haber pasado el Istmo de Panama, se habria dividido en por lo menos dos
subpoblaciones. Una de ellas migré directamente hacia el sur, a lo largo de la
costa pacifica hasta el extremo sur de Sudamérica, continuando con la idea de
Rothhammer y Dillehay, mientras que el segundo grupo se extendié primero hacia
la llanura amazonica, via la costa norte de Sudameérica (Wang et al., 2007) o a lo
largo de las estribaciones orientales de los Andes y, luego, poblé las serranias
andinas desde el este. No obstante, este escenario no puede ser probado
estadisticamente en la actualidad, por lo que son necesarios mayor cantidad de

datos de diferentes marcadores moleculares.
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Capitulo 2: Estudio de las poblaciones Prehispanicas de
Argentina desde la Arqueogenética: Marcadores
moleculares y ADNa
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2.1 Marcadores moleculares utilizados en genética de poblaciones

En el estudio de poblaciones humanas tanto actuales como antiguas los
datos biolégicos mas importantes son aquellos que aportan informacién sobre
ancestros comunes, sobre la expansion, contraccion y remplazo de poblaciones y
sobre los procesos microevolutivos que pueden actuar en una poblacién como el

flujo genético o la deriva génica.

Dentro de la Bioantropologia ademas de la morfometria craneal y dental,
otro tipo de marcadores utilizados fueron los serolégicos como los grupos
sanguineos (sistema ABO, Diego y RH) (Cavalli-Sforza et al., 1994), las
inmunoglobulinas (sistema Gm y KM) (Goicoechea et al., 2001; Carnese et al.,
2003) y los antigenos leucocitarios. Estos marcadores revelaron la existencia de
una jerarquia en la distribucién de los alelos que los definen. Algunos de ellos
poseen una amplia distribucién dentro de un continente (Smith et al., 2000),
mientras que otros solo estan presentes en grupos reducidos o etnias. Para lo que
respecta al continente americano hay marcadores compartidos entre
‘mongoloides” de Asia y amerindios como el DI*A del sistema sanguineo Diego
(Castro de Guerra, 1997). Otro marcador como la hemoglobina S (variante
producida por un cambio conformacional en un aminoacido de la cadena de la
hemoglobina A debido a una mutacion en su secuencia) permitié inferir el aporte
de poblaciones africanas y de ciertas regiones de Europa al pool génico de los
amerindios actuales (Rodriguez Romero et al, 1998). Algunos de estos
marcadores se pudieron implementar en el estudio de restos esqueletales
humanos, pero la falta de reproducibilidad de los mismos y las posibles
contaminaciones con antigenos de plantas y bacterias (Salaberry et al., 1999)

generaron gran controversia sobre su uso y factibilidad.

Recién con el advenimiento de nuevas técnicas moleculares pudieron
detectarse variantes especificas directamente a nivel del ADN, denominados
marcadores moleculares. Estos a diferencia de los anteriores permiten estimar
variaciones no observables a nivel fenotipico. “El empleo de marcadores

moleculares para estudiar el origen y evolucion de la diversidad biologica de
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nuestra especie distingue a la Antropologia Molecular como una sub-disciplina
dentro de la Antropologia Biolégica” (Bravi, 2007).

La mayoria de estos marcadores moleculares se encuentran ubicados en la
region no codificante del ADN tanto nuclear como mitocondrial. Es por ello que al
no generar cambios en la expresién de proteinas y otros productos bioldgicos,
presentan un gran numero de variantes. También existen modificaciones dentro de
la region control, algunas de las cuales pueden ser silenciosas y no generan
cambios en la secuencia de aminoacidos, también utilizadas para la

caracterizacion de variantes poblacionales (Lodish et al., 2005).

“Se entiende por marcador molecular a toda molécula, o fraccion de
molécula, que es polimoérfica dentro de una poblacion, especie, o taxdén de
categoria superior. En Genética de Poblaciones se acepta que un marcador
molecular es polimoérfico cuando presenta al menos dos formas distinguibles,
llamadas alelos, y cuando el menos comun de ellos tiene una frecuencia igual o
mayor al 1 % en una poblacion dada” (Bravi, 2007). Si alguna variante aparece en
un porcentaje menor se lo considera una mutacion rara y se pone a prueba para
comprobar si es especifica de una poblacion, de una familia o propia de un

individuo.

Los marcadores genéticos son variables, polimérficos y en su analisis se
basa la posibilidad de diferenciar individuos y establecer vinculos bioldgicos de
parentesco. Los diferentes tipos se clasifican segun la capacidad de detectar la
variabilidad, la cual puede resultar de la diferencia en la longitud de los fragmentos
de ADN o, por cambios en su secuencia nucleotidica (Simpson, 1997). En funcién
de estas caracteristicas se pueden clasificar los diferentes tipos de deteccién de

polimorfismos.
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2.1.1 Tipos de marcadores mas comunmente utilizados en genética de

poblaciones

- Minisatélites o Numero variable de repeticiones en tandem (VNTRs, por
sus siglas en ingles): son secuencias no codificantes e hipervariables del ADN de
entre 6 y 25 pares de bases (pb) repetidas en numero variable. Se generan asi
gran cantidad de alelos diferentes, con un alto porcentaje de heterocigosis.
Generalmente estan ubicadas en regiones centroméricas y teloméricas de los
cromosomas. Los sitios de restriccion de las enzimas se encuentran flanqueando
los VNTRSs, lo que fue notado ya por Wyman y White en 1980 (Lodish et al.,
2005).

- Microsatélites o Repeticiones simples en tandem (STRs por sus siglas en
ingles): consisten en secuencias pequenas altamente variables en tamafio entre y
dentro de individuos, con hasta 6 nucledtidos repetidos que se encuentran en los
genomas de todos los eucariotas. Son mucho mas polimoérficos que los
minisatélites. La variaciéon se manifiesta normalmente como diferencias en longitud
entre los distintos alelos del mismo locus. Estos marcadores presentan la ventaja
de estar distribuidos al azar en la regién codificante, intréones y regién intergénica.
(Ellegren, 2004).

- INDELs: polimorfismos de inserciones o deleciones de ciertas cantidades
de pares de bases. Representan entre el 18 y el 25% de sitios variables dentro del

genoma humano (Mills et al., 2006; Mullaney et al., 2010)

- SNPs, Polimorfismos de Nucledtido Simple: se basan en la identificacion
de la sustitucion de un nucledtido por otro en el ADN. La deteccion de estos
cambios dados por mutaciones puede llevarse a cabo por diferentes técnicas
como RFLPs (Polimorfismos en el Largo de los Fragmentos de Restriccion),

APLPs (Polimorfismo en el largo de los Fragmentos de Amplificacién), la
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secuenciacion del genoma nuclear o mitocondrial o secuenciacion de parte de

éstos, o puede realizarse a través de Arrays® o chips de base solida.

2.1.2 Marcadores biparentales y uniparentales

Se denominan marcadores biparentales a aquellos que se heredan de ambos
padres siguiendo un patron mendeliano. Entre ellos los mas utilizados en estudios
genéticos poblacionales son: los grupos sanguineos, STRs autosdmicos, sistema
HLA (genes de antigenos leucocitarios humanos del complejo mayor de
histocompatibilidad) y SNPs autosomicos. La amelogenina, marcador utilizado
para la determinacion del sexo, podria incluirse en este grupo debido a que cada
individuo recibe un cromosoma sexual de cada uno de sus progenitores y eso

definira el patrén diferencial mencionado.

El gen de la amelogenina codifica para una proteina que regula la
produccion del esmalte dental. Es dimérfico, en el cromosoma Y presenta 6 pares
de bases mas, por lo cual permite la determinacién del sexo. Se encuentra

localizado en la Xp22.3- p22.1 del cromosoma Xy en la Yp11.2 del cromosoma Y.

Por el contrario, los marcadores uniparentales son aquellos que se heredan
exclusivamente de alguno de sus progenitores, ya que no estan sujetos al proceso

de recombinacion. Los mas conocidos son:

- La region no recombinante del cromosoma Y que es transmitida
unicamente por el padre a toda su descendencia masculina (SRY). Se encuentra
ubicada en la porcion mas distal del brazo corto del cromosoma Y (Yp). Este
marcador es importante para la reconstruccion de la filogenia de los linajes
masculinos de una poblacion ya que presenta caracteristicas especiales tales
como poseer una rapida tasa de mutacidén,no recombinar con su porcion homologa

en el cromosoma X y transmitirse en bloque como un grupo de ligamiento del

3el microarray es un arrreglo o chip de cientos a millones de secuencias de ADN inmovilizadas y ordenadas
en forma de matriz adheridas a una superficie sélida. Cada secuencia puede ser un gen diferente. (Moreno y
Solé, 2004).
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padre a todos sus descendientes varones. Estos linajes estan caracterizados por
la combinacion de STRs y SNPs de esa region (Bianchi et al., 1997) En los
estudios sobre poblaciones sudamericanas se observd que mas del 90% de los

varones amerindios poseian el linaje denominado Q1a3a (Geppert et al., 2011).

- EI ADN mitocondrial que se transmite por linea materna solamente. Este ultimo
por ser el marcador por excelencia mas utilizado en estudios con ADNa se

describira mas detalladamente en el apartado siguiente.

2.1.3 Aplicacion de los marcadores moleculares en estudios de genética

de poblaciones

Son varias las fuentes de ADN donde pueden detectarse los marcadores
descriptos dependiendo el tipo de organismo a analizar, como por ejemplo, el ADN
nuclear, el ADN contenido en los cloroplastos de las plantas, en las mitocondrias
(ADNmt) y en los ribosomas. Del ADN nuclear se desprenden los marcadores
biparentales como los STRs utilizados en los analisis forenses (Corach et al.,
2010), y los marcadores uniparentales masculinos del SRY. Este ultimo junto al
ADN mitocondrial son especialmente importantes para el estudio de la historia
filogeografica y de la estructura genética de una poblacion. También permiten

inferir cambios demograficos y de dispersion entre especies (Alcantara, 2007).

A partir de los resultados obtenidos en diferentes disciplinas como la
biologia del desarrollo, la biologia molecular y la ecologia de poblaciones, se ha
demostrado que los marcadores moleculares utilizados en el ADNmt y la SRY,
constituyen una excelente fuente de informacion para el estudio de la historia
evolutiva (Perez et al., 2007). EIl ADNmt de gran importancia en esta tesis doctoral

sera descripto detalladamente en el apartado a continuacion.

Tanto el ADNmt como la SRY poseen una serie de marcadores moleculares
diferentes que permiten definir linajes genéticos especificos maternos y paternos
respectivamente. Analizando las variaciones en las secuencias de estas dos

porciones del genoma humano se pueden identificar las diversos linajes presentes
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en cada una de las poblaciones y estimar la manera en la cual se distribuyeron en
los continentes. Por otra parte, midiendo la variacion acumulada en cada linaje se
puede calcular el tiempo aproximado de divergencia de su ancestro mas cercano,
y asi saber cual fue su origen geografico y la relacion que presenta con otros

linajes.

2.2 EI ADN Mitocondrial. Marcador uniparental preferencial en

genética de poblaciones antiguas

Desde el primer analisis detallado realizado por Brown (1980) el ADNmt ha
sido el marcador mas utilizado para el estudio de las migraciones y el proceso
poblamiento del género Homo, dado que presenta caracteristicas unicas y

particularmente adecuadas para el abordaje de este objetivo.

El andlisis de la historia de los linajes, grupos relacionados de secuencias
que estan definidas por compartir mutaciones y que muestran posiblemente
especificidad regional (esta informacion se amplia en el siguiente capitulo), puede
emplearse para tratar de reconstruir la historia de las poblaciones humanas, tanto
a una escala acotada en tiempo y espacio, como de la misma evolucién de

nuestra especie.

El notable aumento en los estudios de ADNmt es consecuencia tanto de los
avances técnicos como del interés que despiertan las caracteristicas de esta
molécula que la hacen particularmente interesante para estudios evolutivos,
forenses y de genética de poblaciones, tanto en poblaciones antiguas como
actuales. Dependiendo de la antiguedad de la muestra estudiada, generalmente
solo esta molécula esta presente, por lo tanto en muchos casos es la Unica

evidencia que se puede utilizar.

En este capitulo se presentan las caracteristicas de la mitocondria, la
estructura gendmica y las caracteristicas del ADNmt, las técnicas para el analisis

del ADNmt y las areas del conocimiento en las que se emplea esta evidencia.
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2.2.1 Teorias sobre el origen de las mitocondrias

Desde 1918, a partir de las investigaciones de Portier sobre el origen de las
mitocondrias (Nass et al., 1965), numerosos autores han adherido a la hipotesis
de la simbiosis intracelular hereditaria como mecanismo principal por el cual se
habrian originado diferentes organismos complejos a partir de formas de vida libre.
Correspondié a Margulis (1970) proponer una versibn moderna conocida como
Teoria Endosimbionte, segun la cual habria existido una célula eucariota
primigenia con una forma de vida predadora, alimentandose de otras células. Se
cree que las mitocondrias se originaron a partir de eubacterias libres
metabolizadoras de oxigeno. Al eludir la digestion, estos organoides establecieron
una relacién simbidtica con la célula que los capturd, recibiendo refugio y
alimentacion en compensacion por la generacion de energia que producirian para
sus huéspedes (Alberts et al., 2004).

Apoyando a esta teoria, Andersson et al. (1998) observaron que las
mitocondrias tienen un tamafio parecido al de las bacterias mas pequefias (género
Rickettsia) y, como ellas, contienen su propio genoma en forma de una molécula
circular de ADN, sus propios ribosomas, y sus propios ARNs de transferencia.
Ademas, determinaron que existen mas de 150 proteinas mitocondriales
codificadas en el nucleo celular, que comparten homologia con la secuencia de las
proteinas de Rickettsia prowazekii. Estas estan involucradas en la produccién y
transporte de ATP (Adenosin Trifosfato, molécula primordial de transporte de
energia en la célula), para los complejos de la cadena respiratoria, complejo de la
ATP sintetasa y de la ATP/ADP translocasa. Estos hallazgos también fueron
respaldados por el descubrimiento de la sensibilidad de la sintesis proteica
mitocondrial y de Rickettsia a ciertos antibidéticos como cloranfenicol, eritromicina o
tetraciclina, y el uso de formil-metionina como aminoacido inicial en la traduccion
(Lane, 2014).

Las mitocondrias pueden ser observadas al microscopio Optico y varian su
forma y tamafio dependiendo del tipo de célula y el estado metabdlico en el que se

encuentran. Generalmente, son elipsoides con un diametro de 0,5 um
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aproximadamente y 10 ym de largo. Su cantidad depende de la funcién de la

célula huésped (Alvarez Iglesias, 2008).

2.2.2 Estructura gendmica del ADNmt

Las mitocondrias presentan un genoma circular de doble cadena que en
nuestra especie posee 16.569 pares de bases (pb) y codifica sélo algunas
proteinas mitocondriales, siendo el resto codificadas por el ADN nuclear. Dado
que existe una distribucion diferencial de guanina y citosina entre ambas cadenas,
se denomina cadena H (del inglés Heavy) a la que posee mayor cantidad de
guanina y L (ligera o light) a la que posee mayor porcentaje de citosina. La mayor
parte de las secuencias codificantes se encuentra en la cadena H (Alberts et al.,
2004).

En el ADNmt los genes no estan interrumpidos por intrones, algunas de las
secuencias codificantes de polipéptidos superponen sus marcos de lectura
(Alberts et al., 2004) y, en muchos casos, parte de los codones de terminacion no
estan presentes en este genoma, siendo generados post-transcripcionalmente por
poli-adenilacién de los ARN mensajeros. Esta molécula contiene la informacién
para 37 genes: 2rRNA (ARN ribosomales 12S y 16S), 22tRNA (ARN de
transferencia) y 13 genes estructurales, relacionados con los complejos
enzimaticos del sistema de fosforilacion oxidativa: 3 subunidades de la citocromo
C-oxidasa (COI, Il y Ill), 1 subunidad de la citocromo C o&xido-reductasa, 7
subunidades del complejo NADH deshidrogenasa y 2 subunidades del complejo
ATP sintetasa.

2.2.2.1Regién no codificante del ADNmt

De las diferentes regiones del ADNmt, la region Control ha sido la mas
utilizada en las investigaciones de genética de poblaciones, sobre todo para el

poblamiento Americano, tema principal de esta tesis. Como se menciond
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anteriormente, practicamente no existen posiciones no codificantes, con la
excepcion de origen de replicacion de la cadena liviana y las regiones Control y V.
La mayoria de los genes estan yuxtapuestos o separados por una o0 unas pocas

bases no codificantes.

La regidn V posee una secuencia basica de 9 pares de bases (5-
CCCCCTCTA-3) que puede presentarse como copia unica o bien repetida en

tandem a la altura de las 8.272-8.289 pb de la secuencia mitocondrial.

La region control o también conocida como D-Loop, ocupa 1.122 pb. En ella
se localiza el origen de replicacion de la cadena H, los promotores para la
transcripcion de las dos hebras, lugares de unién de factores de transcripcioén, tres
bloques de secuencias conservados asociados con el inicio de la replicacion y las
secuencias asociadas a la terminacién de cadenas. Esta secuencia se extiende en
forma continua entre las posiciones 16024-16569 y 1-576 (Fig. 8). Dicha
numeraciéon se debe a que la primera secuencia humana completa, conocida
como la Secuencia de Referencia de Cambridge (SRC), comienza dentro de la
region control (Anderson et al. 1981). Luego ésta fue corregida ya que presentaba
4 errores y 7 polimorfismos poco comunes. La nueva version fue obtenida por

Andrews et al. (1999) pero la numeracion se mantuvo.

Vigilant et al. (1989) en un estudio de secuenciacion completa de la Region
Control realizado en 21 muestras humanas de diferentes continentes lograron
mapear la distribucion de los sitios polimoérficos y determinaron que en dos
fragmentos (~400 pb) se concentraban el 92% de las posiciones variables. Los
denominaron Region Hipervariable | y Il (HVR | y HVR 1l). Los limites para estas
regiones no estan establecidos rigidamente sino que varian segun los autores.
Usualmente, la HVR | es informada entre las posiciones 16024 y 16569 mientras
que la HVR Il entre 1 y 576, aunque otros autores proponen a la HVR | entre las
posiciones 16024- 16365 y a la HVR Il entre 73 y 340 (Bravi, 2004).
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Figura 8. Estructura de la molécula de ADNmt con ampliacién de la regién control donde se

delimitan las regiones hipervariables | y II.

2.2.3 Caracteristicas del ADNmt

Esta molécula no sufre recombinacion por lo tanto todas las diferencias
encontradas entre secuencias de ADNmt resultan de mutaciones (Innan y
Nordborg, 2002). Esto puede deberse a la falta de mecanismos de reparacion. Por
otro lado, se ha comprobado que la tasa de mutacién en el genoma mitocondrial
es varias veces mayor que la correspondiente al ADN nuclear (Pakendorf y
Stoneking, 2005). A continuacion se detallan las caracteristicas que convierten al

estudio de esta molécula en una herramienta de gran utilidad.
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- Poliplasmia o elevado numero de copias

Una célula eucariota posee varias mitocondrias, las cuales contienen a su
vez varias copias de ADNmt dependiendo de la especie y del tejido en estudio
(Ballard y Whitlock, 2004). Por otra parte, en una muestra de nueve oocitos
provenientes de cinco mujeres, Chen et al. (1995) estimaron la presencia de entre
80.000 y 290.000 moléculas, con una media de 138.000 por célula. Esta propiedad
facilita la obtencién de material genético para su analisis, sobre todo en muestras

arqueoldgicas o forenses donde puede existir una degradacion importante.

- Herencia estrictamente materna

En la enorme mayoria de los animales sélo las gametas femeninas (oocitos)
contribuyen con sus mitocondrias al embrién en desarrollo, con lo cual todo el
ADNmt es heredado por via materna (Giles et al., 1980; Stoneking y Soodyall,
1996; Wallace et al. 1999), con escasas excepciones, como en los mejillones
Mytilus galloprovincialis; y en algunas especies de Drosophila (Ballard y Whitlock,
2004). Varios estudios documentaron que el ADNmt era transmitido en forma
uniparental en los vertebrados (Hayashi et al., 1978). Correspondié a Wallace y
colaboradores (Giles et al., 1980; Case y Wallace, 1981) demostrar la herencia
estrictamente materna en humanos, aunque Schwartz y Vissing (2002) publicaron
un controvertido caso donde un hombre poseia en el tejido muscular ADNmt
paterno. Sin embargo, otro estudio desarrollado por el mismo equipo de
investigacion sobre pacientes con miopatias mitocondriales no presenté
evidencias de herencia paterna refutando su primer trabajo (Schwartz y Vissing,
2004).

No se conocen todavia exhaustivamente los mecanismos moleculares por
los cuales se da este tipo de herencia. Algunos estudios explicaban la falta de
ADNmt paterno como consecuencia de la no incorporacion de la pieza media del
espermatozoide dentro del oocito (Ankel-Simons y Cummings, 1996) pero se ha
detectado ADNmt paterno en embriones humanos tempranos en estadio cercano

a 8 blastomeros, al tercer dia luego de la fecundacion (St.John et al., 2000). En
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otras investigaciones se encontr6 que las mitocondrias paternas son
aparentemente destruidas por un mecanismo activo implicado en la ubiquitinacién®
residente en el citoplasma del oocito y de gran especificidad (Sutovsky et al.,
2000), o como se demostré para Drosophila, donde las mitocondrias de las células
sexuales del macho carecen de ADN (De Luca y O Farrell, 2012). Otra
explicacion que se ha propuesto consistia en la diferencia, en la mayoria de los
mamiferos, del numero de moléculas de ADNmt de origen materno y paterno en
una proporcion de 20.000-100.000 aproximadamente contra 50 a 70,
respectivamente, generando un efecto de “dilucion” (Ankel-Simons y Cummings
1996).

En los ultimos afos se ha cuestionado la transmision estrictamente materna
de este genoma, por lo que se han reportado varios estudios que proponen
recombinacioén in vivo de ADNmts en humanos (Hagelberg, 2003; Manfredi et al.,
2004; Bandelt et al., 2005). No obstante, la metodologia empleada podria crear
artefactos que pueden llevar a resultados erréneos o de dificil replicacién. Por
tanto, pareceria hasta el momento no haber razones para cuestionar el dogma
tradicional de la herencia estrictamente materna, aunque el debate continua. Este
modo uniparental de herencia es una de las ventajas mas significativas, ya que
permite a los investigadores trazar lineas hacia el pasado de parentesco materno,
determinar la ancestria materna de una poblaciéon en particular, sin los efectos
confusos que presentan los marcadores de herencia biparental (Pakendorf y
Stoneking, 2005).

- Ausencia de recombinacion

Awadalla et al. (1999) plantearon la existencia de recombinacion en

humanos, basandose en la presencia de homoplasmias® y desequilibrio de

4 , , .
Proceso por el cual se marca una proteina con una molécula que se une en forma covalente a los residuos
de lisna de la misma, haciendo que sea degradada por un proteosoma, o puede alterar la funcién de la
proteina, o hacer que una proteina de membrana sea enviada hacia los lisosomas (Lodish et al., 2005)

°Esto hace referencia a que todas las copias de ADNmt que posee un individuo son idénticas.
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ligamiento. Estos estudios fueron rapidamente desestimados, argumentandose
que la informacién que utilizaban era deficiente, los alineamientos de las
secuencias eran erroneos Yy/o utilizaban meétodos estadisticos cuestionables
(Kivisild y Villems, 2000; Pakendorf y Stoneking, 2005). Un estudio posterior sobre
la correlacion entre el desequilibrio de ligamiento y la distancia logré demostrar
que el ADNmt no sufre recombinacion, y la presencia de variantes en un individuo

se deberia a tasas de mutacion heterogeneas del ADNmt (Stoneking, 2000).

- Tasa de sustitucion

No todas las partes del genoma mitocondrial evolucionan a la misma
velocidad. La zona que muta con una tasa mayor es la regidn no codificante, mas
precisamente la region control (D-loop) (Witas et al. 2004). La tasa de mutacién
del ADNmt con un promedio de 0,017 x 10 sustituciones por sitio por afio, resulta
ser de un orden de magnitud (~ 10 veces) mas elevada que el del ADN nuclear
(Ingman et al., 2000; Pakendorf y Stoneking, 2005). Esto, sin tener en cuenta la
region control, ya que la tasa de mutacion de la HVR es aun mas elevada, como

se describira a continuacion.

Se han reportado dos métodos distintos para estimar la tasa de sustitucion
del ADNmt humano. El primero en ser desarrollado fue el llamado método
filogenético, que consiste en la construccién de arboles filogenéticos utilizando
secuencias mitocondriales de un grupo de individuos, a partir del cual se estima el
numero de sustituciones acumuladas. Para la datacién del arbol luego se utiliza
una fuente independiente de informacion (ej: la separacion de los clados Homo y
Pan, o un cuello de botella poblacional, o el poblamiento inicial de un area
previamente deshabitada), permitiendo derivar la tasa de divergencia antes
mencionada (Bravi, 2004; Pakendorf y Stoneking, 2005).

El otro método, denominado genealdégico o de pedigri, intensamente
utilizado en los ultimos afos, utiliza el conteo de las mutaciones observadas en
pedigries conocidos para la estimacion de la tasa mutacional, y propone una tasa

de 0,47 x 10°®, significativamente mas alta que la filogenética.
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Mientras que el método filogenético ha sido aplicado tanto al analisis de los
diferentes componentes del genoma mitocondrial como a la molécula completa, el
del pedigri ha sido casi exclusivamente empleado para estudiar la Region Control
(Bravi, 2004). Howell et al. (2003) argumentaron que la diferencia entre los dos
métodos de la estimacion de la tasa de sustitucion no tiene un efecto causal, sino
que se debe a hot spots®, deriva génica, seleccion natural y falta de deteccion de

mutaciones frecuentes en estudios filogenéticos.

La tasa de mutacion del ADNmt puede estar directamente relacionada con
el entorno que lo rodea, dado que esta molécula no esta protegida por proteinas
como las histonas del ADN nuclear, viéndose expuesta continuamente a los
agentes oxidantes como los radicales libres’. Ademas, los sistemas genéticos de

reparacion de este genoma son menos eficientes que los nucleares.

Por otro lado, se comprobd la susceptibilidad de este material genético por
su menor tamano efectivo poblacional a los efectos de la deriva, por la que las

mutaciones tienen alta probabilidad de fijarse (Wallace, 1999).

2.2.4 Técnicas para el estudio del ADNmt

Los primeros analisis de la variabilidad del ADNmt en humanos se basaban
en la utilizacibn de enzimas de restriccion para cortar el ADN, obteniendo
segmentos de longitud variable (RFLPs). En esos primeros analisis se utilizaban
entre 9 y 12 enzimas que mostraban la existencia de varios sitios polimorficos
estables, algunos de los cuales se heredan en conjunto (Brown, 1980; Johnson et.

al., 1983; Schurr, 1990; Torroni et al., 1992). Luego se comenzo6 a utilizar la

%Sitio en el ADN en el cual la frecuencia de mutacion o recombinacion es mas elevada con relacion
a otros sitios.

"Los radicales libres son moléculas inestables muy reactivas. Para conseguir la estabilidad
modifican las moléculas de su alrededor provocando la aparicion de nuevos radicales. Atacan a los
lipidos y proteinas de la membrana celular por lo que la célula no puede realizar sus funciones
vitales, o atacan al DNA impidiendo que tenga lugar la replicacion celular y contribuyendo al
envejecimiento celular. Los procesos normales del organismo producen radicales libres como el
metabolismo de los alimentos, la respiracién y el ejercicio.
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secuenciacion del genoma mitocondrial principalmente de la region hipervariable
(Andrews et al., 1999). Actualmente se estan desarrollando tecnologias mas
sofisticadas como la secuenciacion de genoma completo de los individuos, tanto
nuclear como mitocondrial, a través de “Next Generations Sequencing” (NGS),
técnica revolucionaria en investigaciones gendmicas, sobre todo en ADNa (ADN
antiguo). Se basa en generar librerias de secuencias, donde todos los fragmentos
de ADN de una muestra en estudio son modificados en sus extremos para poder
unirse a cebadores de secuenciacidn universales. Esto permite que se den en
paralelo la amplificacion y la secuenciacion de todos los segmentos (Shapiro y
Hofreiter, 2012). Sin embargo, esta ultima tecnologia es aun muy costosa en
nuestro pais, como para ser utilizada en genética de poblaciones donde se

necesita analizar varias muestras a la vez.

2.3 Haplogrupos mitocondriales de América

En el area de la antropologia biolégica, los estudios realizados sobre el
genoma mitocondrial en diversas poblaciones humanas han contribuido, junto a la
informacion aportada por otros marcadores moleculares y también por otras
disciplinas como la arqueologia, la linguistica, la morfometria dental y craneal,
entre otras, a la interpretacion y conocimiento del origen de las poblaciones,

movimientos migratorios, e interaccion con otros grupos humanos.

Como se menciond en el capitulo anterior, el ADNmt esta presente en gran
cantidad de copias en cada célula, su mayor tasa de mutaciéon favorece a la
acumulacion de eventos mutacionales y por ende a la deteccion de los mismos.
Ademas, se hereda por linea materna, por lo que cada descendiente posee el
mismo conjunto de mutaciones. Una unica version de esa secuencia es lo que se
conoce como un sistema haploide. Una determinada secuencia de bases
nucleotidicas recibe el nombre de haplotipo o subhaplogrupo. Cada uno de estos
puede diferenciarse de otro por un cambio de base dado por una mutacion, o
varias de ellas (Motti, 2012). Un conjunto de haplotipos que comparten una serie

de mutaciones y que habrian estado presentes en un ancestro comun conforman
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un haplogrupo (Hgs). Al conjunto de Hgs relacionados se lo denomina Cluster o

clado, con el linaje fundador considerado como nodo o raiz.

Por otro lado, algunos investigadores definieron a un haplogrupo o linaje
como un grupo de ADNmts relacionados filogeneticamente por compartir sets
especificos de RFLPs, mientras que un haplotipo es un genotipo unico de ADNmt
definido por analisis con RFLP. En este ultimo caso el linaje y no el haplotipo es el
que se utiliza para describir la secuencia unica de HVR | en una poblacion dada
(Schurr et al., 2002; Kemp y Schurr, 2010). Una definicibn mas integrativa es la
propuesta por Raff et al. (2011) en la cual un haplogrupo es un grupo de ADNmts
que comparten ciertos marcadores tanto de la regiéon hipervariable como de la
region codificante, y ademas se considera que estan relacionados
filogeneticamente. Para el mismo autor el término haplotipo hace referencia a
diferentes sets de ADNmt dentro de un Hg que comparten una o varias

caracteristicas.

Cabe destacar que los Hgs determinados por RFLP en la region codificante
incluyen mas de un haplotipo. Estos se definen por secuenciacién de la regién
control o hipervariable del ADNmt, debido a la mayor velocidad de mutacion que

presenta dicha regidén (Kemp y Schurr, 2010).

A los Hgs mitocondriales se los describe con letras mayusculas del alfabeto
latino (Torroni et al., 1992; 1993; 1994; 1996; Chen et al., 1995, entre otros), o
mediante la combinacion de letras y numeros (por ejemplo A2 dentro de A). Para
los haplotipos o divisiones menores (clasificados segun mayor cantidad de
mutaciones) se alternan letras y numeros en el sufijo (J1a y J1b dentro de J1;
J1a1l y J1a2 dentro de J1a, etc.). Como puede verse, la denominacion de los
haplogrupos se fueron otorgando a medida que se iban describiendo, sin poseer
una organizacion jerarquizada que los enumere de forma logica, siendo imposible

deducir como estan emparentados cada uno de los linajes (Fig. 9).

Se cree que el ancestro comun mas reciente para el ADNmt humano habria
surgido hace aproximadamente 200.000 afios AP (Mishmar et al., 2003). La letra L

fue asignada al haplogrupo presente en el continente Africano (a veces
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denominado como Macrohaplogrupo, para dar cuenta de su importancia) y es el
que mayor variabilidad a nivel mundial y del cual, segun se establecid hasta el
momento, derivan el resto de todos los linajes mitocondriales (Fig. 9). “El clado L
es en realidad una parahaplogrupo debido a que no incluye a todos los
descendientes de un mismo ancestro, ya que los superhaplogrupos M y N

constituyen ramas derivadas del L” (Motti, 2012).

M8 M3 N1 N2 N3 HY R9
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Figura 9. Filoegnia del ADNmt ilustrando la letra asignada a cada linaje. Los Hgs
amerindios estan marcados con un circulo. Imagen tomada y modificada de van Oven y Kayser,
(2008).

Bajo la teoria de la evolucion “Out of Africa” se ha demostrado que todas las
variantes mitocondriales no africanas tienen su origen en el haplogrupo L3. Se
estimé que la primer migracién fuera del continente africano tuvo lugar cerca de
los 50.000 -70.000 afios AP (Soares et al., 2009) con poblaciones portadoras de M
y N (segun Mishmar et al., 2003 también serian macrohaplogrupos), y de un

derivado de N conocido como Hg R. Poblaciones portadores de estos linajes
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poblaron Cercano Oriente y migraron hacia Europa y Asia (Macaulay et al. 2005).
Posteriormente, algunos de sus descendientes, como se menciond en otro
capitulo, llegaron a Beringia portando s6lo 5 de los haplogrupos presentes en sus
ancestros. Del M se desprenden los linajes C y D y sus variantes, y del N derivan
el haplogrupo A, B y X con todos sus haplotipos (van Oven y Kayser, 2009;
O’Rourke y Raff, 2010).

A continuacion y luego de haber realizado una breve introduccién para
presentar el estado de la cuestion, se pasara a describir y revisar lo que se conoce
hasta el momento de los linajes maternos y la filogeografia mitocondrial en

América.

2.3.1 Historia de los haplogrupos de América

Wallace et al. (1985) ampliando el primer trabajo que incluia muestras de
poblaciones sudamericanas de Johnson (1983), y utilizando 6 enzimas de
restriccion describieron a partir de las combinaciones de RFLPs diferentes
“‘morphs” y propusieron un posible efecto fundador para la poblacion amerindia.
Ampliando el numero de enzimas de restriccion y confirmando el linaje C descripto
en ese trabajo, Schurr et al. (1990) comenzaron a denominar a esos grupos de
RFLPs como haplogrupos. Este estudio llevé a la conclusion de que los linajes
maternos de los nativos americanos derivan de 4 linajes asiaticos, y dentro del
continente la fuerza de la deriva génica, habria moldeado su distribucion entre las
poblaciones (Kemp y Schurr, 2010). El primer estudio en determinar los linajes
maternos para poblaciones americanas tal como se los clasifica actualmente, Hgs
A, B, C y D fue el de Torroni et al. (1992), surgiendo asi el paradigma de “los
cuatro linajes fundadores”. Torroni et al. (1993 a y b) confirmaron los resultados
anteriores mediante la secuenciacion de la region HVR | de individuos asiaticos y
americanos. Estos Hgs también fueron descriptos en el mismo afio por dos

equipos de investigacién distintos (Horai et al., 1993; Ghinter et al., 1993).
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El haplogrupo X fue definido posteriormente y hasta el momento sdlo se
encuentra en América del Norte (Foster et al., 1996; Brown et al. 1998; Wallace et
al., 1999). Los linajes encontrado en América (X2a y X2g) son distintos a los
encontrados en Europa y Centro de Asia (X1, X2b-X2f) (Brown et al., 1998).

Posteriormente Malhi et al. (2006) analizando tres individuos del Holoceno
Medio provenientes de Norteamérica, describieron la presencia en dos muestras
del macrohaplogrupo M, comun en el este de Asia, pero no reportado para
América hasta el momento. Estos resultados fueron de gran controversia para el
modelo de los 5 Hgs fundadores (A-D y el X) propuesto a partir de estudios en
poblaciones actuales y corroborado por los resultados obtenidos hasta el momento

en muestras antiguas.

2.3.2 Linajes fundadores

Un Hg para ser considerado como fundador en el continente americano
debe cumplir con ciertos requisitos. Primero debe estar presente en poblaciones
asiaticas, ya que poseen su origen en esas poblaciones. El tiempo de
coalescencia® que presenta debe ser cercano al tiempo de ingreso de los
humanos modernos al nuevo mundo. Ademas debe ser nodal o central en los
analisis de filogenia poblacional debido a que la gran diversidad de haplotipos
debe derivar del mismo. Por ultimo debe presentar una amplia distribucion en las

poblaciones amerindias.

Debido a los avances tecnoldgicos en la biologia molecular y a la
optimizacién en la secuenciacién del genoma completo, sobre todo el mitocondrial,
el numero de linajes fundadores aumentd considerablemente de 5, como se
mencionaba anteriormente, a al menos 13: A2, B2, C1b, C1d, C1c, C4c, D1, D2a,
D3, D4h3a, D4elc, X2a y X2g (Fig. 10) (Bandelt et al. 2003; Tamm et al., 2007;
Achillli et al., 2008; Perego et al., 2009, 2010; Malhi et al., 2010; Kumar et al.,
2011; Bodner et al., 2012).

8 . L . .
Es el tiempo de separacidn entre dos moléculas contemporaneas y el ancestro de ellas.
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Algunos investigadores sostienen que los linajes A2a, A2b, D2a, D3 y X2a

al estar presentes sélo en Norteamerica, tendrian su origen en algunas

poblaciones del oeste de Beringia o Este de Siberia entrando al continente en el

milenio posterior a la llegada de los primeros fundadores (Torroni et al., 1992;
Schurr y Sherry, 2004; Achilli et al., 2008; Perego et al., 2009).
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Figura 10. Arbol filogenético de los linajes presentes en los nativos americanos con las

mutaciones especificas y las raices de origen de cada uno. Imagen tomada y modificada de

Perego et al. (2010)
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Rickards et al. (1999) detectaron una variante poco comun en
aproximadamente un 22% en la poblacion Cayapa de Ecuador. Al no estar
descripto hasta el momento, lo nombraron el “Haplotipo Cayapa”. Luego, éste fue
descripto en poblaciones de Brasil (Alves-Silva et al., 2000) y en Mapuches y
Yaganes de Chile (Moraga et al., 2000), siendo denominado como D4h3a. Perego
et al. (2009) relacionaron este linaje a una dispersion rapida por la ruta costera del
Pacifico desde América del Norte hasta el sur del continente y fue considerado un

linaje fundador derivado del Hg D.

Recientemente, Rasmussen et al. (2014) reportaron el haplotipo de los
restos de un infante en Anzick, Montana, al noroeste de Estados Unidos, con una
datacion entre los 12.707 y los 12.556 anos AP. Este nifio fue asociado a la cultura
Clovis y fue el primer resto arqueoldgico del cual se obtuvo la secuencia completa
en América. Su linaje también corresponde al D4h3a. En este trabajo se hace
mencion a que habria existido una gran variabilidad genética en las poblaciones
precolombinas ya que hay restos arqueologicos de individuos de Norte América
que no presentan relacidon genética con individuos de Centro y Sudamérica, lo cual

ya habia sido sefialado por Kemp et al. (2007).

Luego de varios afios de considerar al D1 como un Hg fundador, Bodner et
al. (2012) refinaron la filogenia de este linaje, describiendo dos haplotipos
novedosos en poblaciones actuales. Denominaron D1g al caracterizado por las
mutaciones A8116G y C16187T. Dentro del mismo describieron 6 ramas
diferentes (D1g1-D1g6). El otro haplotipo fue nombrado D1j y presenta las
mutaciones T152C, C16242T y T16311C. Los autores calculan su antigiedad
dentro del rango de 16.900 £ 1.600 anos, con lo cual pueden ser considerados

como provenientes de las primeras poblaciones fundadoras del cono sur.

Ambos linajes hasta el momento solo fueron descriptos para Sudamérica,
encontrandose el D1g disperso por Chile y Argentina, con su mayor proporcion en
la Provincia de Rio Negro, y el D1j en Argentina (no alcanzando el extremo sur de
la Patagonia), Brasil, Bolivia, y segun restos antiguos de Tainos, en Republica
Dominicana (Ginther et al., 1993; Moraga et al., 2000; Lalueza-Fox et al., 2001;
Garcia-Bour et al. 2004; Salas et al., 2008; Bobillo et al., 2010). Bodner et al
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(2012) formularon una hipétesis de la posible dispersion de estos linajes dentro de
América del Sur, proponiendo un poblamiento por la costa pacifica con posterior

flujo génico desde ambos lados de la cordillera (Fig. 11).

Incubacion
D1gy D1
(aprox. 14-18000 afios ap)

Area de
asentamiento
v Mapuche
Monte Verde P

Figura 11. Modelo hipotético de migracion para Sudamérica con una entrada por la Costa
Pacifica y flujo génico a ambos lados de la cordillera. En verde se enmarca el area posiblemente

habitada por los mapuches segin Rothhammer...

Por el contrario, Garcia et al. (2012) propusieron un origen distinto para el
D1j, a partir de su gran incidencia en las Sierras Pampeanas, y su baja frecuencia
en Chile. Postularon que los individuos portadores del D1j presentes en Bolivia,

Peru, Uruguay y Brasil pueden ser producto, probablemente, de flujo génico
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reciente en tiempos historicos. Ademas propusieron que este linaje seria mas
moderno (13.900 = 2.900 afos) respecto a lo propuesto por Bodner et al. (2012).
Los Hgs fundadores descriptos para poblaciones actuales también fueron

encontrados en las muestras de poblaciones prehispanicas.

2.3.3 Momentos de entrada de los linajes fundadores al nuevo mundo

Los datos obtenidos a partir de estudios genéticos proponen un ingreso al
continente americano mas antiguo que el propuesto desde la evidencia
arqueoldgica. Se cree, segun Torroni et al. (1992) y Mishmar et al. (2003) que los
Hgs A, C y D llegaron a América desde el norte de Siberia a través de Beringia. El
B habria llegado mas tardiamente, ya que su frecuencia es menor con respecto a
los otros 3 Hgs, y es poco frecuente en el norte de Norteamérica. Podria haber

ingresado por una ruta pacifica ya que en Asia se encuentra a lo largo de la costa.

Bonatto y Salzano (1997) sugirieron a partir de la diversidad encontrada
dentro del Hg A, un origen unico entre 43.000 y 30.000 afios AP, dependiendo de
la tasa de sustitucion empleada, para todas las poblaciones americanas. La
poblaciéon que llegd al sur de Norteamérica, al cerrarse nuevamente el Corredor
Alberta, habria tenido mayor cantidad de recursos y espacio para diferenciarse y
crear nuevos haplotipos respecto de aquellas poblaciones que quedaron
restringidas a Beringia (Na-Dene, Eskimos y probablemente Chukchis), las que

pueden haber sufrido la pérdida de diversidad haplotipica.

Kemp et al. (2007) publicaron un estudio de ADN antiguo realizado en On-
Your-Knees-Cave, Alaska de 9.200 afnos AP, en el cual determinaron la presencia
de un haplotipo fundador del haplogrupo D. Estos resultados sugieren que los
modelos previos realizados en base al estudio e inferencia en poblaciones
actuales han considerado una variacion del ADNmt muy baja en las primeras
poblaciones americanas, y por lo tanto, es probable que el tamano de las
poblaciones fundadores de América haya sido mayor a lo propuesto y que la

diversidad de linajes que poseian sea mayor a la pensada.
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Tamm et al. (2007) retoman el modelo de Incubaciéon en Beringia con una
dispersidon por América entre los 17.000 y 10.000 afos AP aproximadamente. Este
estudio tuvo sus bases en el analisis de genomas mitocondriales de poblaciones
asiaticas y americanas actuales, y la aparicion de diversos linajes maternos,
algunos compartidos entre ambos continentes y otros nuevos encontrados solo en
América. Continuando con la teoria de ese periodo de ingreso de los nativos
americanos, Mulligan et al. (2008) propusieron que luego de la incubacion en
Beringia las poblaciones sufrieron un cuello de botella durante la entrada al
continente entre los 17.000 y 16.000 afos AP seguida de una re-expansion (Kemp
y Schurr, 2010). Estos estudios se oponen a la propuesta de un poblamiento por

varias oleadas migratorias.

Siguiendo con esta idea y basandose en 86 genomas amerindios
completos, Fagundes et al. (2008) propusieron que el poblamiento de América
estaba dado por una sola poblacion fundadora, con una diferenciacion inicial de la
poblacion asiatica que se produjo en Beringia hace 19.000 a 23.000 anos atras.
Achilli et al., (2008) coinciden con Fagundes et al. (2008) proponiendo una
expansion hacia el nuevo mundo hace aproximadamente 18.000 a 15.000 afios
AP. Estos datos presentan una edad para los Hgs amerindios mas moderna que el

estudio anterior.

En conclusién, los analisis mas recientes sefalan que la diferenciacion
inicial de los haplogrupos americanos no seria tan antigua, sino que habrian
divergido de los de Asia entre los 25.000 y 15.000 afios AP segun datos de
coalescencia (Horai et al., 1993; Silva et al., 2002; Schurr y Scherry, 2004), lo que

seria coincidente con la evidencia arqueoldgica.

2.3.4 Breve revision de linajes maternos en poblaciones actuales de

Sudamérica

Ginther et al. (1993) llevaron a cabo el primer analisis de secuencias de la

region hipervariable del ADNmt en muestras de Mapuches, llegando al resultado
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de que los linajes que presentan los nativos americanos surgieron antes de la
llegada al continente. Salas et al. (2009) por su parte, realizaron un compendio
sobre la distribucién de los linajes del ADNmt en poblaciones actuales del centro y
sur de América (Fig. 12). El haplogrupo A es muy frecuente en Mesoamérica y en
el Noroeste de Sudamérica, seguido de los Hgs B y C. A medida que la frecuencia
de A disminuye hacia el sur, comienza a aumentar la aparicion de linajes C y D.
Por su parte, el B posee su mayor frecuencia en las poblaciones andinas, esto
podria deberse a una migracion por la costa pacifica. Avena et al. (2009),
publicaron un trabajo en el cual demuestran el gran componente amerindio de la
poblacién argentina siendo este mas frecuente en el norte y el sur del pais (mas
del 60%) y menos del 50% en las poblaciones del centro (Avena et al., 2006;
2007; 2009; 2010). Sin embargo, Garcia y Demarchi (2009) presentaron un
estudio donde demuestran la persistencia de los linajes amerindios en mas de un

80% de los individuos de 9 poblaciones rurales de las Sierras Centrales.

También en concordancia con el decrecimiento latitudinal del Hg A y el
aumento en sentido opuesto del D, Bisso-Machado et al., (2012) realizaron una
revision muy completa sobre los estudios en ADNmt y region no recombinante del
cromosoma Y de varias poblaciones actuales y algunas antiguas de Sudameérica,
llegando a la conclusion de que la distribucion de los linajes maternos en esta

porcion del continente esta influenciada por factores geograficos y linguisticos.

Analizando 1108 secuencias de poblaciones actuales de 6 provincias del
centro-oeste y noreste de Argentina, Motti (2012) caracterizé a 8 de los 13 linajes
fundadores, siendo estos: A2, B2, C1b, C1c, C1d, C4c, D1y D4h3.

Para el NOA Cardoso et al. (2013) dividieron la provincia de Jujuy en 4
regiones y a partir de la secuencia del D-loop del ADNmt reportaron una alta
proporcion de linajes maternos amerindios (98%), entre ellos: A2, B2, B4b, C1,
C1b, C1d, D1, D1a2, D1f, D1j y D4h3a4.
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Figura 12. Distribucién de haplogrupos fundadores en el continente americano para poblaciones

actuales. Imagen tomada y modificada de Salas et al. (2009).
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2.3.5 DNmt en muestras antiguas e historicas de Sudamérica

En 1991 Horai et al. publicaron las primeras secuencias de Sudamérica
utilizando restos 6seos de 5 individuos pertenecientes a un sitio de Arica, Chile.
Luego, en 1996 Ribeiro-Dos-Santos et al. y Monsalve et al. publicaron mas
secuencias de la HVR | en sudamerindios precolombinos. Lalueza et al. (1997)
analizaron muestras de la region patagonica encontrando una elevada proporcion
de los Hgs C y D, y no hallando resultados para A y B. Luego se publicaron otros
trabajos que permitieron la ubicacion geografica y temporal de otros linajes
maternos para la regién (Moraga et al., 2000; Demarchi et al., 2001; Garcia-Bour
et al., 2004; Moraga et al., 2005; Dejean et al., 2006, 2008; Crespo et al., 2009;
Carnese et al., 2010; Mendisco et al., 2011; Nores et al., 2011; Nores y Demarchi
2011; Mendisco et al., 2014). En este ultimo afio nuestro equipo de investigacion
ha realizado varias contribuciones: Dejean et al. (2014) sobre variabilidad biolégica
en el NOA, Postillone et al., (2014a) sobre un compendio de resultados de RFLP
para varias muestras precolombinas de todo Sudamérica, y Postillone et al.
(2014Db) para la Puna jujefia en comparacion con muestras Chilenas y por ultimo el
presentado por Russo et al. (2014) también para el NOA, especificamente para el

sitio Salvatierra ubicado en los valles Calchaquies, Salta.

En el mapa (Fig. 13) se resumen todos los estudios de linajes maternos
para ADNa en Sudamérica descriptos hasta el 2014. El detalle de cada uno de

ellos se presenta en la tabla anexa (tabla anexa 1)

La distribucion latitudinal en las frecuencias de haplogrupos podria ser
explicada por un aislamiento por distancia, la accion de la deriva génica,
movimientos poblacionales y efectos estocasticos a medida que los humanos se

iban dispersando por el subcontinente.
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Figura 13. Distribucion de los haplogrupos amerindios en muestras antiguas de

Sudamerica. Mapa tomado de la recopilacion realizada por Postillone et al. (2014)
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Algunas variantes genéticas que son poco frecuentes en las poblaciones
modernas podrian haber sido mas comunes en el pasado, y las que hoy son
ubicuas, pueden haber aumentado en frecuencia durante los ultimos miles de
afios. Mas aun, la distribucién actual de los linajes mitocondriales puede no estar
reflejando el area geografica en la cual se encontraban en el pasado. Lo que se
observa a partir del estudio de ADN antiguo es que no necesariamente los
patrones de distribucion actuales de los haplogrupos son representativos de los

antiguos.

En resumen coincidiendo con lo propuesto en el apartado 1.1, puede
proponerse que en lo que respecta a los amerindios el continente americano pudo
haber sido poblado en una sola migraciéon proveniente del este de Asia, con un
tamafo poblacional reducido. Esas poblaciones pudieron haber estado aisladas
durante un tiempo, mientras la deriva génica podria haber fijado las nuevas
variantes haplotipicas producidas y haber suprimido otras. Luego habria seguido
un periodo de expansion geografica poblacional rapida (Tamm et al., 2007;
Kitchen et al., 2008). Una vez que las poblaciones fueron ocupando diferentes
territorios, pudo haber existido flujo génico entre ellas que contribuyé a moldear la

composicién genética encontrada en las poblaciones arqueoldgicas y actuales.

2.4 ADN antiguo

La historia de nuestra especie puede rastrearse en la informacion genética
de los individuos a la cual hemos podido acceder a partir de los avances
tecnoldgicos en genética y biologia molecular. Los primeros estudios involucraban
clonacion en bacterias para amplificar los pequefos segmentos que existian en el
material genético de restos momificados de animales y humanos, pero
rapidamente fueron desestimadas por la baja reproducibilidad de los resultados
(Solorzano Navarro, 2006). En 1986 con el descubrimiento de la PCR sucedi6 una
revolucion en el campo de la genética de poblaciones a nivel del ADN (Mullis et
al., 1987). Esta técnica facilité la reproduccién de secuencias polimérficas de ADN

obtenido de poblaciones actuales, y permitié la replicacion de material genético
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preservado en restos arqueoldgicos y paleontolégicos (Paabo, 1989; Hagelberg et
al., 1989).

Las técnicas moleculares se han convertido en una gran herramienta no
s6lo para el estudio de la dispersion del género homo y su historia evolutiva, sus
migraciones y procesos demograficos que contribuyeron a dar forma a las
poblaciones actuales, sino también a la reconstrucciéon del medio ambiente en el
cual esas poblaciones se desarrollaron. Asi fue posible abordar tépicos tan
diversos como la busqueda de estratificacion social a partir del analisis de is6topos
para deducir el tipo de alimentacién, la presencia de enfermedades causadas por

microorganismos, la domesticacion de plantas y animales, etc. (Poinar et al., 2001)

A medida que se iba avanzando en el estudio sobre muestras prehistoricas,
comenzaron a aparecer diversas fuentes de obtencién de ADN, no soélo partes
esqueletales que son las mas abundantes en una excavacion, o tejido blando
asociada a éstas, sino también coprolitos, material litico hallado en el yacimiento,
sedimentos, permafrost, y para el caso de las aves, plumas y restos de cascaras
de huevos. Sin embargo las piezas 6seas y dentales siguen siendo las preferidas
para ser utilizadas en investigaciones de ADNa (Shapiro y Hofreiter, 2012). En
estas ultimas, el esmalte y el cemento dental se convierten en una barrera natural
contra los cambios fisicos y quimicos a los que se expone el yacimiento y se
generan enlaces quimicos fuertes entre el ADN y los cristales de hidroxiapatita

presentes tanto en huesos como en dientes (Ricaut et al., 2004).

Las primeras extracciones de ADN fueron realizadas en animales
extinguidos, por Higuchi et al. (1984), quienes identificaron acidos nucleicos en un
quagga y demostraron su afinidad filogenética con la cebra moderna. Un afo
después Paabo (1985) obtuvo la secuenciacion de ADN de una momia egipcia de
2.400 anos. Este hallazgo, sumado al de finales de la década de 1980 cuando se
extrajo por primera vez ADN humano procedente de tejido 6éseo (Hagelberg et al.,
1989), dio el inicio a un nuevo campo de estudio dentro de la Antropologia
Biologica acerca de la variabilidad genética de las poblaciones humanas antiguas.
Esta nueva disciplina asociada a la informacion obtenida por la arqueologia,

obtuvo el nombre de Arqueogenética (Renfrew et al., 2000).
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Al material genético en estudio se lo englobd bajo el concepto de ADN
antiguo (ADNa) y se lo describié6 como aquel recuperado de restos bioldgicos
preservados natural o artificialmente (Fraile, 2006). Las secuencias de ADN
multicopia son las que tienen mayor tasa de supervivencia en especimenes
antiguos, por lo que la mayoria de las secuencias de ADN que se han recuperado
han sido de ADN mitocondrial y de cloroplastos en las plantas (Hofreiter et al.,
2001). Recién a partir de 1990 fue posible obtener secuencias cortas de ADN
nuclear genuino en un resto arqueoldgico de 7.500 anos (Lawlor et al.,, 1991) y a

partir de megafauna (Greenwood et al., 1999).

Una revision acerca de las aplicaciones del ADNa en investigaciones
arqueologicas y bioantropoldgicas, considerando sus alcances y limitaciones junto
a las implicancias legales y éticas ha sido realizada recientemente por Crespo et
al. (2010).

Uno de los estudios pioneros fue el publicado por Horai et al. (1989) donde
establecia la posible filogenia de japoneses contemporaneos con sus
antepasados. Luego en 1993 Stone y Stoneking dieron origen al primer estudio
poblacional en nativos americanos. Hagelberg et al. (1999) analizaron las
relaciones filogenéticas entre los antiguos habitantes de la Isla de Pascua y
Polinesios. El analisis genético de restos antiguos también han colaborado con
estudios forenses de identificacion de restos de familias. Por otro lado, sobre
muestras de diferentes regiones vascas del antiguo continente, lzaguirre y de la
Rua (2000) realizaron otro estudio poblacional con el fin de dilucidar el origen

continental de los linajes mitocondriales presentes en la actualidad.

2.4.1 Ventajas del ADNa

A diferencia de los estudios genéticos sobre poblaciones actuales donde
debe asumirse que son representativos de los grupos que habitaban esa regién en

el pasado, el ADNa ofrece la posibilidad de analizar los patrones genéticos que
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existieron en un tiempo y lugar determinado, generando evidencia directa sobre
las posibles relaciones que mantenian las poblaciones precolombinas entre si y
con las actuales (Pickrell y Reich, 2014). Algunos de los resultados de mayor

relevancia alcanzados gracias a las investigaciones en ADNa fueron por ejemplo:

- La evidencia de posible flujo génico desde Neandertales a humanos
anatdmicamente modernos entre los 85000 a 37.000 afos atras fuera de Africa,

con una contribucion del 2% de la ancestria (Green et al., 2010).

- El descubrimiento de un representante de una poblacion arcaica que no se
correspondia con neandertales, ni con humanos modernos de Siberia. El
descubrimiento del individuo denominado Denisoviano demostré como el ADNa
puede dar cuenta de los genomas de fosiles, poblaciones o especies de los cuales

no se conocia su existencia (Reich et al., 2010).

- Evidencia de que los individuos que habitaban Norteamérica hace 12.000
anos estarian mas relacionados con los sudamerindios que con los nativos

actuales del norte del continente (Rasmussen et al., 2014).

Por otro lado, el estudio de ADNa en microorganismos ha permitido
determinar la prevalencia de algunos patéogenos en el tiempo, la interaccién con
sus huéspedes y evidenciar la presencia de enfermedades infecciosas en las
poblaciones del pasado, importante para la investigacion clinica. Como por
ejemplo Yersinia pestis causante de la peste bubdnica (Drancourt et al., 1998;
Gilbert et al., 2004) Mycobacterium tuberculosis (Tuberculosis), y Mycobacterium

leprae (Lepra) (Spigelman y Lemma, 2002; Donoghue et al., 2005).

2.4.2 Limitacionesy precauciones en el uso de ADNa

- Contaminacion
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Existen algunos desafios a tener en cuenta a la hora de trabajar con ADNa.
El primero y mas importante es la alta probabilidad de contaminacion que posee el
material arqueologico. No solo puede contaminarse con ADN propio de los
investigadores que lo manipulan sino también de microorganismos o animales que
hayan estado en contacto con la muestra, o de haber realizado una inadecuada
recoleccién de las mismas que pueden estar en contacto entre si y contaminarse
unas con las otras - para una revision mas extensa y detallada leer la revision de
Willerslev y Cooper (2005).

Por otro lado, para controlar y autenticar que el ADN obtenido es propio de
las muestras analizadas, en cada reaccion de extraccién realizada deben incluirse
blancos de reaccion y demostrar por replicacion la autenticidad de los resultados

obtenidos.
- Degradacién

Otra de las dificultades que presenta el trabajo con ADNa, es la
degradacion y la falta de metodologia apropiada para la identificacion de muestras
que contengan ADN bien conservado. Por procesos post-mortem de un
organismo, el ADN puede presentar fragmentacion y dafio molecular, como rotura
de las cadenas, plegamientos inusuales de las mismas, perdida de bases
nucleotidicas, y uniones inespecificas a ADN exdgeno, que interfieren con la
replicacion del ADN enddgeno, generan artefactos y facilitando la amplificacion
preferencial de ADN contaminante en el caso de que esté presente debido a la
alta sensibilidad que posee la PCR (O'Rourke et al.,, 2000; Willerslev y Cooper,
2005). Los productos de ADNa amplificados generalmente suelen caracterizarse
por la presencia de errores como el cambio de bases. Los mas comunes son C
por Ty G por A (Hofreiter et al., 2001). Se ha considerado que los dafos ocurridos
en la secuencia de ADN se producian en regiones al azar, pero luego se observo
que se concentraban en “sitios calientes” (en inglés “hot spots”) (Gilbert et al.,
2003).

Las condiciones ambientales son de vital importancia en la conservacién del

ADN pues la velocidad de las reacciones quimicas responsables de la
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degradacion organica aumenta a temperaturas altas. Otros factores que tiene un
efecto adverso y favorece las reacciones de degradacién son la humedad
ambiental y la acidez del suelo. Por otro lado puede influir la antigiedad que

presente el resto esqueletal con el que se esté trabajando.
- Inhibicién

Algunos de los extractos de ADNa, pueden contener moléculas que inhiban
la reaccion de PCR, generando otro problema a la hora de analizar las muestras.
Se ha propuesto que puede tratarse de compuestos del suelo (acidos humicos y/o
fulvicos, residuos de porfirinas y/o productos de su degradacion y taninos) y/o de

subproductos de degradacién organica, entre otros.

Todas estas dificultades no sélo pueden influir en la manipulacion del
material genético, sino también luego durante el procesamiento bioinformatico. Es
decir, las secuencias obtenidas pueden presentar gran cantidad de mutaciones
que no son propias del genotipo del individuo, sino que son artefactos producidos
por la degradacion que presentan (Hofreiter et al., 2001). Es por ello que al
momento de realizar los anadlisis de las secuencias y comparaciones hay que tener
en cuenta si las transiciones o transversiones encontradas se repiten en al menos

tres de las secuencias obtenidas para una misma muestra.

Otra gran dificultad a tener en cuenta es el bajo numero de muestras que
presentan la mayoria de los sitios arqueoldgicos, sumado a aquellas pocas que
poseen fragmentos de ADN propios para el analisis genético. Esto resulta
desfavorable para los analisis estadisticos, ya que a las muestras con estas
caracteristicas solo pueden aplicarse pocos métodos debido a que no cumple con

los supuestos esperados.

Teniendo en cuenta las ventajas y desventajas de trabajar con material
genético arqueoldgico, cada resultado que se obtiene y es publicado es de suma
importancia por todo el laborioso proceso que conlleva detras y por el valor
fundamental que posee esa informacion. Sobre todo en el intricado abordaje de la

historia de la dispersion y poblamiento de diferentes regiones por el género Homo.
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Capitulo 3: Objetivos e Hipdtesis
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Habiéndose descripto todo el marco tedrico de los capitulos 1y 2 para el
estudio de ADNa, a continuacion se detallan los objetivos e hipotesis propuestos

para el desarrollo de los estudios involucrados en esta tesis de doctorado.

3.1 Objetivos

Se plantean dos niveles de objetivos:

El general es aquel al cual se intenta aportar nuevos datos con esta

investigacion:

Esperamos contribuir a una mejor comprension de la dinamica de los procesos
de microevolucion que tuvieron lugar durante el poblamiento autéctono del actual
territorio argentino, tomando en cuenta los ejes espacial y temporal empleando

marcadores genéticos en muestras arqueoldgicas.

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

- Determinar los linajes maternos en varios grupos de muestras arqueoldgicas
del Noroeste Argentino y Patagonia a partir del estudio de los haplogrupos
mitocondriales en diversos sitios arqueoldgicos y muestras de colecciones de

Mmuseo.

- Estimar los patrones de intra e intervariacion poblacional en haplotipos

mitocondriales-.

- Comprender las posibles relaciones filogenéticas de las muestras estudiadas,
considerando la existencia o no, de lazos filogeograficos entre ellas y con otras

poblaciones sudamerindias extintas y actuales.

- Definir la composicién de la muestra, mediante la determinacién del sexo de

los individuos estudiados.

- Evaluar los potenciales y limitaciones que presenta el trabajo con material

genético antiguo.
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- Evaluar el grado de diferenciacion a nivel poblacional local y regional que
posee un marcador genético uniparental como la secuencia de la regidén control
del ADN mitocondrial.

- Estimar el mejor rendimiento en la obtencién de ADN utilizando diferentes

métodos de extraccion.

3.2 Hipotesis

Las hipotesis propuestas para esta investigacion se basan en la evidencia

publicada hasta el momento

- Las muestras precolombinas del norte como del sur de nuestro pais

pertenecian a una misma poblacion.

- La deriva y el flujo génico son los unicos procesos microevolutivos que

modelaron la diversidad entre y dentro de las poblaciones del pasado.

- La diversidad de linajes encontrada en una muestra depende de la ubicacion

geografica.

- Las muestras analizadas estan relacionadas filogeneticamente con

poblaciones del mismo periodo temporal.

- Las muestras del Noroeste argentino presentan mayor diversidad de linajes

que las muestras de Patagonia.
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Capitulo 4: Descripcion de las muestras analizadas y
consideraciones éticas en el estudio con restos humanos
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4.1 Consideraciones éticas y legales en el trabajo con restos dseos
humanos

Este estudio involucra restos esqueletales humanos por ello es importante
tomar en consideracion las implicancias éticas del mismo. Actualmente la
intervencidon que se realiza para obtener el material genético a partir de huesos
largos es muy poco invasiva y permite remontar el hueso luego de la extraccion.
Lo mismo sucede con las piezas dentales, de las cuales se utiliza unicamente la
pulpa dental y por lo tanto las mismas pueden rellenarse y ensamblarse con
facilidad.

Cabe senalar, como se mencion6é en la introduccion, que este tipo de
material arqueoldgico puede presentar un grado de degradacién fisica importante
y durante el procesamiento las muestras pueden sufrir algun tipo de dafio como
fisuras o fracturas. Por esta razén, antes de comenzar con el procesamiento de las
muestras, se debe realizar una evaluacion sobre el estado de cada una de las
piezas, priorizando el valor que poseen los restos arqueoldgicos, que son unicos y
escasos, sobre cualquier interés cientifico. Sélo en el caso en el que el resultado
que pueda obtenerse sea novedoso e informativo y permita aportar datos para la
resolucion de debates esenciales en las disciplinas relacionadas, puede

considerarse la utilizacion de este material.

Antes de comenzar con las investigaciones pertinentes de esta tesis para
cada muestra se realiza una réplica en caso de que la misma pueda perder su
estructura original. Una vez realizados los analisis genéticos, las muestras que no
sufrieron ningun dafio son remontadas como se explic6 mas adelante y junto a las
réplicas son devueltas al investigador o institucién que las haya cedido con un
informe detallado del tratamiento, procesamiento y resultados obtenidos sobre las
mismas, determinando el uso respetuoso de los restos humanos y el valor de la

informacion aportada.

En la actualidad las investigaciones llevadas a cabo sobre restos

arqueoldgicos, deben enmarcarse dentro de lo propuesto por ciertas normas
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legales, como la Ley Nacional n°® 25.517. Por otro lado, la Asociaciéon de
Antropologia Bioldgica Argentina, en vista al considerable aumento de estudios
bioarqueoldgicos ha propuesto una serie de recomendaciones para el tratamiento
y desarrollo de las investigaciones con material arqueolégico de restos humanos
(AABA, 2007). Estas normativas se van ajustando y se incorporan nuevos items a
medida de que van surgiendo nuevos problemas y sugerencias en los Talleres de

Discusion sobre Restitucion de Restos Humanos.

Tal como mencionan Crespo et al. (2010), a través del decreto 710/2010 se
dictamin6 la formacion del INAI (Instituto Nacional de Asuntos Indigenas) y se
establecié que dicha institucion sera la encargada de coordinar, articular y asistir
en el seguimiento y estudio del cumplimiento de las directivas y acciones de la ley.
Este marco legal da respaldo a los estudios que se realizan desde diferentes
disciplinas, acerca del pasado de las poblaciones indigenas que habitaron nuestro
pais desde, en particular a los analisis genéticos del ADNa, que es una rama del

conocimiento relativamente nueva.

4.2 Procedencia de las muestras analizadas

Las muestras prehispanicas analizadas en esta tesis corresponden a
diferentes regiones geograficas del actual territorio argentino. Las mismas
provienen de tres areas: 1) la Puna Jujeia en el Noroeste, 2) la zona de transiciéon
entre Pampa y Patagonia, y 3) de la region continental y costera de la Patagonia.
Todas las muestras pertenecen al periodo del Holoceno Tardio (3.000 — 200 afios
AP) segun los fechados radiocarbdnicos publicados. A continuacion se describe
brevemente cada region y las muestras analizadas en cada una de éstas
(figura.14).
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Figura 14: Ubicacion geografica de las muestras analizadas en este trabajo

89



4.2.1 Muestras de Puna Jujeiia

La Puna se emplaza en una region de semidesierto de estepa arbustiva. En
la misma, la disposicion de vegetales se establece en forma de fajas por la
disposicion de cuencas alargadas de las cuales emergen importantes cordones
montafiosos. En las cuencas bajas, predominan las formaciones de estepa
matorral y de pastizal, en cambio, a medida que va aumentando la altitud decrece
la poblacién arbustiva gracias a la mayor humedad. Asimismo abundan las vegas
pastas, inundadas durante todo el afio (Pérez y Killian Galvan, 2011). La Localidad
Arqueologica Rio Doncellas (Dto. de Cochinoca, Provincia de Jujuy) se encuentra
ubicada entre los 22° 49" 12,28 lat. Sur y 66° 03'54,89"" long. Oeste, en un
ambiente tipico de Puna con una altitud de 3900 msnm, precipitaciones anuales
actuales entre los 100 y 300 msnm y cuenta con recursos hidricos permanente
(Alfaro, 1988).

Las muestras correspondientes a la Puna de Jujuy analizadas en esta tesis
provienen de los sitios arqueoldgicos Doncellas, Agua Caliente de Rachaite y
Sorcuyo. El material esqueletal correspondiente a estos sitios se encuentra
depositado como coleccion osteoldgica de la Puna de Jujuy en el Museo
Etnografico Juan B. Ambrosetti (FFyL, UBA). Se analizaron 23 piezas dentales

cuya procedencia se detalla en la tabla (Tabla 1).

Segun Fuchs y Varela (2013) esta coleccion de gran valor arqueologico, se
formé a partir de tres campafas arqueoldgicas llevadas a cabo por el Dr.
Casanova, la primera en 1940 en el poblado de Doncellas, la segunda en 1941 y
junto con Osvaldo Paulotti en el poblado de Agua Caliente de Rachaite, y la
tercera en 1944 en Rio Negro, Sorcuyo y Casabindo, sitios cercanos

geograficamente a los antes mencionados.

De acuerdo a los fechados radiocarbonicos obtenidos por Fuchs y Varela
(2013) empleando piezas dentales, Doncellas (n=3) presentdé una antigiedad de
entre 602 y 568 afnos AP, Agua Caliente (n=1) de 559 % 41 afnos AP y Sorcuyo
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(n=1) de 633 + 38 afios AP, lo que ubica a las muestras de este analisis en el

Periodo de Desarrollos Regionales.

Tabla 1: Detalle de cada muestra correspondientes a la Puna Jujefia analizadas en este

trabajo.

N° de Pieza Sitio Datacion
Muestra| catalogo dental® Arqueoldgico (afios AP)
DC1 13954 3 MSI Doncellas | -
DC2 13986 3 MSD Doncellas | -
DC3 14071 3 MSI Doncellas | -
DC4 14091 3 MSI Doncellas | -
DC5 13989 3 MSD Doncellas | -
DC6 14118 1 PMSD Agua Caliente | -
DC7 13955 3 MSD Doncellas 568 +44
DC8 13958 3 MSD Doncellas 585 +42
DC9 14136 3MSD Agua Caliente 509 + 42
DC10 15438 2 MSI Agua Caliente 559 + 41
DC11 13937 3 MSI Doncellas 602 + 33
DC12 14103 1 PMSI Doncellas | -
DC13 14176 3 MSI Sorcuyo | -
DC14 15421 2 MSD Agua Caliente | -
DC15 15418 2 MSlI Agua Caliente | -
DC16 15445 3 MID Agua Caliente |  -—--
DC17 15404 2 Ml Agua Caliente | -
DC18 14040 2 MSlI Doncellas | -
DC19 14051 3 MSD Doncellas | -
DC20 15400 3 Ml Agua Caliente | -
DC21 15500 3 MID Agua Caliente | -
DC22 14173 2 MSD Sorcuyo | -
DC23 15410 3 MSD Agua Caliente | -

A Para las piezas se asigno: con nimero la posicién en la mandibula, y con letras en orden:

M: molar, PM: premolar, posicion S: superior, I: inferior, y por ultimo la lateralidadI:
izquierod, D: derecho

Los sitios mencionados se encuentran ubicados en la cuenca endorreica de

Miraflores-Guayatayoc-Salinas Grandes, en el centro de la Puna jujefa. Dentro de
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esta localidad, segun Alfaro (1983) y siguiendo las descripciones de Casanova, las
localidades originalmente podrian haber tenido funciones complementarias entre
ellas y con otras de la region. Estos poblados poseian un patron de asentamiento
caracteristico del tipo semi-conglomerado agropastoril, con viviendas de planta
rectangular, relacionados con la cuenca del Lago Titicaca en Bolivia, con San
Pedro de Atacama, en el norte de Chile y con la Quebrada de Humahuaca. Segun
Albeck (2007) la Puna de Jujuy era un area prospera en pasturas para la crianza y
mantenimiento de animales, en su mayoria camélidos. Las caracteristicas
ecoldgicas de la zona como la altitud, el suelo, las condiciones climaticas y la poca
disponibilidad de agua, limitaron la practica agricola en la regién. Aunque se ha
descripto un cierto desarrollo agricola en el area de Doncellas — Casabindo, se
mantenian estrechas relaciones con areas esencialmente agricolas como el sur de
Bolivia, los oasis atacamefios y Quebrada de Humahuaca, (Alfaro, 1983; Albeck,
2003).

El intercambio de bienes entre los distintos pisos ecoldgicos pareceria
haber estado a cargo de poblaciones de tierras altas (pastoriles y agropastoriles)
(Torres-Rouff et al., 2012) que se desplazaban a ambos lados de la cordillera,
conectandose con poblados que se encontraban ubicados en regiones de menor
altitud como las quebradas y las yungas. Estas rutas ubicaban a la Puna en una
posicion estratégica muy relacionada a grupos caravaneros (Nufiez Atencio,
2007).

4.2.2 Muestras de transicion Pampa - Patagonia

Esta area se caracteriza por sus particularidades ecoldgicas distintas a las
de Pampa y Norpatagonia, siendo un area transicional, ecotonal-arida. El sitio
Paso Alsina 1 (39° 23.277’ Lat. S y 63°15.360’ Long. O) se encuentra ubicado a
400 mts aproximadamente de la margen sur del Rio Colorado, y a unos 100 km de
la costa Atlantica en el partido de Patagones de la Provincia de Buenos Aires. Se

caracteriza por ser un area exclusiva de inhumacion que no cumple con las
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caracteristicas requeridas para ser considerado un cementerio. Se estimé la
existencia de 10 entierros secundarios (Fig. 15) cada uno con uno o mas fardos
funerarios sin evidencia de usos repetitivos del area ni de actividades de
mantenimiento (Martinez et al, 2006). En esta tesis se realizaron analisis
genéticos en 20 piezas dentales (PA1 a PA20) provenientes de este sitio,
descriptos en la Tabla 2. Para algunos de los restos 0seos los autores obtuvieron
fechados radiocarbonicos determinando un antigliedad de 500 y 450 afos AP,
correspondientes al Holoceno Tardio Final (Martinez et al., 2006; Flensborg et al.,
2013).

Figura 15. Foto tomada y modificada de Flengsborg et al., 2013. Disposicion de los 10

paquetes funerarios en el sitio Paso Alsina 1.

Paso Alsina 1 se distingue del resto de los sitios analizados en la region (La
Petrona, San Antonio y El Tigre, entre otros) pues la mayoria presenta evidencia
de ser bases residenciales asociadas a lugares de entierro. A partir de esos sitios
pudieron determinarse las caracteristicas del estilo de vida de los individuos que
habitaban la region y que podrian reflejar el de la poblacién de Paso Alsina 1,
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donde no hay suficientes evidencias artefactuales relacionadas (Martinez et al.
2008-2009).

De acuerdo a los restos de fauna asociados se propone una mayor
diversificacion de la subsistencia durante el periodo tardio en relacién a las
poblaciones que habitaron el area en momentos previos, con incorporaciéon a la
dieta de especies de tamafio pequefio, como aves y peces de diferentes
microambientes, incorporando también especies vegetales. En cuanto a los
artefactos, estarian indicando que los asentamientos se volvieron mas complejos
con variabilidad intra e intersitio, en algunos casos con mayor tiempo de
ocupacion. Segun los rastros encontrados en entierros primarios y la disposicion
de los secundarios, se podria haber dado un patréon de recurrencia en los sitios
residenciales. Por otra parte, el hallazgo de algunas rocas siliceas provenientes de
regiones vecinas estaria indicando relaciones de intercambio con otros grupos
sociales, con lo cual los autores proponen a esta region como una “frontera
blanda” de interaccion en sentido norte-sur y este- oeste (Martinez et al., 2008-
2009).

A partir de este contexto, presentado segun las poblaciones que habitaban
la region donde se encuentra localizado Paso Alsina 1, puede inferirse que la
estructura de entierro se generé como parte de un proceso social regional a raiz
de un incremento en la densidad demografica, una menor movilidad residencial,
una circunscripcion espacial de los diversos grupos y cambios en el modo de
comportamiento funerario, que se evidencian con un intenso tratamiento de los
restos (desarticulacion y desprendimiento del material blando asociado al hueso,

ademas del pintado de los mismos con colorantes rojos) (Flensborg et al., 2013).
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Tabla 2. Descripcidon de las muestras analizadas para Paso Alsina 1. La informacion fue

provista por el Dr. Martinez y el Dr. Flensborg

N° de Pieza Sexo
Muestra | catalogo Entierro Craneo dental® morfologico
PA1 19 4 6 3 MSD Masculino
PA2 18 6 30 3 MSD Masculino
PA3 20 7 K 3 MID Masculino
PA4 1 2 4 3 MSD Femenino
PA5 2 5 17 3 MSI Masculino
PAG 3 7 12 3 MII Femenino
PA7 4 10 8 3 MID Masculino
PA8 5 10 9 3 Ml Masculino
PA9 6 10 26 3 MSD Indeterminado
PA10 7 10 34 3 MSI Femenino
PA11 8 1 18 3 MSD Femenino
PA12 9 8 14 2 MSD Masculino
PA13 10 4 20 2 MID Indeterminado
PA14 11 9 21 3 Ml Femenino
PA15 12 10 24 1 MSI Indeterminado
PA16 13 10 27 1 MSD Indeterminado
PA17 14 10 35 2 MSD Masculino
PA18 15 1 42 2 MSI Femenino
PA19 16 8 53 3 MSI Femenino
PA20 17 2 22 3 MSD Femenino

A Para las piezas dentales el numero indica la posicion seguido de M=Molar, Ubicacion: S=superio,
I=inferior y la lateralidad: I=zquierda, D=derecha

4.2.3 Muestras de Patagonia

Se considera region Patagonica al territorio situado al sur de los Rios
Barrancas y Colorado, contando con una superficie aproximada a los 800.000 km
2. Incluye a las provincias del Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz y el
Territorio Nacional de Tierra del Fuego, como asi también los partidos

bonaerenses de Villarino y Patagones. De esta zona geografica se tuvo acceso a
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diferentes regiones ecoldgicas enumeradas de este a oeste y en nivel creciente de

altitud, comenzando por la Coasta Atlantica, la Meseta Patagodnica y la region

4.2.3.1Regidn de la Cordillera Patagénica

El sitio Alero Santos Salina (42° 48 27’ Lat. Sy 71° 63’ 56” Long. O) se
encuentra en las cercanias del Rio Desaguadero en el Parque Nacional Los
Alerces (Esquel, Provincia de Chubut). En los afios 1990/1991 se hallaron restos
de al menos 5 individuos adultos y subadultos que presentaron diferentes grados
de completitud y preservacion. Los dos individuos analizados en esta tesis RT9
LA1 y RT9 LA 2 (Tabla 3) son adultos de sexo masculino que no presentaron
modificacion artificial del craneo. Un fechado radiocarbonico realizado sobre el

Individuo 1 arrojo una antiguedad de 1303 + 45afos AP.

Tabla 3. Descripcion de las muestras del sitio Alero Santos Salina

' PIEZA SEXO DATACION
MUESTRA| CODIGO |DENTAL?| MORFOLOGICO| (afios AP)
LA 1 RTO-LA-1 [2PMSI |-
LA 2 RT9-LA2 [21ID

A Para las piezas dentales se asigné: PM= premolar; I= incisivo; C= canino; M= molar.
La segunda letra indica S=superior; I= inferior y por ultimo la lateralidad: I=izquierda;
D= derecha

4.2.3.2 Regidn de la Costa Atlantica de la Patagonia

Esta region ecolégicamente pertenece al matorral xeroéfilo mixto, presenta
todas las caracteristicas ambientales de la meseta central patagdnica y se inscribe
dentro de la provincia fitogeografica de estepa arbustiva (Castro ef al., 2003). Esta
asociada a condiciones de aridez o semiaridez con precipitaciones anuales

cercanas a los 200 mm.
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Los sitios arqueoldgicos descriptos para esta region son en su mayoria de
superficie y a cielo abierto, ubicados cercanos a la costa y en las zonas de
médanos. En consecuencia estan muy expuestos a varios agentes erosivos. En el
area la expansion urbana moderna, junto a la ampliacion de la red vial y la
construccion de plantas industriales, contribuyeron a la destruccién de algunos de

los sitios arqueoldgicos que se encontraban en la costa (Gomez Otero, 2006).

En la Costa Atlantica de Patagonia las ocupaciones humanas se
incrementaron durante el Holoceno Tardio, como indica el aumento notorio del
registro arqueologico de ese periodo (Bernal, 2008). Durante el mismo, segun
Gbémez Otero (2006) se habria dado una reduccion de la movilidad del area
residencial, lo cual puede sustentarse con la aparicion de zonas formales de

entierro.

En particular, la urbanizacion de la localidad de Rada Tilly (45° 55’ 49,7 lat.
Sy 67° 33 16,4” Long. O), (Fig. 14) ha ido dejando al descubierto diferentes
evidencias arqueoldgicas: concheros, lineas de fogones y enterratorios humanos
que podrian dar cuenta de la historia de los pueblos que habitaban la region (ver
descripcion de alguno de los rescates en Gordén et al., 2014). Esos hallazgos
fortuitos fueron recolectados en diferentes acciones de salvataje y se han ido
depositando en el Museo Regional de Rada Tilly. La coleccion que se estaba
formando, se encontraba en un estado precario de preservacion, por lo que un
grupo de antropologos de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la
Universidad Nacional de La Plata realizaron labores de acondicionamiento de la
coleccion y difusion sobre la conducta ante posibles nuevos hallazgos (Béguelin
et al., 2010).

De esta coleccion se analizaron piezas dentales de 6 individuos (DB1-DB6)
descriptos en la Tabla 4. En el 2014, Gorddn et al. realizaron estudios de is6topos
estables y fechados radiocarboénicos ('*C) en 5 de los individuos analizados en
este estudio, ubicandolos en un periodo cronolégico que abarca gran parte del
Holoceno Tardio entre 2955 + 51 anos AP y 334 + 36 afios AP.
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La costa patagonica se caracteriza por la diversidad de recursos
alimenticios tanto de origen marino (moluscos, peces y mamiferos marinos) como
terrestres (guanacos, aves, plantas silvestres, roedores y semillas). En base a
registros zooarqueoldgicos y a analisis de isétopos estables obtenidos para
laregiodn, se postulé que los grupos que la habitaban desarrollaron una estrategia
de movilidad que incluia el interior del continente como un espacio al que se
recurria en busca de recursos terrestres segun los ciclos reproductivos de las
presas y sus periodos migratorios. Se trataba entonces de grupos con amplios

rangos de accién (Gordén et al., 2014).

Tabla 4: Descripcion de las muestras de Rada Tilly analizadas.

Pieza Sexo Datacion
Muestra Cddigo dental® morfoldégico | (afos AP)
DB1 RT3-AA CSl — —
DB2 RT8-ESC |3 MSD |Masculino 1306 + 48
DB3 RT7-BJ 3 MSI Masculino 1355 + 49
DB4 RT4-MY |3 MID |Indeterminado |334 + 36
DB5 RT2-SG 3 Mil Femenino 1392 + 46
DB6 RT5-BB 211D masculino 2944 + 51

A Para las piezas dentales se asign6: PM= premolar; I= incisivo; C= canino; M=
molar. La segunda letra indica S=superior; I= inferior y por tltimo la lateralidad:
I=izquierda; D= derecha

La costa patagonica se caracteriza por la diversidad de recursos
alimenticios tanto de origen marino (moluscos, peces y mamiferos marinos) como
terrestres (guanacos, aves, plantas silvestres, roedores y semillas). En base a
registros zooarqueoldgicos y a analisis de isétopos estables obtenidos para
laregion, se postulé que los grupos que la habitaban desarrollaron una estrategia
de movilidad que incluia el interior del continente como un espacio al que se
recurria en busca de recursos terrestres segun los ciclos reproductivos de las
presas y sus periodos migratorios. Se trataba entonces de grupos con amplios

rangos de accién (Gordén et al., 2014).
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La gran movilidad que presentaban ademas, podria estar relacionada a
redes de intercambio con regiones alejadas geograficamente, como lo evidencia el
caso de la costa de Golfo Nuevo (noreste de Chubut) donde se hallaron artefactos
de obsidiana proveniente de un sitio precordillerano de Santa Cruz (Gémez-Otero
et al., 2006) o por ornamentos de bronce provenientes del NOA, encontrados en

los entierros (Gémez Otero et al., 2003).

4.2.3.3 Region de la meseta patagdnica

La regidn de la meseta patagonica extra andina es una zona esteparia, con
escaso régimen de lluvias y tiene como limite este el océano Atlantico. Sin
embargo, los rios que la cruzan con sus cursos en sentido oeste a este hasta la
Costa Atlantica, conforman excelentes, sitios para la ubicacion de poblaciones que

aprovechan de sus recursos.

Para el sudoeste de Chubut y noroeste de Santa Cruz durante el Holoceno
tardio se habrian dado condiciones de mayor aridez que en el Holoceno Medio,
disminuyendo las zonas con disponibilidad de agua, lo que habria conducido a una
reorganizacion de los asentamientos humanos en torno a las fuentes de agua y en
consecuencia a una disminucion en la movilidad residencial (Gofii, 2000). Esta
region presenta una diversidad de rios importantes como el Rio Mayo y el Rio
Pinturas. En los cafiadones formados en torno a los mismos se formaron cuevas y
aleros Optimos para el uso como abrigos y lugares de vivienda para las

poblaciones que habitaban la region (Gradin et al., 1976).

Estos grupos humanos eran cazadores recolectores con posibles circuitos
de movilidad estacional y un gran rango de accion (Gradin et al., 1979). Para esta
region Cueva de Las Manos, segun Gradin y Aguerre (1999) habria sido la
“cabecera” de un grupo de sitios dispuestos geograficamente cercanos entre si y
proponen que el Alero Mazquiaran podria ser ejemplo de ellos y haber albergado a

un grupo humano pequefio.
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4.2.3.3.1 Sitio Alero Mazquiaradn, sudoeste de Chubut

El sitio Alero Mazquiaran (ubicacion: 45° 44’ 15” Lat. Sy 70° 25’ 9” Long. O)
es un ejemplo de lo mencionado anteriormente. Se encuentra localizado en la
estancia Don José en Rio Mayo, al sudoeste de la Provincia de Chubut. Esta
ubicado en un abrigo rocoso en una de las extremidades de un cafadon. En esta
region se hallé un entierro multiple compuesto por restos esqueletales de 5
individuos, mas paquetes de huesos de fauna y escasos objetos liticos. Las
campanas para recuperar los restos encontrados en el lugar fueron llevadas a
cabo por la Dra. Pérez de Micou y la Dra. Aguerre durante el periodo 2004 — 2005
(Pérez de Micou, 2009).

Para este trabajo, se cuenta con fragmentos de costilla de dos individuos
(AMZ 1 y AMZ 5, Tabla 5). El entierro del individuo AMZ 1 pareceria ser
secundario y el individuo AMZ 5 se encontr6 en el estrato inferior y estaba

envuelto en un poncho, conservado en buen estado (Fig.16)

Sector Sur — ) [ Sector Norte
|) !

Figura 16. Imagen tomada y modificada de Bernal y Aguerre (2009) en la que se muestra la

disposicion en el entierro de los esqueletos analizados en este estudio.
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Los analisis de is6topos estables realizados indicaron que los individuos

parecerian haber consumido una dieta con base en recursos terrestres, al igual

que lo evidenciado para otros estudios similares en muestras patagonicas.

Ademas no se encontraron caries lo que estaria indicando una dieta con bajas

proporciones de azucares y almidon (Bernal y Aguerre, 2009).

Por su parte, lo fechados radiocarbdnicos obtenidos para los coirones

(especie cespitosa de la familia de las gramineas) que cubrian el entierro y para el

poncho de lana que cubria al individuo hallado en la parte mas inferior indicarian

una edad de 210 +70 afios AP y 212 + 35 afos AP respectivamente, lo que

ubicaria a estas muestras entre el ultimo siglo de la etapa colonial y la formacién

del Estado Nacional (Pérez de Micou, 2009). Los entierros con presencia de

textiles y adornos de metal, patron descripto para otros entierros de la region,

denotan la coexistencia de araucanos con tehuelches (Bernal y Aguerre, 2009).

Tabla 5: Descripcidn de las muestras analizadas del Alero Mazquiaran

* corresponde a los individuos descriptos por Bernal y Aguerre (2009)

4.2.3.3.2 Sitio Canadon del Rio Pinturas, Santa Cruz

Sexado Pieza Sitio
Muestra | Descripcién* morfoldgico esqueletal Arqueoldgico
AMZ1 individuo 1 Masculino costilla Alero Mazquiaran
AMZ5 |individuo 5 Masculino costilla Alero Mazquiaran

La Cueva de Las Manos de la estancia Alto Rio Pinturas, al noroeste de la

provincia de Santa Cruz, es considerada como uno de los sitios mas relevantes a

nivel arqueoldgico de la Patagonia por el arte rupestre que presenta. Este sitio fue
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mencionado por primera vez por el Padre de Agostini en 1941 y luego a partir de
la década del 70’ intensamente estudiado por el Dr. Gradin y la Dra. Aguerre
(Gradin et al., 1976).

En esta region del curso medio del Rio Pinturas los autores antes
mencionados hallaron un enterratorio multiple de tipo “chenque” en las
proximidades del Puesto El Rodeo (46° 53’ Lat. S y 70° Long. O), ubicado en la
margen derecha del cafiadén. El entierro estaba compuesto por 3 individuos, en
diferentes estratos y aparentemente de diferentes temporalidades. El Esqueleto 1
es el mas superficial, se encontraba envuelto en cuero o “retobo” lo que ayudoé a
mantener su preservacion. Por debajo del mismo se encontraba el Esqueleto 2
cubierto por restos de vegetacion los cuales fueron datados en 1280 + 90 afios
AP. Unos 30 cm mas abajo, yacia el Esqueleto 3 en condiciones de preservacion
muy precarias. El carbén encontrado en el mismo estrato fue datado en 4860 *
150 afos AP.

En esta tesis se analizaron una pieza molar de los esqueletos 1y 2, y un
fragmento de costilla del individuo 3. Ademas se incluyd en los analisis un molar
de un individuo de la misma region del Rio Pinturas, sin fechado ni contexto (Tabla
6).

Tabla 6. Muestras analizadas de la region del Rio Pinturas

PIEZA

MUESTRA | DESCRIPCION | ESQUELETAL2 SITIO ARQUEOLOGICO

Canadon Rio Pinturas, El Rodeo,
RP1 INDIVIDUO 1 3 MID Santa Cruz

Alto Rio Pinturas, El Rodeo, Santa
RP2 INDIVIDUO 2 3 MSD Cruz

FRAGMENTO DE |Canadon Rio Pinturas, El Rodeo,

RP3 INDIVIDUO 3 COSTILLA Santa Cruz

Perito Moreno, Rio Pinturas, Santa
RP4 |- 3 MSD Cruz

A Para las piezas dentales: son 3° molares (M), I=inferior; S= superior y D=derecho
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4.3 Permisos y consideraciones sobre las muestras analizadas

4.3.1 Muestras de Puna Jujeiia

La autorizacion para el analisis de las muestras procesadas de Puna de la
coleccién Doncellas del Museo Etnografico “Juan B. Ambrosetti” de la Facultad de
Filosofia y Letras de la Universidad de Buenos Alres fue obtenida por el Dr.
Cocilovo quien en el marco del proyecto FONCYT (PICT: 02210/07) “El
Poblamiento Antiguo del Area Andina Centro Meridional. Origen y Evolucién de las
Poblaciones Nativas: Interacciones Biosociales, Aislamiento, Dispersién vy
Diferenciacion”, y en forma conjunta con la Dra. Fuchs realizaron paralelamente un
analisis morfolégico de los craneos ademas de obtener las dataciones que se
incluyen en estas tesis. Las piezas cuyo analisis ha concluido han sido restituidas

a la coleccion del Museo Etnografico con el correspondiente informe de analisis.

4.3.2 Muestras transicion Pampa y Patagonia

El Dr. Gustavo Martinez es responsable del estudio del sitio arqueoldgico
Paso Alsina 1 y cuenta con los permisos correspondientes. En conjunto con el Dr.
Gustavo Flensborg, solicitaron el analisis genético de las muestras antes

mencionadas.

4.3.3 Muestras de la Patagonia

Las muestras fueron recuperadas en el marco de los proyectos “Estudio
integral del poblamiento prehistérico e historico del Parque Nacional Los Alerces y
Analisis del Poblamiento Prehistoérico e Histérico del Parque Nacional Los Alerces.
(Area del valle del Rio Desaguadero)- Secretaria de Ciencia y Técnica de la
Universidad Nacional de la Patagonia SJB, de Comodoro
Rivadavia/Administracion de Parques Nacionales- 1985/1999" dirigido por la Lic.

Gloria Arrigoni.
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Las muestras de Rada Tilly obtenidas fueron cedidas gentilmente por la Lic.
Gloria Arrigoni quien es responsable de la seccion Arqueologia del Museo

Regional de Rada Tilly.

Las muestras del Alero Mazquiaran fueron cedidas para realizar estudios
genéticos por la Dra. A. M. Aguerre quién recolecto las miesmas en el marco de
los proyectos de investigacidon “Arqueologia, paleoambiente y antropologia
biolégica de Patagonia Central, Argentina” (PIP 02466- 2004) e “Investigaciones
interdisciplinarias del Holoceno Tardio en Patagonia Central: arqueologia,

antropologia bioldgica y geologia” (PICT Agencia 01527).

Las muestras procedentes del sitio Puesto El Rodeo y Rio Pinturas fueron
recolectadas por C.J. Gradin y A.M. Aguerre durante los afios 1985-1988 en
trabajos de campo realizados en el marco de Proyectos de Investigacion y
Desarrollo del CONICET (3910801-1985 y 3038100-1988) y de Proyectos de la
Secretaria de Ciencia y Técnica de la Facultad de Filosofia y Letras de la
Universidad de Buenos Aires (SECYT UBA-1985).

Todas las muestras analizadas en esta tesis no han sido reclamadas por
ninguna comunidad originaria hasta el momento, siendo cada uno de los
arqueologos e instituciones mencionadas, los encargados de su cuidado y
proteccion. Adicionalmente, este proyecto fue autorizado y avalado por las
autoridades del Centro de investigaciones (CEBBAD) y por el Comité de Etica de
la Universidad Maimodnides, donde se llevaron a cabo los estudios de la presente

tesis.

4.4 Seleccion de las muestras

En los estudios de ADNa pueden emplearse diferentes materiales
biolégicos para obtencidén del mismo, aunque las mas frecuentes son los huesos
largos de las extremidades y las piezas dentales. Estos restos esqueletales

presentan un proceso de descomposicion post-mortem diferencial respecto a otras
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partes del cuerpo, conservando mejor el ADN, probablemente por la menor
humedad que retienen y la barrera fisica que presentan contra microbios por su

mayor proporcion de cristales de hidroxiapatita (Gilbert et al., 2005).

Los huesos presentan mayor porosidad que los dientes por lo cual en los
procedimientos de extraccion de los mismos en del sitio arqueoldgico o en el
mismo laboratorio, si se realizan lavados de la superficie de las piezas para
limpiarlas se corre el riesgo de arrastrar material genético exégeno hacia su
interior. Por lo tanto, existe un consenso en que el uso de piezas dentales es mas
adecuado, siempre que sea posible, por ser donde el ADN se preserva mejor (Pilli
et al., 2013; Cardozo et al., 2014).

El mayor problema asociado a la seleccion de piezas dentales para analisis
de ADNa es la poca cantidad de dentina disponible debido al tamano de los
dientes y la necesidad de conservacion de estas partes esqueletales para otros
estudios bioantropologicos, relacionados con dieta, estado de salud bucal vy
determinacién de la edad. Una posible solucion a estos problemas es la utilizacion
de terceros molares, que son las piezas dentales de mayor tamano y suele ser la
menos utilizada en los estudios bioantropoldgicos. Puede suceder que en los sitios
arqueoldgicos no se cuente con la presencia de piezas dentales, que éstas estén
en mal estado o que la corona se haya deteriorado. En esos casos se procede a la
seleccién piezas Oseas, preferiblemente los ya sefialados. En consecuencia
siempre es necesario realizar una evaluacion anterior al muestreo y seleccionar
las piezas en relacion a la disponibilidad y el estado de conservacion con el fin de

aumentar las posibilidades de éxito en la tipificacion genética de cada individuo.

Por todos estos motivos, para esta tesis se seleccionaron piezas dentales
(especialmente terceros molares siempre que fuera posible y en su defecto
premolares), teniendo en cuenta el estado de preservacion de la corona y la
ausencia de caries. En el caso en que éstas no estaban disponible en buen estado
o estaban ausentes, como es el caso de la coleccién a cargo de la Dra. Aguerre
se decidié tomar una muestra de costilla (generalmente la mas pequena) o un

fragmento de ella en algunos individuos.
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Capitulo 5: Metodologia empleada en el estudio de ADN a de
las muestras prehispanicas

106



5.1 Medidas de prevencion de contaminacion en el laboratorio de

ADNa

En este trabajo se tomaron las precauciones necesarias para el trabajo con

ADNa propuestas por Kemp y Glenn-Smith, (2010), Crespo et al. (2010), Pickrell y

Reich, (2014). Existe un consenso generalizado sobre los recaudos a tener en

cuenta antes de realizar el analisis genético de restos arqueoldgicos:

1

2

3

Es necesario que el laboratorio donde se manipulan las muestras antiguas
esté separado del laboratorio donde se realizan las técnicas de PCR y el
lugar de procesamiento de los resultados obtenidos. A su vez este
laboratorio debe estar aislado de aquel donde se realizan analisis de ADN

humano actual.

Todo el material utilizado dentro del laboratorio debe ser previamente
lavado con hipoclorito de sodio al 6%, alcohol al 70% e irradiado por al
menos 45 min. de cada lado con luz UV?® (Fig. 17). El agua para limpiar las
muestras debe ser calidad biologia molecular, al igual que el agua utilizada
para preparar cualquier reactivo necesario. Este procedimiento se realiza
cada vez que va a ser utilizado el material. Los tubos de plastico a utilizar,
si bien vienen libres de ADN directo de fabrica, son previamente
esterilizados en autoclave e irradiados con luz UV. El autoclavado no puede
realizarse en las puntas descartables de las micropipetas denominadas tips,
por lo que solamente son irradiadas, al igual que las capsulas de Petri y las

pipetas Pasteur.

Ademas los investigadores involucrados en el procesamiento de las
muestras deben utilizar la indumentaria adecuada como barbijos, cofias,
doble par de guantes estériles y guardapolvos todo debidamente irradiado

con luz UV para su descontaminacion. Es recomendable, para minimizar las

°E| sistema de luz ultravioleta (UV) transfiere energia electromagnética desde una lampara de vapor de
mercurio al material genético de cualquier organismo, sobre todo microorganismos. Cuando la radiacién UV
penetra en las paredes de la célula destruye la habilidad de reproduccion de la misma.
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4

5

5.2

probablidades de contaminacién, que una sola persona sea responsable del

procedimiento de extraccion, purificacion y amplificacion del ADNa.

Todos los reactivos, soluciones y enzimas fueron preparadas dentro del
laboratorio de ADNa. Los equipos de reactivos comerciales empleados
también fueron abiertos y utilizados exclusivamente en el laboratorio de
ADNa.

Todo el personal del laboratorio de ADNa fue tipificado para los marcadores
estudiados en este trabajo con el fin de comparar los perfiles genéticos
obtenidos de las muestras y asi poder validar los resultados. Ademas al
personal del area de gendmica del INTA (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropuecuaria) donde se enviaron las muestras de ADNmt para su
secuenciacion, se les solicitaron los perfiles de los controles utilizados en el

procedimiento.

Criterios de control y autenticacion de los procedimientos y

resultados de ADNa

Como se mencioné en el punto anterior, el continuo control de posibles

eventos de contaminacion es de crucial importancia en estudios con material
antiguo, sobre todo como primer método para validar los resultados obtenidos. A
continuaciéon se describiran algunos conceptos y criterios a tener en cuenta

utilizados a la hora de realizar estudios en arqueogenética:

1) Para cada muestra se realizé un control “blanco” como testigo en cada

protocolo de extraccion, con los mismos reactivos y procesos utilizados en

las mismas pero sin la alicuota de ADN.

2) Para evitar contaminaciones cruzadas entre las muestras, cada una de ellas

fue extraida por separado, y se utilizaron al menos tres protocolos de
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extraccion distintos con las distintas alicuotas del polvo obtenido para cada

una.

3) En cada amplificacion por PCR se realizdé un “blanco” de reaccién como
testigo de posible contaminacidén en la mezcla de reactivos de esta técnica.
Ademas en cada amplificacion realizada se involucraron los blancos de
extraccién de cada muestra para evidenciar si hubo contaminaciéon durante
la obtencién del ADN o si alguna de las soluciones utilizadas en esa parte

del procedimiento poseia restos de ADN.

4) Ademas, para corroborar que la amplificaciéon por PCR y los reactivos
utilizados, como por ejemplo los cebadores, hayan funcionado una vez
preparados los tubos con las muestras de ADNa, en el laboratorio de ADN
moderno se prepararon controles con ADN de muestras actuales, y se

incorporaron en la reaccion de amplificacion.

5) Se tomaron como resultados validos para cada muestra aquellas
tipificaciones por RFLP que hayan sido idénticas en al menos dos
extracciones. Para los 3 segmentos solapantes de la HVR | se utilizaron
aquellos que sus mutaciones se reproducian en al menos dos extractos
diferentes. Esto se realizé para evitar incorporar mutaciones erréneas, ya
sea por falla de lectura durante la secuenciacion o por dafio post-mortem a

las bases.

5.3 Metodologia empleada para la obtencion y andlisis de ADNa

En las investigaciones que emplean material arqueoldgico no se utilizan los
mismos protocolos en todos los laboratorio, generalmente éstos dependen del tipo
de material a analizar. Si bien ciertas condiciones deben cumplirse estrictamente,
muchas practicas relacionadas con el proceso de descontaminacion de las piezas,
la extraccion y método de obtencién del ADN de los tejidos y su tipificacion

posterior pueden variar. La utilizacion diferencial de protocolos puede ocurrir
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incluso dentro de un mismo laboratorio segun las condiciones de cada muestra.
Por esta razon la puesta a punto de los protocolos es una tarea constante que se
debe precisar antes de cada estudio, y se debe ir ajustando a medida que se va

observando el rendimiento de los mismos.

En los estudios de ADNa, a diferencia de los trabajos con poblaciones
actuales, cada muestra es tratada individualmente, requiriendo un procedimiento

especifico y laborioso.

5.3.1 Preparacion de la muestra. Las superficies de las piezas dentales fueron
descontaminadas sumergiéndolas por 5 minutos (min.) en hipoclorito de sodio al
6% en un tubo Falcon de 15 ml. Luego se enjuagaron varias veces con agua
calidad biologia molecular y se colocan en una caja de petri estéril, dentro de una
campana aislada que posee luz UV para irradiarla durante 45 min. de cada lado
(Fig.17).

Figura 17. Laboratorio de ADNa irradiandose con luz UV todo el cuarto. Ademas dentro de la

campana de trabajo existe otra lampara UV donde se irradia el material a utilizar.
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Este primer paso se realiza para eliminar posibles fuentes de contaminacion
con ADN exdgeno como puede ser el proveniente de los investigadores que
manipulan las muestran, o el ADN de microorganismos propios del suelo donde

estaban depositadas.

A continuacién se procedio a la obtencion del polvo de dentina. Para ello
cada pieza es sujetada con una morsa previamente tratada para eliminar ADN
exdégeno contaminante. Se realizd un corte transversal en la uniéon de la corona
con la raiz empleando un disco de corte de 23,8 mm con un minitaladro Dremel
3000 y se procedio al desbaste de la pulpa del interior de la pieza utilizando la
misma herramienta pero esta vez con una fresa de punta fina (figura 18). El polvo
que se iba obteniendo fue recolectado en tubos Eppendorf de 1,5 ml estériles e
irradiados. Las alicuotas fueron de entre 70 a 100 mg de polvo, y se obtuvo en
total un promedio de 400 mg por muestra. Este paso facilita la obtencion del
material genético durante el procesamiento posterior ya que al obtenerse polvo se
aumenta la superficie de contacto con las soluciones de extraccion. Una vez
finalizada la recoleccion del polvo de dentina, las muestras fueron conservadas en
bolsas herméticas descontaminadas a -20°C en un freezer propio del laboratorio
de ADNa.

Para el caso de los fragmentos de costilla, la superficie primero fue pulida
con un minitaladro Dremel 3000 para eliminar la capa mas externa. Sobre todo
porque presentaba una capa de laqueado realizado previamente por el personal
encargado de la coleccién. Luego fue lavada muy suavemente con un hisopo con
lavandina al 6% y enjuagada con agua calidad biologia molecular. De las costillas
enteras se obtuvo una porcién de aproximadamente 200 mg cortando con el
mismo minitaladro. Ese fragmento fue congelado a -80°C y luego pulverizado en
mortero de ceramica previamente esterilizado e irradiado. Al exponer la pieza a
temperaturas de congelamiento, se favorece la cristalizacion de las moléculas que
conforman el hueso facilitando la pulverizacion. En el caso en que solo se contaba
con un fragmento de costilla, se realizé el mismo procedimiento pero con el total

de la muestra. El polvo obtenido fue recolectado en tubos Eppendorf estériles en
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alicuotas de 100 mg aproximadamente y preservadas del mismo modo en que fue

descripto para las piezas dentales

Corte en el plano
transversal

a

Dentina

— ..\ Esmalte
= A‘f‘._b_r_"_\ Dentina
)\ /

Corona | )
J / Pulpa Cavidad de la pulpa

| Cemento
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\\ ¥ J R
B \\_‘JQ‘ ".\U/ Dentina desbastada -

Figura 18: a) Esquema del corte que se le realiza a las piezas dentales. b) composicion interna de
la pieza dental. En linea punteada se indica el area de dentina desbastada. Figura tomada y

modificada de Damgaard et al., 2015

5.3.2 Extraccion de ADNEste paso es probablemente el mas importante y

crucial en todo el analisis. Si algun proceso falla, puede reducirse o hasta
destruirse la informacion potencial que ha sido conservada durante mucho tiempo
en la pieza arqueoldgica a analizar y que va a ser utilizada en los proximos pasos.
Por esta razén, se ha generado debate acerca de cual es el método de extraccidon
mas apropiado (Hummel, 2003). En este estudio utilizamos sélo aquellos que

consideramos mas apropiados para el tipo de muestras con el que contamos.

Para cada muestra se realizaron al menos tres extracciones de ADN
utilizando diferentes métodos. Siempre se utilizé para cada extraccion entre 75 y

100 mg del polvo obtenido en el paso anterior. Ademas en cada protocolo de
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extraccion se realizdé un “blanco” como control de contaminacion de extraccion, el

cual fue sometido al mismo procedimiento que la muestra.

Las extracciones de ADN a partir del polvo obtenido se realizan por el
método de fenol — cloroformo — alcohol isoamilico (25:24:1) modificado del
protocolo descripto por Green y Sambrook, 2012 y luego purificados con el equipo
AccuPrep PCR purification Kit (BIONEER). También se implementé un método de
extracciéon que aprovecha el EDTA que se descarta del método de fenol-clorofomo-
Alcohol isomailico. Ademas se han empleado dos equipos comerciales: QlAamp
DNA Investigator Kit (Quiagen) utilizado para investigaciones forenses y Genclean
(MP Biomedicals), ambos basados en extraccion de ADN mediante columnas de
silica. Estos dos ultimos se emplearon siguiendo las indicaciones del fabricante.
La elucion final en todos los protocolos se realizé utilizando agua calidad biologia
molecular en lugar de los buffer propuestos por los kits. Todos los protocolos se

detallan en el capitulo de Material suplementario.

5.3.3 Tipificacion de Haplogrupos del ADNmt mediante RFLP

El descubrimiento de enzimas de restriccion o endonucleasas de origen
bacteriano que cortan el ADN doble cadena en secuencias de 4-8 pb condujo al
desarrollo de la técnica conocida como Polimorfismos de Longitud de Fragmentos
de Restriccion (RFLPs, por sus siglas en ingles) para la obtencién y diferenciacion
de fragmentos del material genético de distinto tamafio. La presencia o ausencia
de sitios de reconocimiento para una enzima en cierto locus se da debido a la
mutacidon de una base nitrogenada y eso en consecuencia determina el tamafno de
los fragmentos en que resultara digerido el ADN. Las diferencias encontradas se

observan mediante electroforesis.

Por su parte, la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) creada por
Mullis et al. (1987) ha permitido un salto cualitativo en los estudios moleculares
dada la posibilidad de duplicar la cantidad de ADN luego de cada ciclo de

amplificacion. Esta reaccioén consiste en ciclos de 3 temperaturas diferentes. La
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primera es la temperatura de deshibridacion de las hebras complementarias de
ADN, la cual generalmente es de 94 o 95°C. Luego la temperatura baja hasta
aquella éptima para la union de los cebadores empleados, dependiendo de la
cantidad de bases C y G que poseen y de su longitud. La ultima temperatura es de
72 o0 73°C y es a la cual se activa la enzima Taq Polimerasa y comienza la
elongacién de las nuevas cadenas sintéticas de ADN. Esta enzima termoestable,
proveniente de una bacteria que vive en aguas termales, conocida como Thermus
aquaticus y al uso de cebadores (secuencia sintética de bases nucleotidicas
utilizadas como inicio para la unidon de mas bases por la polimerasa en la
replicacion de ADN). El numero de ciclos varia dependiendo de la muestra. En el
caso del ADNa al estar posiblemente fragmentado en segmentos pequefios esta
reaccion se deberia realizar entre 35 a 50 ciclos (Hummel, 2014) de modo tal que
los segmentos cortos de entre 150 y 250 pb o menores amplifiquen, debido a que

rara vez el ADN presente en los restos arqueolégicos supera esos tamanos.

Durante el procedimiento de este analisis primero se realizé una asignacion
de las muestras a cada uno de los Hgs amerindios A, B, C y D utilizando los

cebadores publicados por Stone y Stoneking (1993) (Tabla 7).

Tabla 7. Cebadores utilizados para cada Haplogrupo junto a la posicion complementaria del

ADNmt a la cual se ensamblan y el tamario de los fragmentos obtenidos en la amplificacion con los

mismos.
Posicion en el Tamafio del segmento
Hg Cebadores ADNmt amplificado (pb)
A F:5' ACCTCCTCAAAGCAATACACTG 3' 590 - 611 176
R:5' GTGCTTGATGCTTGTTCCTTTTG 3' 743 - 765
B F: 5' ACAGTTTCATGCCCATCGTC 3' 8196 - 8215 121
R: 5' ATGCTAAGTTAGCTTTACAG 3' 8297 - 8316
C F: 5' GCGCCTTACACAAAATGACATCAA 3' 13208 - 13232
R: 5' TCCTATTTTTCGAATATCTTGTTC 3' 13393 - 13416 209
D F: 5' TAACTACTACCGCATTCCTA 3' 5101 - 5120 149
R: 5' AAAGCCGGTTAGCGGGGGCA 3' 5230- 5249
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Luego, al obtener un porcentaje de recuperacion de resultados escaso en
los primeros analisis se procedid a la modificacion del protocolo incorporando
pares de cebadores que amplifican segmentos de menor cantidad de pares de
bases (Tabla 8). Las enzimas de restriccion utilizadas se seleccionaron
dependiendo del SNP de la region codificante del ADNmt especifico de cada linaje
(Tabla 8). El A se define por la ganancia de un sitio para la enzima Hae lll en la
posicion 663; el haplotipo B por la delecién de un fragmento de 9 pb en la regién
intergénica COIIRNAS o region V, por lo que no precisa digestion con enzimas
de restriccion. Por su parte el Hg C por la pérdida de un sitio para la enzima Hinc
Il en la posicidn 13259 y el D por la pérdida de un sitio para la enzima Alu | en la

posicion 5176.

La reaccion de amplificacién por PCR para cada uno de los 4 Hgs se realizo
en un volumen final de 12,5 ul conteniendo: 1x de GoTag® reaction buffer, 1,5 mM
de MgCl;, (Promega), 0,2mM de cada dNTP (thermo Scientific), 0,8 uM de cada
cebador (Invitrogen) (Tabla. 7), 1,25U de GoTag® DNA polymerase (Promega) y 5
ul de ADNa.

El programa de amplificacién por PCR utilizado consiste en: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min. seguido de 45 ciclos de 3 pasos cada
uno: i. 45 segundos a 94°C, ii. 45 segundos a 53°C para el anidamiento de los
primers al ADN molde desnaturalizado vy iii. 45 segundos a 73°C para que la Taq
Polimerasa comience a fabricar o elongar las nuevas hebras de ADN. Por ultimo

se realiza un ultimo paso de extension de la elongacion durante 5 min. a 73°C.

Para las amplificaciones realizadas de cada Hg primero se corroboré el
buen desarrollo de la reacciéon sometiendo las muestras a electroforesis’® en gel
de agarosa al 1%. A continuacion, aquellas muestras que presentaban banda de
ADN fueron digeridas con la enzima de restriccion adecuada (Tabla 7) para los

Hgs A, C y D. Este procedimiento consistié en la adicién, a cada tubo de muestra

"% a electroforesis es una técnica en la cual utilizando soportes solidos como geles de agarosa,
geles de poliacrilamida o placas de acetato de celulosa, permite separar biomoléculas
esencialmente por su forma y tamafo , sometiéndolas a un campo eléctrico.
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amplificada, de 10 ul de una solucién de digestion que contiene: el buffer 5X de
estabilizacion provisto con cada enzima, 1 unidad de enzima de restriccion y agua
calidad biologia molecular. Esta mezcla se dejo incubando a 37°C durante toda la

noche.

Tabla 8. Enzima de restriccion y cebadores utilizados en RFLP para cada haplogrupo junto

al tamafio del segmento amplificado y los tamafios de los frgmentos generados por el corte con

dichas enzimas.

Marcador
Hg  Estudiado' Cebadores Bibliografia Segmentos (pb)
A Haelll + 663 F:628-648 y R: 688-707 Fehren-Schmitz et al., 2010~ 80 (35 y 45)*
B Del 9pb F:8250 y R:8289-8310 creado por nuestro equipo 61 0 52 con delecion
C  Hincll - 13259 F:13177-13195 y R:13265-13289  Fehren-Schmitz et al., 2010 113 (82 y 31)*
D Alul-5176 F:5112-5137 y R:16185-5207 Fehren-Schmitz et al., 2010 96 (31+65)*

1. El simbolo indica la presencia (+) o ausencia (-) del sitio de corte para cada enzima de restriccion.
* Se describe el tamario del fragmento total y entre paréntesis el tamaiio de cada fragmento si esta presente el sitio
de restriccion para cada enzima.

La tipificacion de los Hgs culmina con la electroforesis de las digestiones
enzimaticas de A, C y D, y el amplificado del Hg B durante 60 a 90 min. en geles
de poliacrilamida’ al 12%. Este tipo de gel, a diferencia de los de agarosa,
permiten una resolucion y discriminacion entre bandas que se diferencian hasta
por una sola base nucleotidica. Estd compuesto por: una proporcion 29:1 de
acrilamida — bisacrilamida, buffer TBE 10X, agua calidad biologia molecular,
Persulfato de Amonio (APS) al 10% y N,N,N,N'-tetrametilen-diamina (TEMED, Life

Technologies) al 1%.

"Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizaciéon del mondmero acrilamida y del mondmero
intercalador N,N'-metilen-bis-acrilamida. Estos dos compuestos en presencia de oxigeno, APS y TEMED
generan un polimero poroso por el cual tendran que migrar las moléculas de ADN dependiendo de su
estructura, tamano y carga electrénica. Las concentraciones de los reactivos varian de acuerdo a la necesidad
del estudio.
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5.3.4 Secuenciacion de la HVR I de la region control del ADNmt

Sanger et al. (1977) propusieron un método de secuenciaciéon de ADN
determinando la secuencia de bases nucleotidicas de fragmentos de hasta
aproximadamente 200 pb. Esta técnica se basaba en la sintesis de hebras hijas
marcadas en su extremo y que difieren en longitud por un nucléotido. Esto se
lograba utilizando una enzima polimerasa proveniente de la bacteria E.coli y 2',3'-
didesoxirribonuclétidos (ddNTP), que a diferencia de los nucléotidos normales
(dNTPs), carecen de un grupo hidroxilo 3' y en consecuencia, no generan un
enlace fosfodiéster con el dNTP siguiente finalizando la cadena (figura 19). Los
ddNTPs ademas, estaban marcados y de este modo las hebras que se iban
formando se podian detectar mediante electroforesis (Hummel, 2003; Lodish et al.,
2005).

(a)
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DNA polymerase
+ dNTPs (100 uM
/ 1 (b
+DideoxyA / #DidecxyG| | +DideoxyT \ *DideoxyC 5 9PTAGCTGACTCY
HuM)/ (uM) [ (1uM) \ (TeM) 3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA
/ 4oL \
L vy e DNA polymerase
—A —6 —i —C +dATR, dGTR, dCTR, dTTP
Electroforesis +ddGTP in low concentration
—A —G —T —C
' 2P.TAGCTGACTCAG3
—A ——G —T — ' ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA
+
'R TAGCTGACTCAGTTCTCG3

5
3
5
o % o o 3 SAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA
5 “RTAGCTGACTCAGTTCTCGATAACCCG3
3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA

- Denature and separate by electrophoresis

Figura 19: Tomada y modificada de De Necochea Campion et al. 2004. Ejemplificacion de

la adicién de ddNTPs a las hebras complementarias en formacién para la secuenciacion de ADN.
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Con el tiempo las técnicas de secuenciacion fueron mejorando y se
automatizaron, obteniendo como resultado un mayor numero de secuencias en
simultaneo y de fragmentos con mayor longitud pero el fundamento de este nuevo
mecanismo es el mismo que el propuesto por Sanger et al. La diferencia primordial
es que las cadenas de ADN que se van formando adhieren marcadores
fluorescentes de terminacibn y en consecuencia pueden ser detectadas
automaticamente por un haz de luz mientras que el patron que se va obteniendo
es codificado por un programa de computadora. Ademas el tamano de los
fragmentos obtenidos pasé a ser de 500 a 1000 pb. Esto permitié estudiar varias
mutaciones en paralelo aumentando la resolucion y afinando las comparaciones

entre poblaciones.

Habiendo realizado una breve introduccion a la metodologia existente para
la secuenciacion de ADN, para obtener secuencias de la region HVR | del ADNmt
en este estudio, se procedié con la amplificacién por PCR de esta region en tres
fragmentos solapados de menos de 200 pb que comprenden desde la posicion
15984 a la 16410 del genoma mitocondrial utilizando los cebadores: F15984 (5'-
TAG CAC CCA AAG CTA AGA TTC TAA T-3' modificado a partir de F15989,
Gabriel et al., 2001) y H16167 (Ricaut et al., 2004); L16120 (Adachi et al., 2004) y
R16239 (lvanov et al., 1996); F16204 (5'-GCA AGT ACA GCA ATC AAC CCT-3,,
disefiado por nuestro equipo de trabajo) y R16410 (Gabriel et al., 2001).

El protocolo que emplea estos cebadores fue aplicado luego de realizar las
primeras amplificaciones de las secuencias con otros que ya estaban siendo
utilizados por el equipo y se basaba en la amplificacion de 2 fragmentos
solapantes mas largos (Tabla 9) y por tanto mas dificiles de obtener en el material
antiguo, por lo que el rendimiento de los resultados era desfavorable, y en

consecuencia se desestimo su uso.
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Tabla 9. Cebadores utilizados en los primeros fragmentos de secuenciacion de HVR | del
ADNmt

Tamatio del
Segmentos Posicion en el segmento
de HVYR1 Cebadores* ADNmt amplificado
1 F:5' CCCAAAGCTAAGATTCTAAT 3' 15989 - 16008 270
R:5' TGGCTTTGGAGTTGCAGTTG 3' 16239 - 16258
) F: 5' CCCCATGCTTACAAGCAAGT3' 16190 - 16209 21
R: 5' GAGGATGGTGGTCAAGGGAC 3' | 16391 - 16410

*Cebadores tomados de Carnese ef al., 2010.

El cebador F16204 se disend utilizando el programa Primer3 disponible en

http://simgene.com/Primer3 y luego la funcion primer-BLAST disponible en

http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed para su corroboracién de pegado especifico a la

porcion HVR | en humanos.

Las reacciones de PCR esta vez se llevaron a cabo para cada uno de los 3
segmentos en un volumen de 25ul conteniendo: 1X de Hot Start PCR Buffer
(Thermo SCIENTIFIC), 2mM de MgCl, (Thermo SCIENTIFIC), 0,4uM de cada par
de cebadores (Invitrogen), 0,2mM de cada ANTP (Thermo SCIENTIFIC), 1U de
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo SCIENTIFIC) y 5ul de la muestra
de ADNa como templado. En cada amplificacion se incluyeron los “blancos” de
extraccion, un “blanco” de reaccion de PCR y los controles modernos ya

mencionados.

Para la PCR de amplificacion se utilizé un programa de: 1 ciclo de 5 min a
94°C, seguido de 45 ciclos compuestos por tres pasos: i. 45 seg. a 94°C, ii. 45
seg. a 54°C, iii. 45 seg. a 72°. Para finalizar se realiz6 un ultimo paso de extension

de la elongacién por 7 minutos a 72°C.

5.3.5 Preparacion de la muestra para secuenciacion de HVR I

Para observar los productos de amplificacién se realizé una electroforesis

en geles de agarosa al 1% y una cuantificacion aproximada comparando con
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diluciones 1:10 y 1:100 del bacteriéfago lambda (511ug/ml, Promega). Aquellas
muestras que presentaban aproximadamente 10 ug/ml fueron purificadas con el
equipo AccuPrep® PCR Purification kit (BIONEER), siguiendo el protocolo
descripto por el fabricante. La unica modificacién fue en el ultimo paso donde la
elucién de las muestras se realizé en agua calidad biologia molecular en vez de
buffer de elucién del equipo, segun lo establecido en las condiciones de envio de
las muestras. Las mismas se enviaron a la Unidad Genomica del INTA (Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria) de la sede Castelar, para ser secuenciadas
con los mismos cebadores empleados en la amplificacion de cada fragmento
antes mencionados y utilizando un secuenciador automatico 3130 XL Genetic

Analyzer con el equipo BigDye™ Terminator Sequencing Kit (Applied Biosystems).

5.3.6 Analisis de las secuencias obtenidasSe obtuvieron al menos dos

secuencias por muestra provenientes de diferentes amplificaciones. Las
secuencias de ADNmt fueron revisadas y corregidas manualmente utilizando el
programa Bioedit 2.7.5 (Hall, 2013), y se compararon con la Secuencia de
Referencia de Cambridge revisada (rCRS) (Andrews et al., 1999) utilizando el
mismo programa. La clasificacion de las muestras para los diferentes haplotipos
amerindios se realiz6 utilizando el programa Haplogrep (Kloss-Brandstatter et al.,
2011) y datos tomados de la literatura (Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008, 2013;
Perego et al., 2009, 2010; Bodner et al., 2012; de Saint Pierre et al., 2012).

5.3.7 Prueba de inhibicion en las muestras no amplificadas

A todas aquellas muestras que no se hayan podido amplificar para RFLP o
secuenciacion, se realizé una PCR para corroborar si la falta de resultados se
debia a la ausencia de ADNa en la muestra o a que las mismas presentaban
inhibidores para la Tag polimerasa. La mayoria de las sustancias inhibitorias como

el acido humico, taninos, productos de maillard y acidos fulvicos, entre otros,
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provienen del suelo donde se encontraban depositadas las muestras. La actividad
de estas sustancias dependen de la humedad y temperatura del ambiente y del Ph

y la composicion organica del suelo (Hummel, 2003).

Para comprobar la presencia de estos inhibidores, se realizaron PCRs
donde a cada tubo con una muestra de ADNa se le agreg6 2 ul de ADN de una
muestra actual la misma pata todas las muestras. Los cebadores utilizados vy la
reaccion de amplificaciéon fueron las mismas que las utilizadas para la
secuenciacion de HVR I. En aquellos casos en que la corrida electroforética motro
que no hay banda de ADN amplificado y tampoco banda de cebadores, como

suele suceder en los casos de ADNa se asumid que la muestra esta inhibida.

5.4 Anadlisis estadisticos empleados

Los analisis estadisticos llevados a cabo se dividieron en dos. Primero se
analiz6 cada muestra en su contexto regional comparando con muestras
poblacionales antiguas cercanas geograficamente disponibles en la bibliografia
(Tabla 9). En segundo lugar, se realizaron comparaciones entre todas las muestras
prehispanicas del actual territorio argentino con el fin de realizar una evaluacion de
la posible composicion genética de los pobladores de nuestro pais en el Holoceno

Tardio.

5.4.1 Analisis de la variabilidad intrapoblacional

Para cada una de las 3 muestras poblacionales, Puna Jujefa, Paso Alsina 1
y Patagonia, teniendo en cuenta las mutaciones entre las posiciones 16024 y
16365 obtenidas, se alinearon las secuencias de todos los individuos y se genero
un archivo FASTA con el programa BioEdit (Hall, 2013). Ese archivo generado se
utilizé en el programa DNAsp (Librado y Rozas, 2009) el cual permite calcular los

estadisticos de variabilidad que se definiran a continuacién y definir los conjuntos
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de secuencias para cada poblacién, obteniendo archivos que se pueden exportar

para ser utilizados en otros analisis con el programa Arlequin 3.11 (Excoffier,

1995-2006). Los estadisticos calculados para la variabilidad de cada poblacion

fueron:
1)

2)

3)

4)

5)

Numero de haplotipos (h) presente en la muestra.

Numero de sitios polimorficos (S) entre los haplotipos de la totalidad de

la muestra.

Diversidad Haplotipica (Hd) (Nei, 1987) y su desvio estandar. Esta
diversidad se define como la probabilidad de que dos haplotipos
seleccionados al azar sean diferentes entre si. Cuanto mayor sea esta

probabilidad, mas diversa sera la muestra.

Diversidad Nucleotidica (1) (Nei y Li, 1989) y su desvio estandar. Es la
probabilidad de que dos nucledtidos homdlogos elegidos al azar sean
diferentes. Esta diversidad es una medida de la variabilidad existente
entre dos haplotipos con alto poder de resolucion, que pueden diferir por

una sola mutacién o por muchas de ellas.

Numero Medio de Diferencias Nucleotidicas Entre Pares de haplotipos
(k). Consiste en el promedio de diferencias nucleotidicas entre todos los
pares posibles de haplotipos de una muestra para la que se tiene en
consideracién una estimacién del numero de mutaciones ocurridas

desde la divergencia entre dos haplotipos.

5.4.2 Analisis de la variabilidad interpoblacional

Para comparar las muestras poblacionales estudiadas se realizd una

recopilacion de datos de secuencia de la HVR | de otras muestras precolombinas

analizadas con anterioridad por otros investigadores. Al haber pocos datos

publicados de ADNa para Argentina, se utilizé informacion de paises limitrofes y
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para el caso de la muestra de NOA, ademas se tuvieron en cuenta muestras
antiguas de Peru y Chile (Tabla 10). Las muestras sefialadas en rojo son aquellas
de las cuales se utilizaron sus secuencias y las frecuencias de los 4 Hgs
amerindios para compara con la Puna Jujefia, y en verde aquellas utilizadas para

comparar con las muestras de la Patagonia estudiadas.

Con el fin de establecer las posibles relaciones biologicas las muestras
poblacionales en estudio a nivel de cada region y en una escala global de todas
las muestras precolombinas de Argentina, se llevd a cabo un Analisis de la
Varianza Molecular (AMOVA) que es un analisis jerarquico de la varianza
molecular para evaluar la distribucién de la diversidad dentro y entre grupos de
poblaciones. Ademas se realizaron comparaciones entre pares de poblaciones a
través del indice Fst (mide el grado de diferenciacion genético de las poblaciones
0 grupos poblacionales calculando las varianzas estandarizadas de frecuencias
alélicas), utilizando 1000 permutaciones para obtener la significacién. Ambos
analisis se llevaron a cabo con el programa Arlequin 3.11 (Excoffier, 1995 - 2006).
Para este analisis se utilizé el modelo evolutivo de Tamura y Nei (1993) con un

valor de Gamma= 0,36.

Ademas se realiz6 un escalamiento multidimensional (MDS por sus siglas
en ingles) con las distancias de Nei calculada a partir de las frecuencias
haplotipicas de cada muestra poblacional, utilizando el programa NTSYSpc 2.11S
(Rohlf, 1998) a fin de generar un modelo de ordenamiento que represente en dos
dimensiones las relaciones de similitud y diferenciacion entre las poblaciones

analizadas.

123



Tabla 10. Muestras prehispanicas tomadas de la bibliografia para la comparacion con las

muestras en estudio

Antiglieda
d (afios
Muestra Pais AP) % A2 %B2 %C1 %D1 Bibliografia
Pampa Grande |Argentina |1310+40|19| 10,53 | 47,37 0,00 42,10 Carnese etal. 2010
Cortaderas
Derecha Argentina 550 3 0,00 0,00 100,00 | 0,00 Dejean 2006
Los Amarillos Argentina 700-483 | 13| 69,23 7,69 7,69 15,39 Mendisco et al. 2011
Banda de
Pechel Argentina 914669 | 1 | 100,00 | 0,00 0,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Huacalera Argentina n.d. 1 0,00 0,00 0,00 100,00 | Mendisco et al. 2014
Juella Argentina 700-520 | 3 0,00 33,34 | 33,33 | 33,33 Mendisco et al. 2014
San José Argentina 930-679 | 1 0,00 0,00 100,00 | 0,00 Mendisco et al. 2014
Sarahuaico Argentina 786-537 | 2 0,00 | 100,00 | 0,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Tilcara Argentina 700-520 | 4 | 25,00 | 75,00 0,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Huichairas Argentina 700-414 | 1 | 100,00 | 0,00 0,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Fuerte Alto Argentina n.d. 1 1100,00 | 0,00 0,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Tero Argentina n.d. 4 | 25,00 | 50,00 | 25,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Doncellas Argentina | 662 a568 | 2 0,00 50,00 | 50,00 0,00 Mendisco et al. 2014
Llullaillaco Argentina 520-430 | 3 0,00 0,00 33,33 | 66,67 Wilson et al. 2007
Canal de Beagle | Argentina ? 2 0,00 0,00 50,00 | 50,00 Dejean et al. 2008
Fuego- Chile y
Patagonicos Argentina 200-100 | 24 | 0,00 0,00 58,33 | 41,67 | Garcia-Bour et al. 2004
Valles de Azapa | Chile 6000-500 | 26 | 38,46 | 46,16 7,69 7,69 Moraga et al. 2005
Isla Madre de
Dios Chile 250 1 0,00 0,00 0,00 | 100,00 Moraga et al. 2010
Isla Englefield Chile 1700 1 0,00 0,00 | 100,00 | 0,00 Moraga et al. 2010
Canal Maule-1 | Chile 920 1 0,00 0,00 0,00 | 100,00 Moraga et al. 2010
Capitan Diego siglo XIX
Araceno Chile o XX 1 0,00 0,00 100,00 | 0,00 Moraga et al. 2010
Tompullo 1l Peru 550-450 | 24| 8,34 70,84 4,15 16,67 Baca et al. 2012
Acchaymarca Peru 770-450 | 11 0,00 72,73 18,18 9,09 Baca et al. 2014
Puca Peru 770-450 |14 | 42,86 | 42,86 7,14 7,14 Baca et al. 2014
Costa y Valles Fehren-Schmitz et al.
(Palpa) Peru * 97 | 3,09 2474 | 33,00 | 39,17 2014
Valles altos del
Rio Palpay Fehren-Schmitz et al.
Viscas (Tranca) |Peru * 77| 5,20 54,55 | 29,87 10,38 2014
Huari Peru 850-500 |12 | 16,67 | 25,00 | 50,00 8,33 Kemp et al. 2009
1350-
Conchopata Peru 1150 8 | 25,00 | 50,00 12,50 12,50 Kemp et al. 2009
Cuzco Peru 970-780 | 1 0,00 0,00 0,00 | 100,00 Luciani et al. 2006

*Periodo intermedio temprano: 1690-1310AP. — Horizonte Medio: 1310-770 AP — Periodo intermedio tardio: 770-500 AP.
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5.4.3 Asociacion entre la distancia genética y la geografica de cada

muestra analizada para el linaje D1

Por ultimo se realizé una matriz de distancia genética (MEGA 6 de Tamura
et al., 2007) entre pares de secuencias de las muestras precolombinas de
Argentina y Chile con el modelo evolutivo Tamura y Nei (1993) con un G= 0,05.A
partir de esta matriz se realizdé el Analisis de Componentes Principales (ACP)
utilizando el programa R 3.0.3 para extraer los dos primeros componentes. Los
valores de ACP fueron rotados para obtener el mejor ajuste con las coordenadas
geograficas utilizando la funcion procrustes y protest del paquete Vegan del
programa R 3.0.3. La posicidn geografica de cada muestra analizada, mas las
coordenadas genéticas rotadas fueron representadas en un mapa utilizando la
aplicacion QGIS 2.2.0 Valmiera (Free Software Foundation Inc. 1989, 1991). El
objetivo de este analisis es comparar dos configuraciones de puntos homdlogos
provenientes de dos variantes (geografica y genética) de la misma muestra. Este
analisis se realiz6 solo con el linaje D1 que fue el que presenté mas diversidad en

las muestras analizadas.

5.4.4 Construccion de redes de asociacion entre haplotipos

Como otro método para establecer las posibles relaciones entre las
poblaciones se construyeron redes de haplotipos para cada haplogrupo teniendo
en cuenta las muestras de este estudio, las muestras precolombinas ya utilizadas
y ademas muestras de poblaciones actuales de la cuenca del lago Titicaca, Bolivia
(Barbieri et al., 2011), Chiloé, Chile (Horai et al., 1993), Atacamefios de Chile (de
Saint Pierre et al., 2012), Guaranies y Kaingang de Brasil (Marrero et al., 2007),
Mbya-Guarani de Misiones (Sala et al., 2010), Coyas de Salta y Jujuy (Alvarez-
Iglesias et al., 2007), muestras de la Puna de Jujuy (Cardoso et al., 2013), Sierras
centrales de Argentina (Garcia et al., 2012), Mapuches de Argentina (Ginther et al.,
1993; Sala y Corach, 2014),Tehuelches de Argetnina (Sala y Corach, 2014),

Mapuches de Chile (Moraga et al.,2000) y muestras de un grupo étnico Kaweskar

125



de chile (Moraga et al., 2010). Los sitios polimérficos de cada haplotipo por grupo
muestral, el numero de individuos que poseen y su filiacion se describen
detalladamente en la tabla anexa 2. Para este fin se empleo el programa Network
4.6.1.3 (Fluxus Technologi Itd 2004-2015), se utilizdé el método de median joining
por ser el que presenta mayor parsimonia y se asignaron los pesos otorgados a

cada sitio polimérfico segun lo propuesto por Soares et al. (2009).

5.5 Estimacion del sexo mediante un marcador molecular

La amelogenina es un gen que codifica para una proteina del esmalte
dental y se encuentra situado en la Regién Xp22.3 - p22.1 (cromosoma X) y en la

Regioén Yp11.2 (cromosoma Y).

Se determind el sexo de las muestras a partir de la amplificacion del gen de
la amelogenina, utilizando las mismas condiciones de ciclado que en HVR | pero
con los cebadores: F: 5-CCC TGG GCT CTG TAA AGA A-3'y R: 5-ATC AGA
GCT TAA ACT GGG AAA GAA-3' creados por el equipo de investigacion y una

temperatura de anidado de cebadores a 53°C.

Luego de la amplificacion en una electroforesis en geles de poliacrilamida al
12% se diferencian fragmentos de 106pb y 112pb de los cromosomas X e Y,
respectivamente. Si el individuo es masculino se observan dos bandas cada una
correspondiente al cromosoma X e Y, mientras que si la muestra es femenina, se
observa una sola banda correspondiente al mismo segmento de los dos

cromosomas X.

También para determinar el sexo de las muestras se procedid a realizar
PCRs en tiempo real. Para tal fin se utilizaron los mismos cebadores que han sido
mencionados arriba y una mezcla real lista para su uso (Biodinamics) y agua
calidad biologia molecular para lograr el volumen especificado en el instructivo de
la mezcla. El fundamento de esta técnica es observar las diferencias en los picos
maximos de la temperatura de fusion entre las muestras masculinas y las
femeninas, los cuales varian debido al tamafio del segmento amplificado. Esa

diferencia es de un grado centigrado, pero es facilmente detectable. Las muestras
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femeninas al poseer la delecion de pares de bases presentan una temperatura de

fusidn de 73°C, mientras que la de las muestras masculinas es de 74°C.

El diagndstico molecular del sexo es de suma importancia en aquellas
muestras que presentan una gran degradacion fisica y por la tanto no puede

realizarse un diagnostico anatémico (Dominguez et al., 2005)

5.6 Devolucion del material arqueoldgico

Antes de comenzar con los analisis genéticos, previo a los lavados y
procesos de descontaminacidon de las muestras, a cada una se le hizo una réplica
utilizando una silicona de impresién Medium Thixoflex M (Zhermack clinical) para
el molde y un acrilico autocurable para reparaciones Vaicel (Vaicril) que es un
monomero similar a los utilizados en odontologia convencional, para realizar la
pieza. Luego de haber realizado todos los estudios pertinentes tal como se
menciono al principio de este capitulo, si la pieza no se fragment6é debido a su
estado de preservacion, la misma fue remontada para su devolucion junto a la

réplica utilizando el mismo material acrilico.
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Capitulo 6: Resultados de los linajes maternos y analsisi
estadisticos
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6.1 Comparacion del rendimiento de los métodos de extraccion

empleados

Uno de los objetivos de esta tesis es realizar una comparacion entre
diferentes métodos de extraccion de ADNa para determinar cual demostraba
poseer un mejor rendimiento en su obtencidon. Debe tenerse en cuenta que el
porcentaje de material recuperado en cada grupo de muestras analizadas también
depende de las caracteristicas de preservacion de cada una de las piezas 0seas.
Esta comparacion puede servir para el empleo del protocolo mas apropiado en

investigaciones futuras.

En la tabla anexa 3 se muestran los 4 métodos empleados, los resultados
obtenidos en su amplificacion y la reproducibilidad en el éxito de la extraccién.
Cada una de las muestras fue procesada al menos 3 veces como se sefiald

anteriormente en los criterios de autenticacion de los resultados obtenidos.

El protocolo con el cual se obtuvo mayor numero de amplificaciones fue el
de Fenol-Cloroformo-Isoamilico, con el cual fue posible amplificar 50 de las 55
muestras analizadas. Esto puede deberse a que es el método que tiene mas
flexibilidad para hacer ajustes en cada paso, a diferencia de los otros dos
protocolos que al ser equipos comerciales estan estandarizados y la posibilidad de

modificaciones es menor.

Otro dato importante es que con el equipo Q/Aamp DNA Investigator Kit hay
3 muestras que resultaron estar inhibidas (Tabla anexa 3), pero sin embargo fue
posible  amplificarlas con el protocolo de Fenol-Cloroformo-Isoamilico. La
utilizaciéon de solventes organicos en este ultimo puede estar facilitando la
eliminacién de los posibles agentes inhibitorios para la taq polimerasa de la PCR,
o al tratarse de un protocolo con mayor numero de pasos en su procedimiento, se
aumentaria la probabilidad de co-extraer inhibidores presentes en la muestra
(Hummel, 2003).
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6.2 Analisis de RFLP en las muestras analizadas

El primer estudio realizado sobre el total de las muestras fue el de RFLP
(figura 20). De las 57 muestras analizadas se obtuvo resultado positivo en 24 de
ellas (42,11%) detalladas en la tabla 11 (figura 21). En las 26 restantes no fue

posible amplificar ninguno de los 4 haplogrupos amerindios.
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Figura 20: Representacion de los distintos fragmentos obtenidos por RFLP para los 4
linajes amerindios. En el caso del A se us6 una escalera de peso molecular de 20pb y en los otros
3 de 100bp.

El porcentaje de recuperacion obtenido fue del 52,17% en Puna (12/23),
15% en Paso Alsina 1 (3/20), del 66,67% en Rada Tilly (4/6), del 100% en Los
Alerces (2/2), del 50% en Alero Mazquiaran (1/2) y un 50% para Puesto El Rodeo
(2/14).
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Tabla 11. Tipificacién de haplogrupos por RFLP

Haplogrupo Haplogrupo Haplogrupo

Muestra | (RFLP) Region Muestra | (RFLP) Region Muestra | (RFLP) Region

DCI B Puna Jujeiia DC20 — Puna Jujeiia PA2 -—-- Paso Alsina 1
DC2 | - Puna Jujeia DC21 D Puna Jujeia PA3 o Paso Alsina 1
DC3 A Puna Jujeiia DC22 | @ - Puna Jujeiia PA4 inhibida | Paso Alsina 1
DC4 A Puna Jujefia DC23 | - Puna Jujefia PAS — Paso Alsina 1
DC5 C Puna Jujeiia DBI1 D Rada Tilly PA6 -—-- Paso Alsina 1
DC6 | - Puna Jujeia DB2 — Rada Tilly PA7 o Paso Alsina 1
DC7 A Puna Jujeiia DB3 D Rada Tilly PAS — Paso Alsina 1
DC8 -—-- Puna Jujefia DB4 D Rada Tilly PA9 C Paso Alsina 1
DC9 A Puna Jujeiia DBS D Rada Tilly PA10 -—-- Paso Alsina 1
DC10 | - Puna Jujeia DB6 — Rada Tilly PAll D Paso Alsina 1
DCI11 C Puna Jujeiia LA1 D Los Alerces PA12 — Paso Alsina 1
DCI12 A Puna Jujefia LA2 D Los Alerces PAI13 — Paso Alsina 1

Alero
DCI13 inhibida Puna Jujeiia AMZ1 inhibida Mazquiaran PA14 -—-- Paso Alsina 1
Alero

DC14 B Puna Jujeiia AMZ5 D Mazquiaran PA15 -—-- Paso Alsina 1
DCI15 inhibida Puna Jujena RP1 D El Rodeo PA16 — Paso Alsina 1
DCl6 |  --—--- Puna Jujeiia RP2 — El Rodeo PA17 — Paso Alsina 1
DC17 | - Puna Jujefia RP3 inhibida El Rodeo PAI18 — Paso Alsina 1
DCI8 D Puna Jujeiia RP4 D El Rodeo PA19 C Paso Alsina 1
DC19 D Puna Jujeiia PA1 — Paso Alsina 1 PA20 -—-- Paso Alsina 1

En las 24 muestras se pudo corroborar el Hg en al menos 2 extractos
diferentes y no se obtuvo amplificacién para el blanco de cada muestra, ni para el

blanco de reaccién.

Puede observarse que en la Puna Jujefia se obtuvo un 41,66% de A,
16,67% de By de C y 25% de D. Para Paso Alsina 1 se obtuvo un 66,67% de Cy
un 33,33% de D. En los grupos muestrales patagdnicos solo se obtuvieron

tipificaciones correspondientes al Hg D.
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Figura 21: Valores absolutos de los Hgs registrados.

6.3 Resultados del andlisis de la HVR I mitocondrial por grupos de

muestras

El Hg definido por RFLP de la regién codificante se ha correspondido en

todos los casos con el haplotipo obtenido para la HVR | de la region control, lo que

es relevante para la confiabilidad del dato producido. A continuacién se desglosan

los resultados obtenidos para los grupos de muestras estudiadas.

6.3.1 Muestras de la Puna Jujefia

A partir de la secuenciacién de HVR | fue posible obtener datos para 17 de

los 23 individuos analizados de Puna Jujefia,

recuperacion del 73,91%.

lo que da un porcentaje de

De las muestras amplificadas un 41,18% resultaron
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corresponder al haplotipo A2, un 11,76% a B2 y un 23,53% a C1 y D1

respectivamente (Tabla 12).

Tabla 12. Resultados de la muestra de Puna Jujefia. Los sitios polimorficos resaltados en negrita
son los adicionales al haplotipo nodal

n°de Sitio Asignacion a | Haplogrupo

Muestra catalogo Arqueolégico | HAPLOTIPO* (RFLP)
DC1 13954 Doncellas B2 B
DC2 13986 Doncellas A2 | e
DC3 14071 Doncellas A2 A
DC4 14091 Doncellas A2@l6111 A
DC5 13989 Doncellas Cl C
DC6 14118 Agua Caliente cl | -
DC7 13955 Doncellas A2q A
DC8 13958 Doncellas — o
DC9 14136 Agua Caliente A2a A
DCI10 15438 Agua Caliente Cle | -
DCl11 13937 Doncellas Cl C
DC12 14103 Doncellas A2Z A
DCI13 14176 Sorcuyo | @ ----- inhibida
DC14 15421 Agua Caliente B2 B
DC15 15418 Agua Caliente |  ---—-- inhibida
DCI16 15445 Agua Caliente A2@l6l11l | -
DC17 15404 Agua Caliente | - | -
DC18 14040 Doncellas Dlgd@16325 D
DC19 14051 Doncellas Dlg5 D
DC20 15400 Agua Caliente |  ---—-- —
DC21 15500 Agua Caliente D1+16354 D
DC22 14173 Sorcuyo Db | -
DC23 15410 Agua Caliente |  --——- | -

* Se asigno el haplotipo segun HaploGrep, Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008, Perego et al., 2010; Bodner et al., 2012; Cardoso et al.,

2013

Es importante destacar que cada individuo presenté un linaje materno

distinto con mutaciones adicionales para cada uno de los 4 haplotipos nodales

133


mailto:A2@16111
mailto:A2@16111
mailto:D1g4@16325
mailto:D4b@16362

amerindios, lo que demuestra una gran variabilidad dentro de la muestra con una
diversidad haplotipica (Hd) igual a 1 (Tabla 13).

Tabla 13. Estadisticos de variabilidad genética de la muestra de Puna Jujefia

Sitio n S h Hd k n

Puna Jujefia 17 32 17 1+0,02 7 0,02047 +£0,00152

n= numero de secuencias analizadas; S=numero total de sitios polimorficos;, h=numero de haplotipos; Hd=Diversidad
Haplotipica,;+ desvio estandar, k=numero promedio de diferencias entre pares de secuencias; n=Diversidad nucleotidica Tamura-
Nei =+ desvio estandar

6.3.2 Muestras de la region de transicion Pampa-Patagonia

De las 20 muestras analizadas se obtuvo secuencia para la HVR | en 13 de
ellas (65%). Claramente el haplogrupo mas representado fue el D, con un 92,3%,

seguido por el C, con 7,7% (Tabla 14).

El linaje D1g fue el mas representado con una gran variabilidad interna ya
que se determinaron 9 haplotipos diferentes para el mismo. Al sumar al unico
representante del linaje C1, se obtiene una variabilidad haplotipica (Hd) para este
grupo de muestras igual a 0,949 (Tabla 15) y al tratarse de un solo representante
del linaje C1 no modifico la variabilidad nucleotidica, siendo esta muy baja (1=
0,02047).

De las tres muestras que habian podido determinarse por RFLP, dos (PA11
y PA19) también pudieron tipificarse por secuenciacién. De la muestra PA9, que
habia sido asignada al linaje C por RFLP, no se obtuvo secuenciacion. Si se tiene
en cuenta esa muestra, mas todas las que fueron secuenciadas se obtiene un

porcentaje de recuperacion del 70%.
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Tabla 14. Resultados de las muestras del sitio arqueolégico Paso Alsina 1. Los sitios polimorficos

resaltados en negrita son adicionales a los haplotipos nodales

Asignacion a Haplogrupo
Muestra | Descripcion Haplotipo * (RFLP)
PA1 19-E4C6 — —
PA2 18-E6C30 ---- —
PA3 20-E7Ck Dlg2a —
PA4 1-E2C4 — inhibida
PAS 2-E5C17 D1 ——
PA6 3-E7C12 | = - —
PA7 4-E10C8 D4a ——--
PA8 5-E10C9 Dlg —
PA9 6-E10C26 -—-- C
PA10 7-E10C34 Dlg —
PA11 8-E1C18 Dlg D
PA12 9-E8C14 | Dlg5-16189C —
PA13 10-E4C20 Dlg ——
PA14 11-E9C21 Dlg2a —
PA15 12-E10C24 Dlg —
PA16 13-E10C27 | Dlg4- 16355C —
PA17 14-E10C35 | = ----- ——
PA18 15-E1C42 Dlg —
PA19 16-E8C53 Cl C
PA20 17-E2C22 — ——

* Se asigno el haplotipo segun HaploGrep, Tamm et al., 2007, Achilli et al., 2008; Perego et al., 2010; Bodner et al., 2012, de Sain Pierre

etal, 2012
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Tabla15. Estadisticos de variabilidad genética para la muestra del sitio Paso Alsina 1.

Sitio n S h Hd k 1
Paso Alsina
1 13 13 10 0,949+0,051 3,051 0,00892+0,00167

n= numero de secuencias analizadas,; S=ntimero total de sitios polimorficos; h=numero de haplotipos; Hd=Diversidad Haplotipica
+desvio estandar; k=niuimero promedio de diferencias entre pares de secuencias, n=Diversidad nucleotidica Tamura-Nei + desvio
estandar

6.3.3 Muestras de la Cordillera Patagonica

Este grupo esta compuesto por 2 muestras que pudieron ser tipificadas
para su linaje materno tanto en la regién control como en la codificante, arrojando

un porcentaje de recuperacion del 100% (Tabla 16).

Tabla 16. Resultados de las muestras de Los Alerces. En negrita se muestras las mutaciones
adicionales a los haplotipos nodales de cada linaje

Asignacion a Haplogrupo
Muestra Cdédigo Haplotipo * (RFLP)
LA 1 RTI9LA-1 Dlg D
LA2 RT9AL-2 Dlg5 D

* Se asigno el haplotipo segun HaploGrep, Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008, Perego et al., 2010; Bodner et al., 2012; de Saint
Pierreetal., 2012

Ambas muestras presentaron haplotipos D1g, diferenciandose por una
unica mutacion (16209C) (Tabla 16), lo cual arroja un resultado en el numero de
sitios polimorficos (s) igual a 1. Al tratarse de dos muestras, cada una con un
haplotipo distinto la diversidad haplotipica de este grupo muestral es maxima
siendo Hd= 1. Al tratarse de dos variantes de un mismo linaje la diversidad
nucleotidica es muy baja (x = 0,00292) (Tabla 17).
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Tabla 17. Estadisticos de variabilidad genética para la muestra de Los Alerces

Sitio n S h Hd k n
Los Alerces 2 1 2 1+0,5 1 0,00292+0,00146
n= numero de secuencias analizadas; S=numero total de sitios polimorficos; h=numero de haplotipos;, Hd=Diversidad Haplotipica +

desvio estandar; k=numero promedio de diferencias entre pares de secuencias, t=Diversidad nucleotidica Tamura-Nei + desvio
estandar

6.3.4 Muestras de La Costa Atlantica de Patagonia

En este grupo se obtuvo secuenciacion de la region control para el total de
las muestras (n=6) por lo que el porcentaje de recuperacién del ADNa fue del
100% (Tabla 18).

Tabla 18. Resultados de la secuenciacion de HVR | de las muestras de Rada Tilly. Los sitios
polimérficos resaltados corresponden a aquellos adicionales al haplotipo nodal

Asignacion a Haplogrupo
Muestra Cédigo Haplotipo * (RFLP)
DBI RT3AA Dlg D
DB2 RT8ESC. Cl —
DB3 RT7BJ Dlg5 D
DB4 RTAMY Dlg5 D
DBS5 RT2sg D1 D
DB6 RT5BB Cl e

* Se asigno el haplotipo segun HaploGrep, Tamm et al., 2007, Achilli et al., 2008; Perego et al., 2010; Bodner et al., 2012; de Saint
Pierreetal., 2012

Un 66,67% correspondié a D y un 33,33% a C. Todos los individuos eran
portadores de un linaje unico, por lo que la diversidad haplotipica (Hd) fue de 1
(Tabla 19).
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Tabla 19. Estadisticos de variabilidad genética de la muestra de Rada Tilly.

Sitio n S h Hd k 71

Rada Tilly 6 12 6 1+0,096 5,133 0,01501+0,00258

n= numero de secuencias analizadas; S=numero total de sitios polimorficos; h=numero de haplotipos;, Hd=Diversidad Haplotipica +
desvio estandar, k=numero promedio de diferencias entre pares de secuencias; n=Diversidad nucleotidica Tamura-Nei + desvio
estandar

6.3.5 Muestras de la meseta patagonica

En este caso se tomaron como un solo grupo las muestras de los sitios
arqueologicos Alero Mazquiaran y Puesto El Rodeo, debido a su proximidad
geografica, teniendo en cuenta el contexto arqueolégico presentando

anteriormente.

En 4 individuos de los 6 analizados pudo determinarse el linaje materno por

secuenciacion (Tabla 20).

Tabla. 20. Resultados de la secuenciacion de HVR | para la regién de la meseta patagodnica. Los
sitios polimorficos resaltados en negro son los adicionales al haplotipo nodal.

Asignacion a | Haplogrupo
Muestra | Asignacion | Haplotipo * (RFLP)
Alero
Mazquieran
AMZ1 1 ---- inhibida
Alero
Mazquieran
AMZ5 5 D1 D
El Rodeo
RP1 individuo 1 Dlg5 D
Alto Rio

Pinturas
RP2 Individuo 2 Dlg5 —-

Santa Cruz
RP3 Individuo 3 —— inhibida

Individuo de
Perito
RP4 Moreno Dlg5 D

* Se asigno el haplotipo segun HaploGrep, Tamm et al., 2007, Achilli et al., 2008; Perego et al., 2010, Bodner et al., 2012;de Saint

Pierreetal., 2012
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El porcentaje de recuperacion de ADNmt antiguo fue del 66,67% el 33,37%
restante no pudo ser caracterizado y di6 positivo para la prueba de inhibicion. Las
4 muestras tipificadas presentaron un linaje D1 diferente entre si, dando como

resultado una diversidad haplotipica de la muestra de 1 (Tabla.21)

Tabla 21. Estadisticos de diversidad genética de la muestra de la meseta patagénica

Sitio n S h Hd k 1
Meseta
Patagdnica 4 11 4 1+0,177 6 0,01754+0,00391

n= numero de secuencias analizadas; S=numero total de sitios polimorficos; h=numero de haplotipos; Hd=Diversidad
Haplotipica + desvio estandar, k=niuimero promedio de diferencias entre pares de secuencias; n=Diversidad nucleotidica
Tamura-Nei + desvio estandar

6.4 Anadlisis de la variabilidad interpoblacional por region

Se realizdé una comparacion de la composicion de linajes maternos de las
muestras prehispanicas estudiadas con otras de sitios arqueoldgicos cercanos
geograficamente y/o que podrian haber estado relacionados con un posible flujo
génico entre ellos y por redes de intercambios culturales segun la evidencia

arqueoldgica ya presentada (Tabla 10).

6.4.1 Region de la Puna Jujeiia

Las 17 secuencias de HVR | obtenidas para la Puna Jujeia fueron
comparadas con muestras de Peru, Norte de Chile, Quebrada de Humahuaca,
(Jujuy), Valle Calchaqui y Pampa Grande (Salta) (Tabla 10, Figura 22). No fueron
utilizados para los analisis las muestras de Llullaillaco, Cuzco y Cortaderas

Derecha, por su tamano muestral reducido.

Dado el bajo numero de individuos las muestras de Fuerte Alto y Tero se
agruparon dentro de “Valle Calchaqui”. Las muestras de Banda de Perchel,

Huacalera, San José y Los Amarillos se agruparon como “Quebrada de
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Humahuaca centro”, y las muestras de Juella, Sarahuaico, Tilcara y Huichairas
como “Quebrada de Humahuaca sur” siguiendo los criterios de Mendisco et al.
(2014). Por otro lado, las muestras de la region de Palpa en la costa y la region de
Tranca en los valles altos de Peru, se dividieron segun los periodos temporales
descriptos por Fehren-Schmitz et al. 2014, en 3 y 2 grupos respectivamente (Tabla
22).

A la muestra de la Puna Jujefia se le agregaron los dos resultados
publicados por Mendisco et al. (2014) para el sitio Doncellas. Ambas presentaban
haplotipos diferentes entre si y no coincidian con ninguno de los obtenidos en este

estudio para Puna Jujefa con los que la variabilidad haplotipica se mantuvo.

Luego de realizar una comparacion entre las secuencias de 329 individuos
asignados a 16 grupos poblacionales (Tabla 22, Figura 22) se obtuvo como
resultado que la variacion genética promedio dentro de las poblaciones (87,04%)
es mayor a la variacion que existe entre las poblaciones (12,96%), a pesar de lo
cual esta ultima resulta significativa indicando que al menos una de ellas difiere del
resto (p<0,00001) (Tabla 23).
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Tabla 22. Muestras prehispanicas utilizadas para el analisis de comparacién de las

poblaciones del norte

n°® de

Muestra Procedencia | individuos | %A2 | %B2 | %C1 | %D1 Bibliografia
Pampa Grande Argentina 19 10,53 | 47,37 | 0,00 | 42,10 Carnese et al 2010
Quebrada de Humahuaca
centro Argentina 16 62,50 6,25 |12,5018,75 Mendisco et al. 2011
Quebrada de Humahuaca
sur Argentina 10 20,00 | 60,00 |10,00| 10,00 Mendisco et al. 2014
Valle Calchaqui Argentina 5 40,00 | 40,00 |20,00| 0,00 Mendisco et al. 2014
Puna Jujeia Argentina 19 36,80 15,80 |26,30|21,10 Este estudio*
Valles de Azapa Chile 17 29,41 35,29 [17,65|17,65 Moraga et al. 2005
Tompullo 11 Pert 24 8,34 | 70,84 | 4,15 | 16,67 Baca et al. 2012
Acchaymarca Pera 11 0,00 | 72,73 | 18,18 9,09 Baca et al. 2014
Puca Perti 14 42,86 | 42,86 | 7,14 | 7,14 Baca et al. 2014
Costa y Valles (Palpa) EIP | Peru 63 1,59 | 14,28 134,92 49,21 | Fehren-Schmitz et al. 2014
Costa y Valles (Palpa) LIP | Peru 23 8,70 | 56,52 26,08 | 8,70 | Fehren-Schmitz et al. 2014
Costa y Valles (Palpa) MH | Peru 11 0,00 | 18,18 |36,37 | 45,45 | Fehren-Schmitz et al. 2014
Valles altos del Rio Palpa 'y
Viscas (Tranca) MH Pert 46 435 | 63,04 |23,91| 8,70 | Fehren-Schmitz et al. 2014
Valles altos del Rio Palpa 'y
Viscas (Tranca) LIP Pert 31 6,45 | 41,94 |38,71|12,90| Fehren-Schmitz et al. 2014
Huari Perti 12 16,67 | 25,00 |50,00| 8,33 Kemp et al. 2009
Conchopata Pert 8 25,00 50,00 [12,50|12,50 Kemp et al. 2009
Totales 329|14,29| 39,82 [23,70 (22,19

* En esta muestra poblacional se incluyeron los dos individuos analizados por Mendisco et al.
(2014) del Sitio arqueologico Doncellas

Tabla 23. Resultados AMOVA. Variabilidad inter e intrapoblacional

Tipo de variaciéon

Entre Poblaciones

Dentro de poblaciones

Total

Suma de
g L cuadrados
15 187,962
313 990,626
328 1.178,588

Componentes de Porcentaje de
Varianza

0,47139*

3,16494
3,63633

Variacion
12,96*
87,04
100

Indice de Fijacion FST: 0,12963*

* P-valor = <0,00001
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La comparacion de a pares (Fst) mostréo que la Puna jujefia se diferencia
genéticamente de las siguientes muestras peruanas: Tompullo Il (p <0,00001),
Acchaymarca (p =0,02051), region de Palpa del Periodo Intermedio Temprano (p
<0,00001) y de la region de Tranca del Horizonte Medio (p <0,00001) y del
Periodo Intermedio Tardio (p =0,04883). Ademas se diferencia de las dos
muestras prehispanicas del NOA, Quebrada de Humahuaca centro (p =0,02832) y
Pampa Grande (p =0,01074). Con el resto de las muestras poblacionales de la

tabla 22, no hubo diferencias significativas (P-valores de los Fsren Tabla 24).

Ademas, fueron calculadas las distancias genéticas a partir de las
frecuencias de los 4 linajes amerindios fundadores A2, B2, C1 y D1 (obtenidos por
secuenciacion). La configuracion final de las muestras dada por dos variables
(Figura 23) pareceria ser una buena representacion de las diferencias reales que

existen entre las muestras (Stress=0,06180).
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Tabla 24. Resultados de Fsty P-valores para las muestras del Norte. A la derecha de la diagonal se ubican los Fsry a la izquierda los P-valores.

En rojo se sefalan las diferencias genéticas significativas con la Puna Jujefa.

Quebrada Quebrada de
Humahuac | Valle Humahuaca | Puna Tompullo | Acchayma Costa de Costa de Costa de Valles de | Valles de Pampa Valles de
a centro Calchaqui | sur Jujeiia 11 rca Puca Pera EIP | Pera LIP | Pera MH | Pera LIP | Pert MH | Conchopata | Huari Grande Azapa
Quebrada
Humahuac
a centro 0.00000 0.15985 |0.24490 0.07679 10.39901 |0.36458 [0.08433 ]0.22159 [0.27386 |0.23622 ]0.23406 |0.32829 |0.27091 0.18523 |0.25055 [0.10145
Valle
Calchaqui | 0.06934 | 0.00000 |0.00423 0.04012 [0.19492 |0.10985 ]0.03830 |0.25189 |0.08687 |0.12905 |0.09622 |0.12582 |<0.00001 0.04992 | <0.00001 | 0.04794
Quebrada
de
Humahuac
a sur 0.00586 | 0.38086 | 0.00000 0.04514 | 0.08766 |0.03957 [0.03849 ]0.23447 |<0.00001 |0.16228 |0.03180 |<0.00001 | <0.00001 0.07387 ]0.04220 |0.05265
Puna
Jujefia 0.02832 ]0.18945 ]0.11816 0.00000 |0.18230 | 0.0964 0.03523 | 0.09714 ]0.05762 ]0.03254 |0.04465 |0.12895 |0.02541 0.00815 ]0.10245 [0.01973
Tompullo
11 0.00000 |0.01953 ]0.04590 0.00000 | 0.00000 |<0.00001 |0.13626 |0.31775 [0.07985 |0.27681 ]0.14525 ]0.10535 |0.10681 0.20446 | 0.16578 | 0.15447
Acchaymar
ca 0.00098 [0.13574 |0.18262 0.02051 ]0.42383 | 0.00000 ]0.09932 10.23344 |0.01367 |0.16687 |0.05387 |0.04068 |0.03503 0.08874 [0.10562 |0.08702
Puca 0.07324 | 0.23047 ]0.18848 0.12109 ]0.01660 |0.06348 |0.00000 ]0.22196 |0.09468 |0.17245 ]0.12368 |0.15802 |0.03292 0.09589 [0.11714 |<0.00001
Costa de
Pera EIP 0.00000 | 0.00684 |0.00195 0.00000 | 0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.19128 |<0.00001 | 0.09766 |0.24580 |0.18310 0.04766 | 0.19980 |0.14660
Costa de
Pera LIP 0.00098 ]0.09863 |0.64746 0.05762 10.02637 |0.26074 ]0.02441 |0.00000 |0.00000 |0.10713 ]0.00079 |<0.00001 | <0.00001 0.04550 [0.08153 |0.07928
Costa de
Pert MH 0.00488 |0.06445 |0.02051 0.16699 |0.00000 |0.03125 [0.00488 ]0.82324 |0.05469 |0.00000 |0.01478 |0.16782 |0.09553 <0,00001 | 0.12157 |0.07603
Valles de
Pert LIP 0.00000 |0.11035 ]0.18262 0.04883 ]0.00195 [0.09570 [0.01172 ]0.00000 |0.36719 |0.25000 |0.00000 |0.03886 |<0.00001 <0.00001 |0.09422 | 0.07603
Valles de
Pert MH 0.00000 | 0.05859 |0.45996 0.00000 | 0.00195 [0.11035 [0.00098 |0.00000 |0.38867 |0.00293 ]0.04883 |0.00000 |<0.00001 0.10216 | 0.10788 | 0.15400
Conchopat
a 0.00488 |0.42578 |0.84375 0.21875 [0.03711 |0.18945 ]0.22461 |0.00098 |0.52637 |0.06738 |0.36914 |0.45996 | 0.00000 0.01108 [0.03848 |0.04968
Huari 0.00879 ]0.24609 ]0.11133 0.28809 | 0.00000 |0.06152 [0.06543 ]0.06934 |0.12598 |0.64062 |0.56738 |0.02344 |0.325205 0.0000 0.11112 ]0.04313
Pampa
Grande 0.00195 ]0.40234 |0.17773 0.01074 ]0.00293 |0.05273 |0.02344 |0.00000 |0.02734 |0.05273 ]0.01855 |0.00977 |0.21191 0.03809 | 0.0000 0.1020
Valles de
Azapa 0.01465 |0.14746 | 0.08887 0.15527 [0.00195 |0.01758 |0.35449 |0.00000 |0.02637 |0.01855 |0.01855 |0.00098 |0.09277 0.08887 [0.01953 | 0.0000
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El eje de coordenadas posicion6 a las muestras segun sus frecuencias de
los Hgs A2, B2 y D1. Aquellas que presentaron mayor proporcion de A2 se
encuentran ubicados hacia los valores mas altos del eje X y menores del Y,
opuestas a las que presentaron mayor frecuencia del B2. Por su parte las
muestras con alta proporcién de D1 se encuentran en los valores mas altos del eje
Y. La muestra de la Puna Jujena quedo posicionada hacia la derecha del grafico,
probablemente por su relativamente alta frecuencia de A2. Las distancias
genéticas mas significativas se encontraron con la Region de Palpa del periodo
Intermedio Temprano, Pampa Grande, Tompullo I, Valles de Perut MH y Quebrada
de Humahuaca centro. Esto es concordante con los resultados de Fst ya

sefalados obtenidos a partir de las secuencias.
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Figura 23. Escalamiento Multidimensional para las muestras comparadas con la Puna

Jujefia (sefialada en naranja).
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6.4.2 Region de la Patagonia

El sitio arqueoldgico Paso Alsina 1 fue incluido para los analisis en la
Region Patagoénica, dado que no hay hasta el momento secuencias publicadas de

la region Pampeana o de transicion Pampa-Patagonia,.

Las secuencias obtenidas por Garcia-Bour et al., (2004) poseen 130 pb
menos que el resto de las secuencias. Ese segmento faltante se ubica entre las
16024 y 16154 pb, regidén donde los haplotipos nodales de C1 y D1 no presentan
ningun sitio polimérfico especifico. Al ser muy escasos los trabajos en poblaciones
antiguas del extremo sur del Cono Sur, se decidié completar ese segmento segun

la secuencia de referencia de cada uno de los nodales.

Las secuencias de la HVR | para Paso Alsina 1, Los Alerces, Rada Tilly y
Puesto el Rodeo se utilizaron para realizar analisis de la varianza interpoblacional
y relaciones de distancia genética junto con muestras del Canal de Beagle (Dejean
et al., 2008), de Fuego-Patagonicos de varios sitios del sur de Argentina y Chile
(Garcia-Bour et al., 2004; Moraga et al., 2010) tal como se indica en la tabla 10
(Figura 24).

Los Alerces, Alero Mazquiaran y Puesto El Rodeo fueron agrupados en
“Patagonia centro- oeste”. Del grupo de Fuego-Patagonicos se extrajo la muestra
de Punta Ledn por ubicarse al norte en la Costa Atlantica y se la agrup6 junto a las
muestras de Rada Tilly en “Costa Atlantica patagonica”. Por otro lado, los dos
individuos del Canal de Beagle se agruparon dentro del conjunto Fuego-
Patagodnicos. En consecuencia para el analisis de la viarianza y la estimacion de
las diferenciaciones genéticas por Fst quedaron conformados 4 grupos de
muestras: Paso Alsina 1, Costa Atlantica patagonica, Patagonia centro-oeste y

Fuego-Patagodnicos (Tabla 25).
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Tabla 25. Frecuencia de Hgs C1 y D1 en los 4 grupos muestrales utilizados para la

comparacioén de las muestras del sur del Cono Sur.

Muestra n° de individuos | %C | %D Bibliografia

Garcia-Bour et al.,
2004; Moraga et al.,

Fuego- Patagdnicos 28 57,1 | 42,9 2010

Este estudio; Garcia-
Costa Atlantica patagdnica 7 28,6 | 71,4 |Bour et al., 2004
Patagonia centro-oeste 6 0 100 | Este estudio
Paso Alsina 1 13 7,71 | 92,3 | Este estudio
Total 54 35,19 64,81

Las 54 secuencias correspondientes a las muestras arqueoldgicas del sur
de Argentina y Chile se dividieron en 4 grupos poblacionales y se obtuvo como
resultado que la variacion genética promedio dentro de las poblaciones (80,97%)
es mayor a la variacion que existe entre las poblaciones (19,03%), a pesar de lo
cual esta ultima resulta significativa indicando que al menos una de ellas difiere del
resto (p<0,00001) (Tabla 26).

Tabla 26. Resultado AMOVA para las muestras arqueoldgicas del sur.

Suma de  Componentes Porcentaje de

Tipo de variacion g.l.  cuadrados de Varianza Variacion
Entre Poblaciones 3 21,793 0,45838* 19,03*
Dentro de

poblaciones 50 97,522 1,95044 80,97
Total 53 119,315 2,40882 100

Indice de Fijacion FST: 0,14766*
* P-valor = <0,00001

En la comparacién de Fst de pares de poblaciones de los 4 grupos de
muestras solo la Costa Atlantica patagonica no presentd diferencias genéticas

significativas con la muestra de Patagonia centro-oeste (p =0,72754) y la de Paso
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Alsina 1(p =0,11426). El resto de las poblaciones se diferenciaron genéticamente
entre si (Tabla 27).

Tabla 27. P-Valores de los Fsr obtenido de la comparacién de a pares de muestras.
Distancia genética significativa (p < 0,05). A la derecha de la diagonal se ubican los Fsry a la

izquierda los P-valores. En rojo se muestras las distancias significativas para las muestras

analizadas
Fuego- Costa Atlantica Patagonia Paso
Patagonicos patagdnica centro-oeste Alsina 1
Fuego-
Patagonicos 0.00000 0.13374 0.29679 0.23134
Costa Atlantica
patagonica 0.02637 0.00000 <0.00001 0.05644
Patagonia 0.72754

centro-oeste 0.00000 0.00000 0.11727
Paso Alsina 1 0.00000 0.11426 0.01270 0.00000

En este caso no pudo realizarse un escalamiento multidimensional ya que

no se cumple con el supuesto de numero minimo de muestras utilizadas.

6.5 Anadlisis de la variabilidad interpoblacional a nivel del actual

territorio Argentino

Para este analisis se utilizaron todas las muestras prehispanicas de
Argentina con resultados para la secuenciacion de HVR | ya mencionadas. Hasta
el momento, incluyendo las muestras presentadas en este estudio, se obtuvieron
resultados favorables para la ancestria materna en 102 individuos. Para la
estimacion de la variabilidad genética, el analisis de la varianza y la diferenciacion

genética obtenida por comparacién de secuencias y por frecuencia de
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haplogrupos, fueron agrupados en 9 conjuntos de al menos 5 muestras cada uno
(Tabla 28).

Tabla 28. Frecuencias de los 4 Hgs amerindios en las muestras de poblaciones

prehispanicas de nuestro pais

Muestra n° de individuos | % de Hg | % de Hg | % de Hg | % de Hg
poblacional con secuencias A2 B2 Cl D1 Bibliografia
Puna Jujena 19 36,84 15,79 26,32 21,05 |este estudio*
Quebrada De
Humahuaca centro 16 62,50 6,25 12,5 18,75 | Mendisco et al., 2014
Quebrada de
Humahuaca sur 10 20,00 60,00 10,00 10,00 | Mendisco et al., 2014
Valle Calchaqui 5 40,00 40,00 20,00 0,00 Mendisco et al., 2014
Pampa Grande 19 10,53 47,37 0,00 42,10 |Carnese et al., 2010
Paso Alsina 1 13 0,00 0,00 7,69 92,31 |este estudio
Costa Atlantica este estudio y Garcia-
Patagdnica 7 0,00 0,00 28,60 71,40 |Bour et al., 2004
Patagonia centro-
oeste 6 0,00 0,00 0,00 100,00 |este estudio
Dejean et al., 2008 y
Garcia-Bour et al.,
Fuego-Patagonicos 7 0,00 0,00 57,14 42,86 |2004

* En esta muestra poblacional se incluyeron los dos individuos analizados por Mendisco et al. (2014) del Sitio
arqueologico Doncellas

Los resultados del analisis de la variabilidad genética obtenida de la
comparacion de todas las muestras prehispanicas del actual territorio argentino
muestran un gran numero de haplotipos (h=61) si se tiene en cuenta que son 102
individuos analizados. La diversidad haplotipica fue también elevada (Hd=0,971)
(Tabla 29). De ese total de haplotipos las muestras analizadas en este estudio
comprenden un 63,9% (n=39) y solo comparten con otras muestras 4 linajes. Hay
que tener en cuenta que las muestras estudiadas representan el 43,14% del total
(n=44).
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Tabla 29. Resultados de Variabilidad genética de todas las muestras precolombinas del

actual territorio argentino por region y total.

Region n S h Hd k T
Norte de
Argentina 69 46 37 0,950 £ 0,000 6,79 | 0,01988 + 0,0001
Sur de
Argentina 33 28 26 0,979+ 0,015 | 4311 | 0,01260 + 0,0001
Argentina 102 59 61 0,971 £ 0,008 6.5 0,01901 £ 0,0009

n= numero de secuencias analizadas; S=numero total de sitios polimorficos;, h=ntuimero de haplotipos; Hd=Diversidad
Haplotipica + desvio estandar,; k=nimero promedio de diferencias entre pares de secuencias; t=Diversidad nucleotidica
Tamura-Nei + desvio estandar.

Comparando la variabilidad genética de todas las muestras prehispanicas
de Argentina, con la obtenida para las muestras del Norte y para las muestras del
Sur, se observo que en el norte hay mayor numero de sitios polimoérficos (s=46)
posiblemente debido a que en esta region las muestras poblacionales presentan
diferentes linajes para los 4 Hg amerindios (A2, B2, C1 y D1), mientras que para
las muestras del sur solo se observaron diversos linajes de C1 y D1. El numero
total de haplotipos (h=61) no coincide con la sumatoria de los haplotipos de cada
region demostrando que hay linajes compartidos entre ambas. Estos haplotipos
son el C1 nodal (16223T, 16198C, 16325C y 16327T) y el D1 nodal (16223T,
16325C y 16362C). Teniendo en cuenta el numero de individuos analizados en

cada region, la diversidad haplotipica es similar a la total (Tabla 30)
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Tabla 30. Haplotipos mitocondriales de las muestras precolombinas de la actual Argentina.

Resaltados se encuentran los sitios polimérficos adicionales

Muestras poblacionales que lo
Haplotipo Sitios polimorficos (16024 - 16365 pb) presentan
Quebrada de Humahuaca centro,
Quebrada de Humahuaca sur,
A2 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C Valle Calchaqui, Pampa Grande
A2 16223T 16290T 16319A 16362C Puna Jujefia
A2 16111T 16125A 16223T 16290T 16319A 16362C Quebrada de Humahuaca centro
A2 16125A 16223T 16290T 16319A 16362C Puna jujefia
A2 16111T 16188T 16193T 16223T 16290T 16319A 16362C Quebrada de Humahuaca centro
A2 16111T 16223T 16266T 16290T 16319A 16362C Valle Calchaqui
A2 16086C 16111T 16223T 16234G 16290T 16319A 16362C Puna Jujefia
A2 16192T 16223T 16234G 16256T 16290T 16319A 16362C Puna Jujefia
A2 16188T 16292T 16223T 16319A Puna Jujena
A2q 16111T 16162G 16189C 16209C 16223T 16290T 16362A Puna Jujefia
A2z 16072T 16083T 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C Puna Jujefia
Pampa Grande y Quebrada de
B2 16183C 16189C 16217C Humahuaca sur
Quebrada de Humahuaca sur y
B2 16183C 16188T 16189C 16217C Puna Jujefia
B2 16183C 16189C 16217C 16253G 16286G Puna Jujena
B2 16179T 16183C 16189C 16217C Quebrada de Humahuaca sur
B2 16183C 16189C 16217C 16289G Puna Jujefia
Los Amarillos, Quebrada de
Humahuaca sur y Quebrada de
B2 16182C 16183C 16189C 16217C Humahuaca centro
B2 16142C 16182C 16183C 16189C 16217C Pampa Grande
B2 16145A 16156A 16157C 16183C 16189C 16217C Pampa Grande
B2 16145A 16156A 16157C 16182C 16183C 16189C 16217C Pampa Grande
B2 16145A 16156A 16157C 16183C 16189C 16217C 16278C Pampa Grande
16092C 16145A 16156A 16157C 16182C 16183C 16189C 16217C
B2 16295T Valle Calchaqui
B2 16111T 16126C 16183C 16189C 16217C Quebrada de Humahuaca sur
Cl 16153A 16223T 16298C Puna Jujefia
Fuego-Patagonico, Quebrada de
Humahuaca sur, Puna Jujeia,
Cl 16223T 16298C 16325C 16327T Paso Alsina 1
Cl 16156A 16223T 16291T 16298C 16325C 16327T Fuego-Patagonico
Cl 16145A 16223T 16298C 16325C 16327T Canal de Beagle
C1 16223T 16266T 16298C 16325C 16327T Rada Tilly
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Continuacion de la Tabla 30.

Muestras poblacionales que lo

Haplotipo Sitios polimorficos (16024 - 16365 pb) presentan y n° de individuos

Cl 16189C 16223T 16298C 16325C 16327T Puna Jujefia

Cl 16198C 16223T 16287T 16298C 16325C 16327T 16362C Puna Jujefia

Cl 16223T 16298C 16311C 16362C Rada Tilly
Quebrada de Huamahuaca centro y

Clb 16183C 16189C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T Puna Jujefia

Clb 16223T 16292T 16298C 16325C 16327T Quebrada de Humahuaca centro

Clb 16129A 16223T 16298C 16325C 16327T Valle Calchaqui

DI 16223T 16362C Rada Tilly
Quebrada de Humahuaca centro,
Quebrada de Humahuaca sur,
Pampa Grande, Alero Mazquiaran,

D1 16223T 16325C 16362C Canal de Beagle

D1 16129A 16223T 16325C 16362C Pampa Grande

D1 16223T 16287T 16325C 16362C Pampa Grande

D1 16223T 16325C 16354T 16362C Puna Jujefia

D1 16030T- 16156A- 16208A- 16223T- 16325C- 16362C Paso Alsina 1

Dlg 16129A 16187T 16223T Paso Alsina 1

Dlg 16187T 16223T 16325C Paso Alsina 1

Dilg 16187T 16223T 16362C Paso Alsina 1

Dlg 16187T 16223T 16325C 16362C Los Alerces y Paso Alsina 1

Dlg4 16187T 16223T 16257T 16290T 16362C Puna Jujefia

Dlg 16072T 16187T 16189C 16223T 16325C 16362C Rada Tilly

Dlg 16187T 16223T 16248T 16295T 16362C Paso Alsina 1

Dlg 16187T 16223T 16290T 16362C Paso Alsina 1

Dl1g5 16187T 16209C 16223T Paso Alsina 1

Dlg5 16187T 16209C 16223T 16325C Fuego-Patagonico

Dlg5 16187T 16209C 16223T 16325C 16362C Los Alerces

Dlg5 16187T 16189C 16209C 16223T 16325C Fuego-Patagonico

Dlg 16187T 16189C 16194G 16205T 16223T 16235G 16362C Puesto el Rodeo

Dl1g5 16187T 16189C 16205T 16209C 16223T 16325C 16362C Puesto el Rodeo

Dlg5 16187T 16189C 16209C 16223T 16325C 16362C Rada Tilly

Dl1g5 16187T 16189C 16209C 16223T 16250T 16325C 16362C Fuego-Patagonico

Dlg5 16174T 16187T16189C 16209C 16223T 16232T 16325C 16362C | Rada Tilly

DIg5 16125A 16187T 16189C 16209C 16223T Puna Jujefia

16051G 16187T 16189C 16209C 16223T 16298C 16305G 16320T

Dlg5 16362C Puesto el Rodeo

D4a 16129A - 16146R - 16223T - 16362C Paso Alsina 1

D4b 16189C 16300G 16223T Puna Jujefia
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En un panorama general las muestras prehispanicas de Argentina
presentaron un 41,18% de Hg D1, seguido del A2 con un 22,55%, el B2 con
20,59% y por ultimo el C1 con un 15,68% de representatividad. Si se observan las
proporciones de los haplotipos dentro de cada uno de los 4 haplogrupos
amerindios, el que esta presente en mayor proporcién es el D1g y se encuentra
representado en todas las muestras poblacionales evidenciando una gran

distribucion.

Para las 102 secuencias correspondientes a las muestras arqueoldgicas del
actual territorio argentino divididas en 9 conjuntos de muestras poblacionales y
dividido en dos grupos, uno con los 5 conjuntos del norte y otro con los 4 del sur,
se obtuvo como resultado que el mayor porcentaje de variacion se observé dentro
de cada poblacion (76,93%) y fue mayor entre los dos grupos (13,56%) que entre

las poblaciones de cada grupo (9,51%) siendo ambas significativas (Tabla 31)

Tabla 31. Resultados de Amova para la comparacion entre grupos del norte y sur de

Argentina
Suma de Componentes Porcentaje de

Tipo de variaciéon gl.  cuadrados de Varianza Variacion
Entre grupos 1 33,054 0,57522%* 14,26*
Entre poblaciones
dentro de los grupos 7 50,529 0,37701** 9,35%*
Dentro de las
poblaciones 93 286,473 3,08036 76,39
Total 100 370,056 4,03258 100

indice de Fijacion FST: 0,23613

* p =0,00880; ** p< 0,00001

En cuanto a las distancias genéticas obtenidas por los Fsty con P-valores
menores a 0,05, la mayoria de las muestras presentaron diferenciacién genética

(Tabla 32). No presentaron diferenciacién genética significativa las comparaciones
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de la muestra de la Costa Atlantica Patagonica con los Fuego Patagénicos (p=
0,22168), con la Patagonia centro-oeste (p= 0,75488) y con Paso Alsina 1 (p=
0,15234). Tampoco hubo diferenciacién entre Puna Jujeia y las muestras de Valle
Calchaqui (p= 0,17578) y de Quebrada de Humahuaca sur (p= 0,10742), dentro
de cada uno de los dos conjuntos (norte y sur). Estos resultados de la Puna Jujena
y de la Costa Atlantica Patagdnica coinciden con los analisis de la varianza
realizados por regiéon (apartado 5.4.1 y 5.4.2), donde tampoco presentaron
distancias genéticas significativas con las mismas muestras. Un dato importante a

destacar es que entre la Puna Jujeia y la Costa Atlantica Patagdnica no se

observo diferenicacion genética (p=0,05078).

Tabla 32. P-valores de FST obtenidos de la comparacion de todas las muestras

prehispanicas de Argentina

Quebrada )
Costa dQeuebrada de Patagonia

Fuego- Atlantica | Hymahuaca | Valle Humahuaca | Pampa | Puna centro- | Paso

Patagdnicos | Patagdnica | centro Calchaqui | sur Grande | Jujefia oeste Alsina 1
Fuego-
Patagénicos 0.00000 0.03988 0.35920 0.21273 0.31110 10.23983 ]0.10337 ]0.22312 ]0.23999
Costa Atlantica
Patagoénica 0.22168 0.00000 0.28379 10.19783 0.26208 0.20400 10.07113 |<0,00001 |0.05037
Quebrada de
Humahuaca
centro 0.00000 0.00293 0.00000 10.15989 ]0.24489 0.25056 |0.07680 |0.36287 |0.3095
Valle
Calchaqui 0.02637 0.01758 0.07031 |0.00000 10.00428 |<0.00001|0.04015 ]0.26122 |0.28893
Quebrada de
Humahuaca sur | 0.00195 0.00391 0.00684 10.39258 0.00000 10.04222 [0.04513 [0.34601 |0.35405
Pampa Grande | 0.01660 0.02441 0.00195 10.37793 0.16699 0.00000 10.10247 [0.27406 |0.25988
Puna Jujefia 0.02539 0.05078 0.04492 10.17578 0.10742 0.01270 10.00000 10.16837 ]0.13399
Patagonia
centro-oeste 0.03125 0.75488 <0.00001 [ 0.00488 ]0.00098 0.00293 10.00195 10.00000 10.12760
Paso Alsina 1 | 0.00293 0.15234 0.00098 10.00195 |<0.00001 |<0.00001 |{<0.00001{0.01270 |0.00000

El escalamiento multidimensional realizado con 2 variables parece ser una

buena representaciéon de las distancias genéticas reales (stress= 0,17357) (Figura

25). Al igual que los resultados de Fst las muestras analizadas en esta tesis se

155




encuentran ubicadas en una posicidén intermedia con la mayor distancia a la

muestra de Quebrada de Humahuaca centro y de Pampa Grande.
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Figura 25. Representacion grafica del escalamiento multidimensional para todas las muestras

precolombinas del actual territorio argentino. En naranja se senalan las muestras estudiadas.
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6.6 Asociacion entre la distancia genética y la geogrdfica del linaje

D1

Al realizar un analisis de comparacién entre la distribucion geografica y la
distancia genética rotada del linaje D1 no se observd una asociacién significativa
(p=0,065), observandose una correlacion baja entre ambas distancias (0,2443).
Puede apreciarse en la Figura 26 que las muestras tienden a situarse hacia el
centro-sur del actual territorio argentino, posiblemente debido a la mayor

frecuencia del linaje D1g en la porcién austral del Cono Sur.

Este analisis no fue realizado para el resto de los haplogrupos ya que no
presentaron la distribucion y la frecuencia que se obtuvo para el D1 en toda la
region. Existen haplotipos de D1 distintos al nodal, muy distribuidos entre
muestras del norte y muestras del sur del actual territorio argentino. A2 y B2 por su
parte, no estan presentes en el sur y para C1 el unico haplotipo compartido es el
nodal, no presentando frecuencias considerables para una comparacion en la

region norte.
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6.7 Redes de asociacion de Haplotipos

A continuacion se presentan las redes obtenidas para los haplotipos de cada
uno de los 4 Hgs amerindios, considerando individuos actuales y antiguos e

incluyendo muestras de Argentina, Chile, Peru, Bolivia y sur de Brasil.

- Haplotipos del A2

En la figura 27 se observa que A2 no posee una gran diversidad de
haplotipos (n= 33) si se considera que se analizaron mas de 300 individuos de 17
muestras poblacionales diferentes. La muestra de Guaranies de Brasil es la que
presenté una mayor frecuencia de estos linajes. La muestra DC4 de Puna Jujefia
(color rojo) compartioé el haplotipo con 2 individuos actuales de Puna, 4 Mapuches
de la Patagonia y 1 Coya de Salta o Jujuy. Por otro lado, la DC7 mostré un
haplotipo relacionado a los Guaranies de Brasil, diferenciandose de estos por 3
mutaciones. Los haplotipos de DC2, DC3, DC9, DC12 y DC16 no han sido
descriptos para ninguna poblacién antigua o actual hasta el momento, al menos
segun nuestro conocimiento. Por su parte, DC12 se caracteriza por estar
cercanamente relacionado con un individuo prehispanico de Valles de Azapa,
Chile (a s6lo una mutacién de distancia) y por diferenciarse del haplotipo nodal por
mas de 5 sitios polimoérficos, lo cual estaria indicando cierta profundidad temporal
en la region. Desde una perspectiva genera, los haplotipos de Puna Jujefia
estarian muy relacionados a otras poblaciones antiguas y actuales de la misma
region andina, a excepcion del individuo DC7 que se relaciona a una poblacién

actual del este.
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Figura 27. Red de haplotipos del linaje A2 presentes en diferentes muestras prehispanicas
(senaladas con la letra A al final) y actuales de Sudamérica.

- Haplotipos de B2

Para este analisis se considerd un total de 303 individuos portadores del
Haplogrupo B2, presentandose una gran diversidad de haplotipos (n=104). En el
analisis inicial, al considerar todos los individuos se obtuvo una red de gran
complejidad, que dificultaba su interpretacién. Por lo tanto, sélo se incluyeron
aquellos mas relevantes para este estudio, considerando los haplotipos mas
relacionados a las muestras prehispanicas analizadas en la presente tesis,

comprendiendo un total de 8 haplotipos y 102 individuos (Figura 28).
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En la Figura 28 se observa que 2 haplotipos de la muestra de Puna Jujeia
estan compartidos con otras muestras poblacionales. El haplotipo B2 de Donclleas
presentado por Mendisco et al., (2014) también esta presente en individuos
precolombinos de los Valles altos de los Rios Palpa y Viscas y Conchopata (Peru),
y en muestras actuales de Coyas y de la cuenca del Lago Titicaca, Bolivia. Por su
parte el haplotipo de DC14 se encuentra en muestras prehispanicas de Pampa
Grande y Quebrada de Humahuaca y en individuos actuales de la Cuenca del
Lago Titicaca, Coyas y Puna de Jujuy. Por ultimo el haplotipo de DC1 no estuvo
presente en ninguna otra muestra poblacional, existiendo la posibilidad de que sea

un linaje propio de la Puna Jujeia.
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Figura 28. Red de haplotipos del linaje B2. La misma comprende 8 muestras prehispanicas
(sefialadas con una A al final) y 7 muestras poblacionales modernas de Sudameérica.
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- Haplotipos de C1

Se utilizaron 232 individuos que definieron 71 haplotipos distintos, dando
una diversidad haplotipica considerable. De los mismos, al igual que en el caso
anterior, solo se eligieron aquellos relevantes para la comparacion con las
muestras en estudio. Los mismos comprendieron 13 haplotipos representados en

19 muestras poblacionales.
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Figura 29. Red de haplotipos del linaje C1 en 9 muestras poblacionales prehispanicas (sefialadas
con la letra A alfinal) y 10 actuales de Sudamérica.
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Como se muestra en la figura 29, en este linaje el haplotipo nodal estuvo
presente en 16 de las 19 muestras poblacionales, con mayor representacion en
las muestras prehispanicas de los Valles altos de los Rios Palpa y Viscas, y la
Costa de Peru, y en las muestras actuales de Chiloé, los Kaingang de Brasil, los
Mbya-Guarani de Misiones y los Mapuches de Argentina. Dentro de las muestras
antiguas estudiadas, la Puna Jujena fue la que presentdé mayor diversidad de
haplotipos. Uno de ellos fue el nodal (DC11) compartido con la muestra PA19 de
Paso Alsina 1 y otros 76 individuos. El individuo DC5 presenta un haplotipo
ampliamente representado en la muestra antigua de la Costa de Peru y en las
muestras actuales de Mapuches y Mbya-Guaranies de Argentina. El haplotipo de
C1 presentado por Mendisco et al, (2014) para Doncellas, también ha sido
descripto en muestras antiguas de la Quebrada de Humahuaca. De las muestras
en estudio hubo 4 individuos portadores de haplotipos unicos, dos correspondian a
la muestra de Puna (DC6 y DC10) y dos de Rada Tilly (DB6 y DB2).

- Haplotipos de D1

Al igual que los casos anteriores, dada la complejidad de la red obtenida
con todas las muestras disponibles, se seleccionaron 36 de un total de 91
haplotipos, descriptos en 332 individuos de grupos prehispanicos y actuales. Los
36 haplotipos seleccionados se encuentran presentes en 21 muestras

poblacionales (Figura 30).
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Figura 30. Red de haplotipos del linaje D1. La misma abarca 12 muestras poblacionales antiguas
(senaladas con una A al final de su rétulo) y 9 actuales de Sudamérica

El haplotipo nodal se detecté en 15 de las muestras poblacionales siendo

10 de ellas prehispanicas. La muestra AMZ 5 dentro del grupo de muestras de

Puesto El Rodeo es la unica de todas las estudiadas que presenta ese linaje. El

haplotipo de las muestra PA5 se diferencia del nodal por las mutaciones: 16030T,

16156A, 16208A, y el haplotipo de la muestra PA21 se diferencia del mismo por la
mutacion 16354T.

Un segundo haplotipo muy representado es el D1j determinado por las

mutaciones 16311C y 16242T. El mismo se encontré con una alta frecuencia en
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muestras actuales de las Sierras Centrales, seguido por los Mapuches modernos

de Argentina y los Atacamenos de Chile.

El tercer haplotipo mas frecuente fue el D1g (16187T- 16223T- 16325C- 16362C)
presente en muestras prehispanicas de la Costa de Peru, Los Alerces (LA1) y 3 de
las muestras de Paso Alsina 1 (PA10, PA11 y PA15). También estuvo presente en
muestras actuales de Chiloé, Chile, Mapuches, Tehuelches y Sierras Centrales de
Argentina. De este haplotipo se desprendieron varias ramas, una de las cuales
correspondi6 al de la muestra DB1, otra del haplotipo de la muestra LA 2. De este
ultimo se despliega un nodo que presenta la mutacion 16189C y esta presente en
la muestra DB4 de Rada Tilly, en muestras antiguas de Fuego-Patagdnicos, y en
muestras actuales de Chiloé, Tehuelches y Sierras Centrales. La muestra RP2 de
El Rodeo esta relacionada con este ultimo haplotipo diferenciandose del mismo
por un solo evento mutacional, y pareceria no estar presente en ninguna de las
muestras comparadas. Lo mismo sucedié para el haplotipo DB3 (Rada Tilly), pero

que se diferencia por dos mutaciones.

Los linajes restantes de D1 relacionados al D1g presentes en Paso Alsina
1, en la Puna Jujefia, en las muestras de Puesto El Rodeo y Rada Tilly estan
todos muy relacionados entre si, ya que todos ellos comparten mutaciones. Los 3
haplotipos de Puna Jujefia se diferenciarian de las muestras de Patagonia y Paso
Alsina 1 por al menos una mutacion, pudiendo ser los primeros derivados de los

segundos.

6.8 Andalisis de la determinacion del sexo por amplificacion del gen de

la amelogenina

De las 55 muestras estudiadas se logro establecer el sexo molecular de 4
de las muestras de la Puna jujena, obteniendo dos individuos masculinos (DC3 y
DC9) y dos femeninos (DC1 y DC4). Este resultado se obtuvo mediante la

amplificacion por PCR comun y la posterior observacién de la diferencia de 6 pb
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entre ambos sexos (Figura 31). Teniendo en cuenta la comunicacién personal de
la Dra. Laura Fuchs, la determinacion del sexo a partir de este marcador molecular

coincidio con los sexos determinados por morfologia para esos individuos.

El resto de las muestras se analiz6 mas de 3 veces para este marcador
molecular sin obtenerse resultados favorables tanto para el método de
amplificacion por PCR, como para el método de PCR en tiempo real utilizando las

curvas de disociacion.

Figura 31. Resultados de la determinacion del sexo de los individuos analizados. Los individuos

varones muestras dos bandas y los femeninos una.
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Capitulo 7: Discusion
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7.1 Evaluacion de los procedimientos llevados a cabo para la

obtencion del ADNa

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral fue evaluar los potenciales y las
limitaciones que presenta el trabajo con material genético antiguo. A continuacion
se realiza un analisis sobre estos aspectos, y una comparacion con la informacion

disponible en la bibliografia sobre el tema.

7.1.1 Rendimiento del tipo de material dseo utilizado y condiciones de

preservacion

Las principales dificultades que se han encontrado en el procesamiento de
extraccion de material genético a partir de restos arqueoldgicos es el tamafio del
material 6seo o piezas dentales donde se extrajo el ADNa. A causa de ello, antes
de comenzar con las investigaciones fue necesario hacer una planificacion de los
paso a realizar, como por ejemplo la estimacién de la cantidad de polvo de dentina
o0 hueso que es factible obtener y que se puede procesar cada vez, para poder

realizar al menos tres extracciones diferentes.

Si bien la dentina y polvo de costilla obtenido fue similar en cantidad, fue
notoria la diferencia en preservacion del material genético observado entre ellos.
De las 3 costillas analizadas solo se obtuvo resultados favorables para 1 de ellas.
Esto ademas podria haber estado influenciado por la forma de conservacion de la
muestra (AMZ 5) descripta en la seccion 4.2.3.3 y por la poca profundiad temporal
de la misma la cual fue datada en 210-212 afios AP, lo que llevaria a suponer una

corta exposicion a agentes tafonémicos.

Para las piezas dentales en general se obtuvo resultado para 42 de las 54
analizadas, demostrando que la cubierta de esmalte y cemento que recubre la
cavidad de la pulpa, podria ser una proteccién ante los agentes de degradacion

autolitica y postmortem a los cuales esta expuesto el material genético de los
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restos arqueoldgicos y una proteccion ante los procesos tafonémicos ocurridos en
los yacimientos donde se encontraban, generando un retardamiento en los efectos

de la accion de dichos procesos (Paabo et al., 2004).

Ademas observamos diferenciacion en la obtencion de material genético
entre muestras de un mismo sitio arqueolégico o una misma coleccion, por lo cual
en base a estas observaciones coincidimos con otros autores en que la obtencion
de resultados positivos depende principalmente del estado de preservacion
individual de cada muestra y del tipo de muestra esqueletal, mas que de la
antiguedad de las mismas (Stone y Stoneking et al., 1999; Poinar y Stankiewicz,
1998; Carnese et al., 2010). Por su Parte Kemp et al. (2007), al igual que en este
estudio no obtuvieron resultados favorables en la extraccién de ADN a partir de

una costilla, pero si a partir de piezas molares.

7.1.2 Evaluacion de los métodos de extraccion de ADN utilizados

Ademas de la preservacion diferencial del ADN en cada tipo de pieza
esqueletal utilizada, es importante la cantidad de ADN enddégeno que puede estar
disponible en cada una, siendo uno de los factores limitantes en los estudios
arqueogenéticos al igual que en los forenses. Es de crucial importancia La
utilizacién de protocolos que recuperen la mayor cantidad de ADNa (Rohland y
Hofreiter, 2007a y 2007b). Se han publicado varios trabajos con proposiciones de
diferentes técnicas utilizando diferentes solventes organicos, suspensién de silica,
columnas con filtros donde esta retenida la misma o equipos comerciales (Hoss y
Paabo, 1994; Hanni et al., 1995; Yang et al., 1998; Kalmar et al., 2000; Bouwman
y Brown, 2002; Hummel, 2003). Sin embargo muy pocos son los que realizan
comparaciones entre ellos para determinar cual es el de mayor rendimiento
(Rohland y Hofreiter, 2007a). Por esta razén uno de los objetivos de esta tesis era
“Estimar el mejor rendimiento en la obtencion de ADN utilizando diferentes

métodos de extraccion” disponibles.
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Como pudimos observar en los resultados el protocolo que demostrd la
mayor recuperacion de ADN, independientemente del tipo de muestra, fue el de
Fenol-Cloroformo-Alcohol-Isoamilico. Ademas comprobamos que se pudo
amplificar ADNa de una muestra que fue extraida con este método, pero que por
los otros protocolos utilizados presentaba agentes inhibitorios para la PCR.
Acordamos con los trabajos que senalan que es uno de los métodos mas
apropiados para las muestras de una gran temporalidad y con una alta
probabilidad de degradacion (Kemp et al., 2007; Wilson, et al., 2007, Bolnick, et
al., 2012, Jenkins, et al., 2012, Grier, et al., 2013), y no con Rohland y Hofreiter
(2007b), quienes sostienen que la extraccion con silica en suspensiéon es mas
eficiente. Barta et al. (2014) realiza una critica a los trabajos antes mencionados
sosteniendo que ninguno presenta cual es la cantidad de ADNa existente en las
muestras para luego determinar el rendimiento, sino que solo describen el que

mejor le funciond a cada investigador.

7.1.3 Planteo de las dificultades observadas durante la amplificacion del

material genético obtenido

En aquellas muestras en las que se pudo obtener ADN, otro de los
problemas significativos que se observaron durante el procedimiento estuvo
relacionado a la amplificacién de los mismos. Al comienzo de esta investigacion se
utilizaban cebadores para la PCR de secuenciacién de HVR | que amplificaban
segmentos de mas de 200 pb, por lo que la mayoria de los intentos de las
reacciones realizadas eran fallidos. Posiblemente debido a que el material
genético antiguo al estar degradado no se encuentra fragmentado en segmentos
de menos de 180 pb. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el material genético de
los restos esqueletales presentaba diferentes grados de degradacion vy
posiblemente estaba muy fragmentado, decidimos reducir el tamafo de los
fragmentos utilizando nuevos cebadores que permitieron amplificar segmentos de
ADN mas cortos. Este cambio permitié un mejoramiento del 70% en el rendimiento

en las amplificaciones para su secuenciacion.
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Observando esa tasa de incremento en los resultados favorables, se
decidié realizar lo mismo para los segmentos de amplificacion del gen de la
amelogenina, pero aun asi no hubo resultados favorables suficientes. La diferencia
en el numero de resultados para el ADNmt y el gen de la amelogenina ubicado en
el ADN nuclear, puede deberse a que el primero se encuentra en una mayor
proporcion por ceélula, con lo que es mas probable la recuperacién de algun
segmento del tamafo deseado. Por esta razon posiblemente logramos obtener un
73,68% de recuperacion para el ADNmt en las 57 muestras analizadas, mientras

que para el sexado molecular solo obtuvimos un 7%.

Otra de las dificultades durante la amplificacion fue la necesidad de realizar
al menos tres extracciones independientes para cada muestra a fin de corroborar
la autenticidad de los resultados obtenidos. En los analisis de ADNa observamos
que la probabilidad de obtener amplificaciones fue practicamente aleatoria,
posiblemente por el bajo numero de copias de ADNa que puede estar presente en
la elucion de las muestras luego de cada extraccién. En consecuencia, la
obtencidn de los resultados favorables fue un proceso arduo y con una importante
prolongacion en el tiempo, sobre todo teniendo en cuenta en todo el procedimiento
los requerimientos basicos para evitar contaminacion. Dado el grado de deterioro
del ADNa junto con el riesgo de contaminaciéon con ADN exdgeno contemporaneo,
fue necesario llevar a cabo exhaustivos controles de contaminacion a lo largo de
todo el procedimiento, como fue detallados en el capitulo de Materiales y Métodos,
asi como también realizar multiples comprobaciones del mismo resultado, tanto
entre los diferentes extractos del mismo individuo como entre diferentes
amplificaciones de alicuotas del mismo extracto. En las 57 muestras analizadas,
para ser consideradas como datos validos, el resultado obtenido debe l6gicamente
ser coincidente. Aquellas muestras que no pudieron ser autenticadas por no

obtenerse al menos tres veces el mismo patrén polimoérfico, fueron desestimadas.

Todas estas dificultades sumadas al bajo numero de muestras
arqueoldgicas disponibles para su estudio, propio de los estudios arqueoldgicos,

son limitantes para este tipo de investigaciones. Sin embargo es de destacar que
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aun asi es posible obtener resultados de gran valor para diferentes lineas de
investigacion, como la evolucién del hombre moderno, su dispersion, relaciones

filogenéticas y poblamiento americano.

7.1.4 Estimaciones sobre los porcentajes de recuperacion de ADNa

obtenidos

El porcentaje de recuperacion obtenido para la tipificacion de Hgs maternos
amerindios por RFLP para las 24 muestras de un total de 57 analizadas fue del
42,1%. Si se analiza cada muestra por separado el porcentaje de Los Alerces fue
del del 100%, del 66,67% en Rada Tilly, del 52,17% en la Puna Jujena, del 50%
en Alero Mazquiaran Puesto El Rodeo respectivamente y del 15% en Paso Alsina
1.

En comparacion con otras muestras prehispanicas analizadas, para
muestras de todo el actual territorio chileno en las cuales se determinaron los
linajes maternos por RFLP se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 62,5%
(Manriquez et al., 2011) el cual, es levemente mayor al obtenido en este estudio.
En comparacién con el porcentaje de recuperacion obtenido para los resultados de
RFLP en una muestra precolombina de Cérdoba (90,57%) (Nores et al., 2011) es
bajo si no se considera que se estan tomando muestras de diferentes regiones
geograficas. Ahora bien, si ese porcentaje se compara con los de las muestras de
Patagonia en particular, esos porcentajes de recuperacién son similares. Como ya
se ha senalado, la probabilidad de obtener resultados favorables de ADNa
depende directamente del estado de preservacion de cada muestra, por ende de
las condiciones climaticas y procesos tafonomicos a los cuales estuvo expuesto

cada material erqueologico.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para la secuenciacion de HVR
I, los porcentajes de recuperacién son muy diferentes a los obtenidos por RFLP.
Esta diferencia puede deberse a que luego de realizarse al menos dos intentos en

la amplificacion de la region codificante del ADNmt y no obtenerse resultados que
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puedan ser comparados, en algunas muestras se priorizé la secuenciacion de la
HVR |, teniendo en cuenta la mayor eficacia en el aprovechamiento del material
genético obtenido para cada muestra. La secuenciacion de la region control a
diferencia de los RFLP, posee un mayor poder de resolucion en la determinacion
del linaje materno de una muestra y en las comparaciones de sitios polimérficos

realizadas con otros individuos.

Para la HVR | se obtuvo a nivel de todas las muestras analizadas un
porcentaje de recuperacion del 73,68% (42/57). Para cada muestra por separado
el mismo fue: para Los Alerces y Rada Tilly del 100% respectivamente, para
Puesto El Rodeo del 75%, para la Puna Jujena del 73,91%, para Paso Alsina 1 del
65% y por ultimo para Alero Mazquairan del 50%. Con estos porcentajes elevados
en cada una de las regiones estudiadas no puede inferirse si las muestras estaban
expuestas a procesos de degradacion diferenciales o si las distintas condiciones
ambientales que se fueron desarrollando en cada region a lo largo del Holoceno
Tardio en cada region juegé un rol importante en la preservacién del material
genético arqueoldgico. Sin embargo, puede apreciarse que no se han analizados
muestras en este trabajo de la zona de mayor problematica a nivel de
recuperacion de restos esqueletales, como es la region litoral del actual territorio
argentino, en la cual las condiciones de humedad y elevadas temperaturas
influyen en la buena preservacion de los restos arqueoldgicos, por la generacién
de suelos con grandes variaciones en su pH, producto de la relacién entre la
retencion de agua y la descomposicion del material organico y de eventos

relacionados con la pedogénesis (Gaitan y Lopez, 2007).

En comparacioén con otras poblaciones de Sudamérica como por ejemplo en
la regién de Palpa de la costa y valles de Peru (1200- 800 afios AP), Fehren-
Schmitz et al., (2010) obtuvieron un porcentaje de recuperacion del 59,9%,
levemente menor al obtenido para este estudio. Para una la muestra de Pampa
Grande, Salta, datada en 1310 afios AP. Carnese et al., (2010) obtuvieron un
porcentaje de recuperacion similar al de Puna Jujefia (80,95%), y al obtenido por

Mendisco et al. (2014) del 80,39% para el analisis de muestras en conjunto de la
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Quebrada de Humahuaca y Puna Jujefia y del Valle Calchaqui en Salta (todos
pertenecientes al Periodo de Desarrollos Regionales). Por su parte, Moraga et al.
(2010) obtuvieron resultados de tipificacion de ADNa en el total de las 7 muestras
prehispanicas (1700 a 250 afios AP) de la cultura Kawaskar analizadas del sur de
Chile obteniendo un porcentaje de recuperacion del 100%. Sin embargo para
muestras Fuego-Patagonicas de Chile y Argentina datadas en 200 — 100 afios AP,
Garcia-Bour et al. (2004) obtuvieron un porcentaje de recuperacion de ADNa del
40%, el cual es relativamente bajo si se compra con las muestras mencionadas.
Por su parte Casas-Vargas et al. (2011) obtuvieron un 100% de recuperacién en
17 individuos de 1090 + 70 afos AD de un sitio arqueoldgico ubicado en La
Purnia, Santander, Colombia. Lewis Jr. et al. (2007) de un total de 94 individuos
Chen Chen de diferentes regiones del sur de Peru, datados entra 7200- 1000 afios
AP obtuvieron resultados favorables para un 41,49% de las muestras. Estas
comparaciones en las proporciones de obtencion de resultados de ADNa en
diferentes regiones y de diferentes temporalidades, demuestra lo propuesto con
anterioridad, que el estado de preservacion esta sujeto a la calidad de cada una
de las muestras en particular, teniendo el tiempo de depositacion una leve

influencia.

Desde la perspectiva de los tipos de enterratorio de los cuales provienen
cada una de las muestras analizadas del actual territorio argentino, no se
observaron grandes diferencias en el grado de recuperacion del material genético
entre los entierros primarios descriptos para la Puna Jujefia y los entierros
secundarios propuestos para Paso Alsina 1 por ejemplo, siendo este ultimo
levemente menor, y en los cuales el numero de individuos totales analizados se
asemejo. Se observaron diferencias en la estructura morfologica de las piezas
dentales de cada lugar, en donde las de Paso Alsina presentaban un gran
deterioro fisico ya que algunas se pulverizaban durante el procedimiento de
desbaste de la pulpa dental. Por esta razén podria inferirse que el tratamiento que
recibieron los restos esqueletales previos a su depositacion en fardos funerarios

de entierros secundarios, como el descarne y tratamiento con tinturas, pudo no

174



haber tenido una gran influencia en la composicidn quimica de la muestra,

manteniendo las condiciones de preservacion del ADNa.

Cabe senalar que el numero de muestreos es pequefo aun, sobre todo
para las muestras provenientes de la Patagonia por lo que las conclusiones en
cuanto a la preservacion expuestas y el grado de recuperacién obtenidos para
cada caso deben ser tomadas con precaucion. Seria recomendable a futuro
ampliar el numero de individuos analizados para poder estimar el impacto del
ambiente de cada regidn sobre la preservacion del material genético contenido en

los restos arqueoldgicos.

7.2 Interpretacion de los linajes maternos obtenidos por

secuenciacion

La obtencidén de resultados positivos en los estudios de ancestria sobre
genomas antiguos, adquieren una importante relevancia debido a que su
obtencion es bastante compleja y puede aportar informaciéon importante. La
diversidad genética que estaba presente en amerindios precolombinos contribuiria
al conocimiento sobre el origen de los primeros americanos, a la comprension de
su distribucidon demografica a lo largo de todo el territorio americano y el eje
temporal. El desarrollo de estudios de ADNa en Argentina aportaria informacion
novedosa echando luz sobre los intrincados procesos de poblamiento de nuestro

territorio en el contexto de Sudamérica.

A continuacidon se enumeran los resultados obtenidos y conceptos
relacionados a los mismos que permitieron alcanzar, en gran medida, los objetivos
propuestos en esta tesis y contrastar las hipotesis planteadas. El primero de estos
objetivos fue: -Determinar los linajes maternos en varios grupos de muestras
arqueologicas del Noroeste Argentino y Patagonia a partir del estudio de los
haplogrupos mitocondriales en diversos sitios arqueolégicos y muestras de

colecciones de museo, y las hipotesis derivadas del mismos: “Las muestras del
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Noroeste argentino presentan mayor diversidad de linajes que las muestras de
Patagonia” y “La diversidad de linajes encontrada en una muestra depende de la

ubicacion geografica’.

Para lograr responder a estas cuestiones, se realizaron estudios de RFLP y
secuenciacion de la HVR | del ADNmt en muestras del noroeste, centro-sur y
diversas regiones del sur del actual territorio argentino. La muestra de la Puna
Jujefia comprendié individuos portadores de los 4 Hgs amerindios principales
obteniéndose un mayor porcentaje de A2 (Tabla 33). En comparacién, en las 4
muestras restantes solo se obtuvieron representantes de los Hg C1 y D1 (Tabla
33) tal como ya habia sido propuesto para otros estudios de ancestria materna en
la region (Lalueza et al., 1997; Garcia-Bour et al., 2004; Moraga et al., 2010;
Dejean et al., 2008). Pareceria que a medida que los linajes de A2 y B2 se van
diluyendo hacia el sur, la frecuencia y diversidad de C1 y D1 aumentan,

posiblemente hasta fijarse en la region (Moarag et al., 2010)

Como puede observarse en la tabla 33, la unica muestra que presentd
linajes compartidos entre sus individuos fue Paso Alsina 1 ya que el numero de
haplotipos presentes es menor al numero de individuos analizados, por esta razén
la diversidad haplotipica también es menor que en el resto de las muestras. Una
conclusién que se desprende de estos resultados es que la variacidn genética

mitocondrial intrerna de cada muestra fue elevada.
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Tabla 33. Resultados de muestras analizadas obtenidos a partir de la secuenciacién de

HVR |
n2 de

Muestra individuos | %A2 %B2 | %C1 | %D1 h Hd Tt

Puna Jujefa 17 41,18 | 11,76 | 23,53 | 23,53 | 17 1+0,02 0,02047 +0,00152
Paso Alsina 1 13 0,00 | 0,00 | 7,70 | 92,30 | 10 | 0,949+0,051 | 0,00892+0,00167
Los Alerces 2 0,00 | 0,00 | 0,00 |100,00| 2 1+0,5 0,00292+0,00146
Rada Tilly 6 0,00 | 0,00 | 33,33 | 66,67 | 6 140,096 0,01501+0,00258
Puesto El Rodeo 4 0,00 | 0,00 | 0,00 |100,00| 4 140,177 0,01754+0,00391

Por su parte, la diversidad nucleotidica obtenidas para Paso Alsina 1y Los
Alerces es de un grado de magnitud menor que la presentada por las otras 3
muestras. Esto estaria indicando que los haplotipos de esas muestras se
diferencian entre si por pocos eventos mutacionales, teniendo en cuenta que en

ambos casos el linaje mas representado es el D1g.

Por otro lado, que las muestras de Rada Tilly y Puesto El Rodeo hayan
presentado una diversidad nucleotidica cercana a la de la Puna Jujefia, no es un
dato menor, ya que en las dos muestras de Patagonia solo se describieron linajes
para los Hgs amerindios C1 y D1, mientras que para la muestra del NOA hubo
representantes de los 4 Hgs (A2, B2, C1 y D1). Esto estaria indicando que la
diversidad de C1 y D1 en ambas muestras de Patagonia seria elevada y que las
secuencias de los haplotipos se diferencian entre si por mas de dos sitios
polimorficos, como se mostro en las tablas 18 y 20. Se podria concluir que aunque
hasta el momento, en la regién sur de Argentina, solo se hayan encontrado linajes
de C1 y D1en muestras prehispanicas, los mismos pueden presentar una gran
diversidad, dando indicios de que en esa region ambos Hgs podrian poseer la

mayor antiguedad.
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7.2.1 Analisis de los resultados obtenidos para cada muestra en

compracion con otras poblaciones de la region

Otro de los objetivos planteados eran “Estimar los patrones de intra e
intervariaciéon poblacional en haplotipos mitocondriales” y “Comprender las
posibles relaciones filogenéticas de las muestras estudiadas, considerando la
existencia o no, de lazos filogeograficos entre ellas y con otras poblaciones
sudamerindias extintas y actuales” por lo que a continuacion se presentaron todos

los analisis realizados y los datos recopilados para cumplir con tal fin.

- Puna Jujena

En el caso de los andlisis realizados para estimar la variacion
intrerpoblacional se llevaron a cabo varias comparaciones. La primera de ellas fue
la comparacion de la varianza por AMOVA de cada una de las muestras
analizadas con otras de la misma region. Para el caso de la Puna Jujefia la cual
fue comprada con otras 15 muestras, se observé que la mayor variacion se
encuentra dentro de cada muestra entre los linajes de cada uno de sus individuos.
Sin embargo, las diferencias entre las muestras fueron significativas indicando que
al menos una de ellas se diferencia de las otras. Para identificar que muestras
poseian una diferenciacion genética significativa se realizaron comparaciones de a
pares de secuencia (Fsr). Estos resultaros demostraron que la muestra de la Puna
Jujefia analizada, se diferencia de otras muestras del NOA, como Pampa Grande
(Carnese et al., 2010) y Quebrada de Humahuaca centro (Mendisco et al., 2014) y
de ciertas muestras de Peru (Fehre-Schmitz et al., 2014; Baca et al., 2012, 2014).
Estas diferencias pueden tener sustento en la evidencia arqueoldgica que sostiene
que la Region Andina fue poblada por una sola oleada migratoria a través de la
Cordillera (Rothhammer y Dilehay, 2009), pero el territorio del sur de los Andes
Centrales ha sido influenciado por grupos genéticamente heterogéneos a lo largo
del Holoceno, provenientes de poblaciones ubicadas mas al norte de los Andes.

Ademas algunas de ellas pudieron haber estado genéticamente aisladas o haber

178



recibido influencias desde otras regiones, como por ejemplo la region de Chaco,
como se propone para el caso de la Quebrada de Humahuaca (Mendisco et al.,
2014) o de la region de Pampa Grande (Carnese et al., 2010). El linaje B2 con la
mutacién 16142T de Pampa Grande fue descripto para poblaciones actuales de
Mendoza, San Juan y La Rioja, con lo que podria suponerse que esta region de
Salta habria estado relacionada con poblaciones ubicadas mas al sur, en el
centro-oeste del actual territorio argentino (Motti et al., 2014). Debe tenerse en
cuenta ademas las temporalidad de cada uno de las muestras que presentaron
diferenciacion, ya que las de Peru y Pampa Grande fueron asignadas a periodos

anteriores a los de Puna Jujefa.

Es interesante destacar que la Puna Jujeia presentdé un mayor porcentaje
de linajes A2, el cual no se ha demostrado que haya tenido una gran dispersion
entre los grupos andino. La mayoria de las poblaciones del sur de los Andes
centrales prehispanicas se caracterizan por la presencia de una alta proporcién de
linajes de B2 (Lewis et al., 2005; Kemp et al., 2009; Fehren-Schmitz et al., 2010;
Carnese et al., 2010; Baca et al., 2012, 2014; Mendisco et al., 2014). Tampoco se
observo la frecuencia de linajes de A2 obtenida, en muestras actuales de la Puna
Jujefia (Cardoso et al., 2013). Solo las muestras actuales de Guaranies de Brasil
presentan una gran proporcién de A2 (Marrero et al., 2007). A partir de este ultimo
dato podria inferirse una asociacion entre estos grupos del este con la Puna

Jujefia, pero no hay evidencia suficiente que sustente esta hipotesis.

En el analisis de redes de haplotipos (figura 27) solo uno de los linajes
presentados para la Puna Jujefa (DC7) pareceria estar relacionado a los
Guaranies actuales de Brasil, pero el mismo presenta 3 eventos mutacionales de
diferencia con los mismos, con lo cual puede suponerse un ancestro comun para
las poblaciones que poblaron ambas regiones, mas que flujo génico entre ellos. El
haplotipo de la DC9, present6 la mutacion 16192T la cual solo fue descripta en
poblaciones circumpolares Inuit de Groenlandia y nombrado como A2a (Achilli et
al., 2008). Ese sitio polimérfico también fue descripto para un individuo Mapuche

actual de Argentina (de Saint Pierre et al., 2012) y para otro de Chiloé, Chile (Horai
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et al., 1993). Otros dos sitios polimérficos presentes en el mismo haplotipo de
DC9, el 16234T y 16256A, sin embargo, no fueron descriptas para esas muestras,
ni en otras precolombinas, solo encontrandose en un Coya actual del NOA pero
careciendo de la 16192T (Alvarez- Iglésias et al, 2007). Otro dato relevante para
los otros 4 linajes A2 obtenidos, fue que se observé un relacidn con muestras
antiguas y actuales de la Regiéon Andina pero ningun de los haplotipos estuvo
compartido con otras muestras, indicando que se podria tratar de linajes que

evolucionaron especificamente en la Puna Jujefa.

Para los linajes de B2 de Puna Jujefia se observo que una de las muestras,
DC 14, presenta una variante particular dada por la mutaciéon 16188T que fue
descripta para una muestra de Tilcara en la Quebrada de Humahuaca sur
(Mednisco et al., 2014) y que esta distribuida en varias muestras Andinas actuales
como los Quecha y Aymara de Bolivia (Barbieri et al., 2011), Atacamefios de Chile
(de Saint Pierre et al., 2012), Coyas de Jujuy y Salta (Alvarez-lglésisas et al.,
2007) y de la Puna Jujefia (Cardoso et al., 2013). Teniendo en cuenta este
resultado y viendo que otras poblaciones prehispanicas antiguas no presentaron
este linaje, podria hacerse alusién al concepto de homopatria, el cual refiere al
hecho de que las poblaciones actualmente asentadas en la regién donde habitd
determinado grupo étnico, conservaria linajes propios de dicho grupo (Gongalves
et al., 2010).

Para el caso de los haplotipos de C1 obtenidos, uno de ellos presento las
mutaciones del nodal (DC11), y los otros dos (DC6 y DC10) fueron exclusivos de
Puna Jujefa y al diferenciarse del haplotipo nodal por 3 mutaciones especificas,
podria inferirse que los mismos poseen una gran temporalidad de establecimiento
en la regién. Sobre todo si se tiene en cuenta que los mismos no fueron hallados
en ninguna muestra de Patagonia prehispanica o actual, donde se presupone que
el linaje C1 se fij6 y tuvo una mayor diversificacion, al igual que los linajes de D1
(Garcia et al., 2006).

En cuanto a los linajes de D1 encontrados, solo uno (DC21) presentd un

haplotipo diferenciado del nodal por una sola mutacion (16354T), el resto
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siguiendo la red de haplotipos obtenida (figura 30), presentaron diferentes
haplotipos de D1g y se encontraron muy relacionados a las muestras del sur de
Argentina prehispanicas y actuales, por lo cual puede suponerse que los linajes

especificos encontrados en la Puna Jujefia podrian ser derivados de aquellos.

Tabla 34. Linajes mitocondriales presentes en las 16 muestras utilizadas para la

comparacion interpoblacional de la region norte

n? de n? de
Muestra Linajes | individuos | % linajes Muestra Linajes individuos % linajes
Pampa Grande 9 19 0,47 Puca 9 14 0,64
Quebrada de
Humahuaca Costa y Valles
centro 6 16 0.38 (Palpa) EIP 40 63 0,63
Quebrada de Costa y Valles
Humahuaca sur 9 10 0,9 (Palpa) LIP 17 23 0,74
Costa y Valles
Valle Calchaqui 4 5 0,8 (Palpa) MH 9 11 0,82
Valles altos del
Rio Palpay Viscas
Puna Jujefia 19 19 1,0 (Tranca) MH 23 46 0.50
Valles altos del
Rio Palpay Viscas
Valles de Azapa 16 17 0,94 (Tranca) LIP 20 31 0,65
Tompullo 1l 11 24 0,46 Huari 12 12 1,0
Acchaymarca 9 11 0,82 Conchopata 8 8 1,0

Tal como se presentd hasta el momento, la Puna Jujefia posee una gran
diversidad de haplotipos los cuales se vio que estan poco compartidos o
escasamente relacionados con otras muestras de otras regiones geograficas. De
un total de 329 individuos precolombinos provenientes de 16 muestras diferentes

del Sur de los Andes centrales se obtuvieron un total de 159 haplotipos, de los
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cuales los 19 linajes de Puna Jujefa representaron un 11,95%, esta diversidad
haplotipica. Este dato no es menor si se tienen en cuenta la representacion de
haplotipos de otras muestras, donde la diversidad encontrada solo fue superada
por la presentada por las 3 muestras de Peru con mayor numero de individuos
(Tabla 34). Ademas la Puna Jujefa junto a la muestra de Conchopata y de Huari
de Peru, fueron las Unicos en presentar un haplotipo diferente para cada individuo,

en el resto al menos dos individuos comparten el mismo haplotipo.

- Paso Alsina 1 y muestras patagoénicas

Con respecto a la muestras analizadas para la porcion sur del territorio
argentino, no se publicaron hasta el momento un numero de datos genéticos que
puedan compararse con los dato obtenidos para la secuenciacion del ADNmt
(Garcia-Bour et al., 2004; Dejean et al., 2008; Moraga et al., 2010) y asi
contextualizar, proponer posibles patron de dispersion e historia evolutiva de las
muestras involucradas en este estudio. Las muestras utilizadas para la
comparacién comprendieron un total de 54 individuos distribuidos en 4 grupos de
muestras (Tabla 25). Para los mismos, pudieron observarse 35 linajes maternos
amerindios, en su mayoria C1y D1, y dentro de este ultimo el D1g. Los haplotipos
correspondientes a las muestras de la presente tesis comprendieron un 57,14%
(20 linajes maternos) y de ellos solo tres fueron compartidos con individuos Fuego-
Patagonicos. Uno fue el linaje nodal de C1 (figura 29), el otro fue el haplotipo

nodal de D1 y uno de los linajes derivados de D1g (figura 30).

Para el AMOVA se observd una gran diversidad dentro de cada
muestra(80,90%) mientras que la variacién presente entre las mismas si bien fue
baja (19,03%) con respecto a la anterior, dio significativa demostrando que al
menos dos de las muestras presentan diferenciacion genética. En apoyo a este
resultado la comparacion de diferenciacién genética por Fst demostré que tanto la
muestra de Paso Alsina 1, la de la Costa Atlantica Patagénica como la de la

Patagonia centro-oeste presentaron diferencias significativas con las muestras de
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Fuego-Patagoénicos (Garcia-Bour et al., 2004; Dejean et al., 2008; Moraga et al.,
2010). Esto puede deberse a que los Fuego-Patagodnicos presentan mayor numero
de linajes de C1, mientras que todas las muestras analizadas presentan mayor
proporcion de D1. De las muestras estudiadas solo Paso Alsina 1 present6
diferencias significativas con la Patagonia centro-oeste, posiblemente debido a

que la primera posee representantes de C1y D1 y la segunda solo de D1.

Las muestras analizadas sumadas a aquellas de Argentina tomadas de la
bibliografia (Garcia-Bour et al., 2004; Dejean et al., 2008) sumaron un total de 33
individuos precolombinos y presentaron 26 haplotipos de un total de 35 obtenidos
entre las muestras prehispanicas de Argentina y Chile. De esos 26 un 19,2%
corresponde a linajes de C1, mientras que el 80,8% restante corresponde a linajes
de D1. Dentro deeste ultimo el 80,95% corresponden a haplotipos D1g y el resto
fueron D1 nodales. Este resultado determind la gran variabilidad de D1g en la
Patagonia, no lograndose un discernimiento en un lugar especifico de mayor

prevalencia del mismo.

Tal como indica la figura 30, si bien en todas las muestras analizadas los
linajes de D1g fueron diferentes, la mayor diversidad estuvo presente en Paso
Alsina 1. De los linajes de esta muestra derivan, diferenicandose por al menos un
evento mutacional, el resto de los linajes descriptos para las muestras de
Patagonia, y como ya fu mencionado, también los linajes presentados para el
NOA. Dentro del territorio argentino los haplotipos D1g con la mutacién adicional
16209C estuvieron presentes en al menos un individuo de cada una de las 6

muestras estudiadas y se describe en la filogenia como D1g5.

Por su parte, el linaje D1g de las muestras LAI1, PA10 y PA11, fue
descripto en una muestra del Periodo Intermedio Temprano para la costa del sur
de Peru (Fehren-Schmitz et al., 2010), determinando por un lado, que es un linaje
muy diversificado y segundo que presenta una profundidad temporal elevada ya
que la misma presentd una datacion de 2.300 afios AP aproximadamente. Este

ultimo supuesto también encuentra apoyo en la temporalidad de las muestras
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analizadas ya que si bien todas corresponden al periodo del Holoceno Tardio se

diferencian por mas de 1.000 afios.

7.3 Anadlisis de los resultados obtenidos para la comparacion entre

las Muestras prehispdnicas de todo el actual territorio Argentino

Para lograr contestar a las preguntas que fueron formulados antes de
comenzar con este estudio, y para contrastar las hipétesis planteadas, los ultimos
analisis realizados fueron sobre el total de las muestras analizadas comparando la
muestra del NOA con las de Patagonia. Una poblacion que se genera a partir de
un numero reducido de fundadores, se espera que presente una variacion baja de
secuencias de ADNmt, es decir que la poblacién sea relativamente homogénea,
sin embargo, aunque el numero de individuos analizados fue bajo para
considerarlo como representativo de la poblacion argentina del Holoceno Tardio,
la variabilidad haplotipica que se presentd fue significativa, ya que de los 42
resultados positivos se obtuvieron un total de 37 haplotipos diferentes. Sélo uno de
ellos, el C1 nodal (16223T, 16298C, 16325C, 16327T) estuvo compartido entre
una muestra del NOA (DC11) y una de Paso Alsina 1 (PA19).

Se utilizaron otras muestras prehispanicas del actual territorio argentino
descriptas en la tabla 28 para enriquecer las comparaciones entre la porcion del
noroeste y la Patagonia. De las mismas se extrajo como resultado que hasta el
momento se obtuvieron resultados favorables para 102 individuos precolombinos
que abarcan una temporalidad de aproximadamente 3.000 a 200 afos AP. Las
mismas presentaron un 41,18% de Hg D1, seguido del A2 con un 22,55%, el B2
con 20,59% y por ultimo el C1 con un 15,68% de representatividad. Es de
destacar la proporcion de linajes de D1 encontrada, ya que el mayor numero de
individuos analizados en total corresponde a muestras del norte de Argentina

(n=69) y un 23,2% de estos presentd este linaje.

184



En total de los 4 Hgs amerindios se obtuvieron 61 linajes, indicando que hay
muestras que compartieron alguno de estos tal como se indicé en la tabla 30. El
que estuvo presente en mayor proporcién fue el D1g y estuvo representado en

todas las muestras poblacionales, evidenciando una gran distribucion.

A partir de los analisis de la varianza se determino que existe una mayor
variacion dentro de cada una de las poblaciones analizadas como sucede en la
mayoria de los estudios de variacion interpoblacional de muestras antiguas. Pero
el dato mas relevante fue que se obtuvo una variacién genética significativa (Tabla
31) entre grupos tomando las 5 muestras del NOA en un conjunto y las 4 muestras
del sur en otro. La mayoria de las muestras del NOA presentaron diferenciacion
genética significativa con las muestras del sur. Las unicas que no se diferenciaron
fueron la muestra de la Costa Atlantica Patagonica y la muestra de Puna Jujefia (p
=0.05078).

Observando los resultados obtenidos para las diferenciaciones genéticas
entre la comparacién de secuencias (Fst) y la comparacién de frecuencias de
haplogrupos, se observa que en esta ultima se pierde toda la variabilidad obtenida
en la comparacion de secuencias, ya que en el escalamiento multidimensional los
diferentes linajes de un mismo Hg son tomados en conjunto diluyéndose la
diversidad de linajes presentes en los mismos. Igualmente, la representacion
grafica dada por dos variables de las distancias genéticas, pareceria haber sido
una buena representacion de las distancias reales que existieron entre las

muestras.

Finalmente, el analisis de procrustes solo fue realizado sobre el linaje que
presentdé mayor diversidad entre las muestras analizadas que fue el D1. Utilizando
muestras del NOA, norte de Chile y sur de ambos paises, este analisis determind
que existe una correlacién baja entre la distancia geografica y la distancia genética
presente entre las muestras analizadas, sin embargo las coordenadas geograficas
arrojadas por el programa a partir de la distancia genética agrup6 a los linajes de
D1 en el centro-sur de la Argentina. Estos resultados permiten inferir que la mayor

diversidad de D1g se encontro en la region del norte de la Patagonia.
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Para las muestras actuales de Argentina, sin tener en cuenta el resto de las
utilizadas en la comparacion y construccion de redes haplotipicas, se obtuvo una
mayor proporcion de individuos portadores de linajes de D1. Esto apoyaria lo
planteado hasta el momento de una mayor diversidad y proporcion de linajes

maternos de este haplogrupo en Argentina con una gran profundidad temporal.

Segun los resultados de las redes de haplotipos se observo que 14 de los
mismos, presentes en las muestras prehispanicas del actual territorio argentino,
también estuvieron presentes en muestras actuales de la misma regién y de otras
cercanas geograficamente (Tabla 35). Nuevamente se observdo una mayor
diversidad de linajes de D1 compartidos entre las muestras antiguas y actuales, y
sobre todo entre las del norte y sur de nuestro pais. Para el resto de los
haplogrupos amerindios, a partir de la escasa variabilidad de haplotipos observada
para el total de las muestras analizadas, y viendo que los unicos compartidos
entre ellas son linajes nodales de los haplogrupos, no puede estimarse si los
individuos estan relacionados entre si o si provienen de una poblacion ancestral
en comun, sobre todo teniendo en cuenta que en todo Sudamérica existe una gran
distribucion de los linajes amerindios fundadores. No se encontré en ninguna de

las muestras prehispanicas analizadas el linaje D4h3.
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Tabla 35. Haplotipos compartidos entre muestras antiguas y actuales de Argentina

Muestras
Haplotipo Sitios polimarficos precolombinas Muestras modernas
Mbya-Guarani (Formosa), Puna
Quebrada de Humahuaca centro | (Jujuy), Guaranies y Kaingang
y sur, Valle Calchaqui, Pampa (Brasil), Atacamerios (Chile),
A2 16111T-16223T- 16290T- 16319A- 16362C Grande Aymara y Quechuas (Bolivia)
16111T-16223T- 16266T- 16290T- 16319A- ) )
Mbya-Guarani JFormosa),
A2 16362C Quebrada de Humahuaca sur Guaranies (Brasil)
A2 16223T- 16290T- 16319A- 16362C Puna Jujefia Puna (Jujuy), Coyas, Mapuches
Mapuches, Mbya-Guarani
(Formosa), Puna (Jujuy), Coyas,
Quebrada de Humahuaca centro | Atacamefios (Chile), Aymaray
B2 16182C- 16183C- 16189C- 16217C y sur, Pampa Grande Quechuas (Bolivia)
Puna (Jujuy), Coyas, Atacamefios
(Chile), Aymard y Quechuas
B2 16183C- 16188T- 16189C- 16217C Quebrada de Humahuaca sur (Bolivia)
B2 16183C- 16189C- 16217C- 16289G Puna Jujefia Coyas, Aymara y Quechas (Bolivia)
Mbya-Guarani (Formosa),
C1 16189C- 16223T- 16298C- 16325C- 16327T Puna Jujefia Mapuches
Fuego-Patagodnicos, Quebrada Mbya-Guarani (Formosa), Sierras
de Humahuaca centro y sur, centrales,Guaranies (Brasil),
Pampa Grande, Patagonia Aymara y Quechuas (Bolivia),
D1 16223T- 16325C- 16362C centro-oeste Atacamefios (Chile)
D1 16223T- 16362C Costa Atlantica Patagénica Sierras Centrales
D1 16129A' 16223T' 16325C' 16362C Pampa Grande Sierras Centrales
Dlg @
16362 16187T-16223T- 16325C Paso Alsina 1 Mapuches
Patagonia centro-oeste, Paso Chiloé (Chile), Mapuches,
Dlg 16187T- 16223T- 16325C- 16362C Alsina 1 Tehuelches, Sierras Centrales
D1g @
16362 16187T- 16189C- 16209C- 16223T- 16325C Fuego-Patagdnicos Mapuches
16187T- 16189C- 16209C- 16223T- 16325C - L )
Chiloé (Chile), Tehuelches, Sierras
D185 16362C Fuego-Patagonicos, Rada Tilly Centrales
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Los linajes de D1 estan presentes en 21 muestras poblacionales desde el
Sur de Peru, Bolivia, Sur de Brasil, hasta Tierra del Fuego y pareceria ser el que
se dispersé mas rapidamente durante el Holoceno Tardio ya que en comparacion
con los otros 3 Hgs, esta presente en 12 muestras prehispanicas, mientras que el
resto estd presente como maximo en 9. Esto puede deberse a que los grupos
portadores de linajes de D1, sobre todo D1g, eran muy dinamicos socialmente y
posiblemente poseyeran sistemas de intercambio de informacidon y bienes con
otros grupos ubicados a grandes distancias, siendo proclive la formacion de
grupos culturales mezclados con un cierto grado de flujo génico entre ellos. Esto
posiblemente no puede inferirse a partir de estudios genéticos en muestras
poblacionales actuales, determinando el gran valor que poseen los resultados de
ADNa por mas que sean escasos, ya que aportan el eje temporal a los mismos y
no generan una instantanea de un momento dado en la dispersion de linajes
maternos. Sin embargo, ambos tipos de investigacion junto estudios de disciplinas
como la arqueologia, y la historia deben llevarse a cabo para interpretar la
compleja red de las movilidades e intercambios entre grupos de individuos que

fueron poblando nuestro territorio.

Puede concluirse entonces que la dispersion de los linajes de D1 es un dato
relevante para la comprension de la historia evolutiva de los pobladores del
Holoceno Tradio del sur de Sudamérica. La filogeografia contempla que a mayor
diversidad de un linaje, mayor antigiedad del mismo en la regidn. Si bien un linaje
no es equivalente a una poblacién, puede considerarse la frecuencia y distribucidn

del mismo como indicio de una determinada historia poblacional (Motti, 2012).

Otra hipétesis que asume la filogeografia es que el lugar donde actualmente
se observa mayor variabilidad de un linaje, es el lugar de origen del mismo.
Entonces a partir de la mayor diversidad de linajes D1g observados en las
muestras analizadas de la regién sur de Argentina, sumado a las coordenadas
geograficas obtenidas para el analisis de Procrustes, y la observacion de que la
mayoria de los haplotipos D1g derivan de aquellos presentados en las muestras

demuestras de esa regidn, podria proponerse un posible lugar de incubacion de
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estos linajes y una re expansién hacia el norte y el sur desde la region
norpatagénica. Esta proposicién concuerda con el modelo de poblamiento para la
parte sur de Sudameérica Propuesta por Bodner et al., (2012). Para Sudamérica se
ha propuesto la presencia de dos clados particulares importantes derivados del
linaje D1 (D1g y D1j) tal como se evidencié en la red de haplotipos, los cuales
serian fundantes como indican su tiempos de coalescencia y su distribucion casi
exclusivamente pacifica (Bodner et al. 2012). En dicho modelo, la dispersion de
estos linajes habria sido primero por el corredor costero, para ingresar luego al sur
del continente mediante migraciones transcordilleranas que posteriormente
involucraron flujo génico bidireccional. El flujo migratorio, por ende, pudo haber
sido en la region norpatagonica de oeste a este mas que en sentido norte a sur.
Ademas de Saint Pierre et al. (2012) propusieron que las poblaciones habrian
quedado aisladas con un débil intercambio genético con poblaciones localizadas
mas al norte, por lo menos hasta la llegada de los europeos. Sin embargo, el
registro arqueoldgico demostré amplios radios de movilidad logistica (Miotti y
Salemme, 2003; Miotti; 2003) avalados por las diferentes evidencias arqueologicas
de contacto entre sectores costeros e interiores (Gémez Otero et al., 1998;
Orquera y Gémez Otero, 2007), por lo que es dificil sostener que muchos de estos
grupos se mantuvieran completamente aislados el tiempo suficiente como para
generar una diferenciacion biolégica de magnitud. Hacia el Holoceno Tardio, que
es cuando el registro arqueolégico demuestra indicios de crecimiento poblacional,
comienzan a registrarse contactos entre muchos sectores patagoénicos y con

regiones mas al norte (Martinez et al., 2008-2009).

Desde una perspectiva bioantropoldgica, para Sudamérica aun no hay un
consenso acerca del modo de poblamiento. Pueden haber sucedido dos posibles
escenarios: El grupo que se expandié desde el norte s6lo pudo haber progresado
en el lado costero de los Andes posiblemente mediante el uso de canoas y luego
haber cruzado la Cordillera en diferentes latitudes (Bodner et al., 2012), tal como
se propone a través de los resultados obtenidos. La otra alternativa propone que
se pudo haber dado una separacion de la poblacion en el norte de Sudamérica,

resultando en dos grupos poblacionales separados, uno costero y el otro
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continental (Rothhammer y Dillehay, 2009). Esta ultima no puede ser probada a
partir de los resultados obtenidos ya que las muestras analizadas parecerian estar
relacionadas a muestras del oeste de la Cordillera. Por lo tanto a futuro es
necesario incorporar muestras prehispanicas de diferentes temporalidades de
regiones mas hacia el este como la regién de Chaco que permitan contrastar esa

propuesta de poblamiento.

Segun las redes de haplotipos obtenidas la mayoria de los linajes presentes
en las poblaciones del Holoceno Tardio no estaban compartidos con las muestras
actuales, por lo que se infiere que podria haber existido una mayor variabilidad
genética dentro de las poblaciones que habitaron el actual territorio argentino, que
la estimada a partir de estudios sobre los linajes maternos de poblaciones
actuales. Esto podria deberse a la accidn de mecanismos microevolutivos, como
el flujo génico producido por el movimiento de gente en la actualidad entre paises
limitrofes y de distancias mayores tratandose de grupos de diferentes origenes,
como se evidencia en el estudio de Moraga et al. (2005), cuando se analizaron
grupos que habitaron entre el 6.000 y el 500 A.P. los valles del norte de Chile,
comparandolos con las poblaciones actuales. Como se menciono anteriormente,
mediante inferencias en las historia poblacional de una region realizadas a partir
de la variabilidad observada en muestras modernas, se estaria perdiendo
informacion relevante sobre los complejo escenarios de relaciones entre las

poblaciones del pasado (Reich et al. 2012).

Diferentes estudios han analizado la diversidad genética y los niveles de
heterocigosidad a través de microsatelites (ADN nuclear) y marcadores
uniparentales de las poblaciones nativas americanas detectando una reduccion de
la misma en sentido Norte-Sur en todo el continente (Wang et al., 2007; Yang et
al., 2010). El mecanismo que habria primado para explicar este patrén es el
“efecto fundador serial”, en donde la diversidad genética comienza a disminuir a
partir del distanciamiento del lugar de origen de la o las poblaciones analizadas
(Ramachandran et al., 2005; Lewis Jr et al., 2010). Sin embargo, esto solo es

cierto para el caso de los linajes de A2 y B2, donde sus frecuencias se reducen
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hasta desparecer en algunas regiones del sur del Cono Sur y para algunas
muestras precolombinas. En las muestras actuales de Mapuches y Tehuelches de
Argentina y Chile (Ghinter et al., 1993; Moraga et al., 2010, de Saint Pierre et al.,
2012; Sala y Corach, 2014) se han descripto linajes de ambos haplogrupos por
secuenciacion del ADNmt. Estas diferencias podrian estar dadas por movimiento
de personas desde regiones mas al norte de la zona cordillerana en tiempos de
contacto hispanico, como por ejemplo, durante el proceso de araucanizacion

(Casamiquela, 1990).

La gran diversidad de linajes amerindios observada para nuestro territorio,
mayor a la observada para algunas muestras del sur de Peru, indicaria
completamente lo opuesto a esos estudios, sobre todo como fue planted para el
D1g, abriendo un nuevo panorama para continuar con estudios en genética de
poblaciones con aportes desde otras disciplinas que se acoplen para el
entendimiento de la intrincada historia del poblamiento de Sudamérica,

especialmente de la Argentina.
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El material para muestreo en este tipo de investigaciones es valioso, raro y
novedoso, lo cual lleva a que el numero de muestras sea pequefo, con
distribuciones geograficas y temporalidades irregulares. Ademas el trabajo con
ADNa presenta algunas limitaciones, con lo que la obtencion de algun resultado
posee aun mas valor que la muestra en si. Algunas de las limitaciones que
presenta incluyen el bajo numero de intentos exitosos al detectar ADN vy la
necesidad del uso continuo de criterios rigurosos para la autenticacién de dichos

resultados.

Los datos obtenidos para el ADNa constituyen la investigacion directa de
eventos y procesos genéticos que tuvieron lugar en la prehistoria, aportando
profundidad temporal a los analisis de la historia evolutiva de la humanidad. Sin
embargo, la utilizaciéon de la informacion arqueoldgica y su contexto, el cual puede
ser crucial a la hora de realizar y poner a prueba hipodtesis es indispensable, y las
investigaciones en arqueogenética deben ser cuidadosamente planeadas
abarcando una estrecha colaboracion entre arquedlogos, antropologos vy

genetistas.

En esta tesis se demostro la presencia de un alto porcentaje de linajes
nativos en la region de la Puna Jujefa, la zona de transicidn entre pampa y
Patagonia y varios sectores del sur del actual territorio argentino, determinando la
gran proporcion del linaje D1g y su distribucién. En las muestras analizadas, todas
correspondientes al Holoceno Tardio, ademas del D1g, se describieron otros de

los linajes propuestos como fundadores para Sudameérica.

Si bien se realizaron analisis para la identificacion de linajes particulares al
interior de cada region, logrando este objetivo, no pudo establecerse una
estructuraciéon poblacional valida, posiblemente por el numero de muestras
analizadas y para la gran porcion geografica en estudio. Esto evidencia la
complejidad en los procesos de poblamiento del actual territorio argentino, y la
posible variabilidad genética que poseian los primeros pobladores. La
comparacién con muestras del Holoceno Tardio y muestras actuales de diversas

regiones, fue posible determinar la presencia de linajes que posiblemente tuvieron
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una evolucion local en cada regidén analizada. Sin embargo, para corroborar esta

informacion es necesario ampliar los estudios de ADNa.

El uso de datos de secuencia de HVR | del ADNmt, si bien es un solo
marcador utilizado para genética de poblaciones, y no esta completo, - en el orden
de que puede utilizarse HVR 1l y la regidn control-, permite distinguir entre linajes
maternos especificos, asi como generar modelos demograficos utilizando material
antiguo. Con el advenimiento de nuevas metodologias que permitan obtener
mayor y mejor calidad de secuencias de ADNa y mejores estrategias de muestreo,
sumada a una cooperacion interdiciplinaria, se llegara a un mejor entendimiento y
abordaje del poblamiento del continente y del territorio de nuestro pais, asi como
los hechos sucesivos de su historia poblacional. En lo que concierne a la parte
genética y molecular de los estudios de antropologia biolégica es requisito que se
incremente el tamafo de las muestras antiguas, que se amplie su cobertura
espacial y temporal, y que se incremente la resolucion de los datos por medio del
analisis no solo de linajes mitocondriales, sino de genoma completo mitocondrial y
en el caso que sea posible nuclear, como el caso del marcador molecular SRY

para la determinacion de linajes paternos.
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1.

Introduccioén

Tabla anexa 1. Muestras Precolombinas estudiadas en Sudamérica para los 4 Hgs amerindios

Muestra n A% | B% | C% | D% | Indet% Localizacion Tem([;(llll:;l)ldad Referencia
Boyaca 6 |500]160]340]| 00| 00 Depto. Boyaca, 1543-213 AP | Monsalve et al. (1996)
Colombia
Madrid 2-41 Dist. Cap. Bogota, .
(Sabana de Bogots) 11 0,0 1100,0] 0,0 [ 0,0 0,0 Colombia 2000 AP Silva et al. (2008)
La Purnia Depto. Santander, Casas-Vargas et al.
(Santander) 17 1350 41,0 0,0 | 24,0 0,0 Colombia 1090 AP 2011)
Cuzco 1 0,0 | 0,0 0,0 [100,0 0,0 Depto. Cuzco, Perti. 1033- 840 AP Luciani et al. (2006)
Patallacta,
Paucarcancha y 57 5,0 140,0 | 14,0 ] 2,0 39,0 Depto. Cuzco, Peru 400 - 500 AP Shinoda et al. (2006)
Huata
Lambayeque 28 |210]250]| 40 |250]| 250 | PP I;,frri,lbayeque’ 1200- 575 AP | Shimada et al. (2004)
Conchopata 16 1290500 140] 70 | 00 D epto'l;gzc‘who’ 1400- 1200 AP | Kemp et al. (2009)
Huari 18 | 17,0 220550 60 | 00 D epto'l;gzc‘who’ 900- 600 AP Kemp et al. (2009)
Palpa 130 | 23 |17,7|27,7 523 00 Depto. Ica, Perd | 1200-800 AP | © ehre“'(szcohlrg;tz et al.

Chen Chen (Valle 27 333 (333 | 148 | 37 14.8 Depto. de Moquegua, 7200- 1000 AP Lewis, Buikstra y Stone
de Moquegua) Peru (2007)

Valles altos del Rio , Fehren-Schmitz et al.
Palpa y Viscas 56 7,1 1 51,8 | 339 ] 7,1 0,0 Depto. Ica, Pert 1200- 800 AP 2011)

Tiwanacu 13 | 80 [150]230]230| 31,0 |Depto.LaPaz, Bolivia | 1000- 2300 AP R"thhg‘(l)gl;)r etal

T"mp‘é‘l‘;:)(c"m 24 | 831|708 42 [ 167 00 | Depto. Arequipa, Perti | siglo XV- XVI |  Baca et al. (2012)

Valle de Azapa,
Camarones y Lluta, 14 50,0 1 36,0 | 7,0 7,0 0,0 Prov. Arica, Chile 3900 AP Moraga et al. (2005)
(Arcaico tardio)
Valle de Azapa,
Camarones y Lluta, 19 32,0 1 42,0 | 26,0 | 0,0 0,0 Prov. Arica, Chile 1000 AP Moraga et al. (2005)
(Horizonte Medio)
Valle de Azapa,

Camarones y Lluta, 15 20,0 | 53,0 | 20,0 | 7,0 0,0 Prov. Arica, Chile 500 AP Moraga et al. (2005)

(Intermed. tardio)

Quebrada de Acha 4 25,01 0,0 | 50,0 | 25,0 0,0 Prov. Arica, Chile 9000 - 7500 AP | Manriquez et al. (2011)
Camarones 14 4 25,0 1 50,0 | 25,0 | 0,0 0,0 Prov. Arica, Chile 7500 AP Manriquez et al. (2011)
Tagua Tagua 4 0,0 0,0 [100,01 0,0 0,0 Prov. Biobio, Chile 8000 AP Manriquez et al. (2011)

Baiio Nuevo 4 |00 |[750]250) 00| 00 Prov. gﬁﬁga‘q“e’ 9000 AP | Manriquez et al. (2011)

Regién Amazénica | 18 | 280 | 6,0 | 22,0 | 50 | 30,0 | FstedosdePard Amapa | 550 a0 op | Ribeiro dos Santos et al.

y Amazonas, Brasil (1996)
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Continuacion tabla anexa 1

Muestras n A% [ B% | C% | D% | Indet% Localizacion Tem(l;(lllr;l)ldad Referencia
Queixadinha (Vale Unid. Federal de antes del siglo
do Jaquitinhonha) 14 0.0 11431857100 0,0 Minas Gerais, Brasil XIX Gongalves et al. (2010)
Los Amarillos 18 72,0 | 6,0 | 6,0 | 16,0 0,0 Prov. Jujuy, Argentina | 1000 -500 AP | Mendisco ef al. (2011)
Cortaderas 3 |00 |00 [1000] 00| 00 |Prov.Salta, Argentina | 1300 AP Dejean e al. (2006)
Derecha
Llullaillaco 3 0,0 | 0,0 | 33,0 67,0 0,0 Prov. Salta, Argentina | 520- 430 AP Wilson ef al. (2007)
Pampa Grande 21 11,0 | 47,01 0,0 | 42,0 0,0 Prov. Salta, Argentina 1310 AP Carnese ef al. (2010)
. Museos de la Prov. de Nores y Demarchi
Sierras centrales 35 23,0 [ 26,0 | 34,0 | 17,0 0,0 Cérdoba, Argentina 3360 - 345 AP 2011)
Sierrasy Llanuras | 48 | 16,7 | 22,9 | 39,6 [ 208 | 0,0 [MuscosdelaProv.De | ys)5 345 ap [ Nores eral. (2011)
Cordoba, Argentina
Arroyo seco 2 8 | 00 370500130 o0 | ProV:Buenos Ares, pecge 7800 AP | Figueiro y Sans (2007)
rgentina
“Aonikenk” 15 | 00 | 00|267]733| o0 | PatagoniadeChiley 150 AP Lalueza et al. (1997)
Argentina
Canal de Beagle 2 | 00| 00]500]500] 00 Tlerrag}fillguego’ 150 AP Dejean e al. (2008)
“Yamana, Kaweskar, Tierra del Fuego,
Selknam” 45 0,0 | 0,0 | 42,2 | 55,6 2,2 Chile y Argentina 150 AP Lalueza et al. (1997)

2. Materiales y Métodos
2.1.Descripcioén de protocolos
2.1.1. Protocolo Kit QlAamp® DNA Investigator Kit (QIAGEN)

Este equipo comercial se basa en la extraccion de ADN utilizando columnas

de silica:

1. Al polvo de cada muestra se le agregd 360 ul del buffer ATL y 20 ul de

Proteinasa K (20 mg/ml, Promega). Se incubé toda la noche a 56°C.

2. Al segundo dia se anadié 20 ul de la Proteinasa K y se dejo hasta el dia

siguiente en las mismas condiciones.
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3. Luego de centrifugar las muestras a 800 revoluciones por minuto (rpm), se

agrego 300 ul de buffer AL. Se agité durante 10 min. para homogeneizar.

4. Las muestras se expusieron a 70°C durante un bafo térmico a 12 min.,

agitando cada intervalos de 3 min. para mejorar la lisis.

5. Se centrifugaron a 14000 rpm durante 1 min. y el sobrenadante obtenido se

transfirid a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml.

6. 150 ul de etanol absoluto fueron agregados al sobrenadante y se mezclé

con vortex por 15 segundos (seg.).

7. Se prepard una columna MiniElute QlIAamp con un tubo colector de 2 ml y

se transfirié toda la solucion del paso 5.
8. Se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min.

9. Se agregd 600 ul de buffer AW1 a la columna y se centrifugd bajo las
mismas condiciones del paso 7. Se descartd el tubo colector y la columna

fue pasada a un nuevo tubo.
10. Se agregaron 700 ul de buffer AW2 y la centrifugacién fue idem paso 8.
11. 700 ul de etanol absoluto fueron agregados y se procedié idem paso 8.

12. La columna vacia se puso en un tubo nuevo y se centrifugd durante 3 min.

a 14000 rpm. Para terminar de eliminar el excedente de etanol.

13. Como tubo colector esta vez utilizamos un tubo eppendorf de 1,5 ml, se

colocé la columna y se la llevo a 56°C en calor seco por 5 min.

14. Se agregaron 40 ul de agua calidad biologia molecular a 60°C para eluir la
muestra y se lo dejo incubando a temperatura ambiente por 5 min. Luego
se centrifugd 1 min. a 14000 rpm. Este paso se realizdé dos veces utilizando
el mismo tubo colector para aumentar el volumen final donde esta disuelto
el ADN.
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2.1.2. Protocolo Kit Geneclean (MP Biomedicals)

Como segundo método se utilizé este equipo comercial también basado en

la purificacién de ADN a partir de columnas de silica:

1)

5)

6)

7)

8)

9)

Partimos de 100 mg de polvo, se le agregaron 500ul de EDTA (0,5M) + 25

ul de Proteinasa K (20mg/ml, Promega) y se incubé toda la noche a 55°C.

Se adicionaron 100 ul de la misma Proteinasa K y se la dejé hasta el dia
siguiente. Los pasos 1y 2 se realizan para descalcificar el polvo de dentina
y hueso a tratar, ayudando a la eliminacion del calcio y la obtencién del
material genético retenido en la matriz mineral (degradando el material
sélido queda expuesta mayor superficie de contacto para favorecer a que

los reactivos que se utilizaran con posterioridad se unan al ADN).
Se centrifugd por 10 min. y se paso el sobrenadante a un nuevo tubo.

Se agregaron 500 ul de solucion DeHyb A y 150 ul de Glassmilk y se dejé
incubando durante 2 hs a 55°C.

Se transfirié toda la muestra a una columna de filtrado y se centrifugd por 1
min. a 14000 rpm. Este paso se realizé las veces necesarias para filtrar

toda la muestra, eliminando cada vez el eluato.

Se agrego 250ul de Salton Wash 1 y centrifugé 1 min. A 14000 rpm, se

descarto el eluato.
idem condiciones del paso 6 pero en este caso se agregé Salton Wash 2

Se agregaron 250ul de aDNA Alcohol Wash a la columna y se centrifugo 1

min. a 14000 rpm. Descartamos el eluato.

Se centrifugd nuevamente (con el tubo de captura vacio) durante 2min. para

secar el filtro de los restos de alcohol.
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10) Se ubico el filtro en un tubo de captura nuevo y se agregaron 50ul de DNA
free Elution Solution y se resuspendié el pellet de la columna para

disolverlo. Se dej6 incubar por 15 min. a temperatura ambiente.

11) Por ultimo se centrifugé 1min. a 14000 rpm y se guardo el eluato del tubo

de captura.

12) Se realiz6 una segunda elucion idem paso 10 y 11 pero utilizando un

volumen de 25 ul de DNA free Elution Solution.

2.1.3. Protocolo de extraccion con Fenol — Cloroformo- Alcohol
Isoamilico
Por otro lado, se extrajo el ADN con modificaciones en el método de Green
y Sambrook, 2012:

1. Primero se realizé6 la descalcificacion del polvo de hueso y diente
obtenido como se describié en el paso 1 del protocolo del Geneclean:
Se agregdé al polvo de cada muestra 1ml de EDTA 0,5M (pH 8) a

temperatura ambiente y se las dejo con agitacion durante dos dias.

2. Se extrajo el sobrenadante de EDTA y se preservd a -20°C. Al
precipitado se lo digiri6 con 1 ml de solucion conteniendo: Tris-HCI 10
mM, EDTA 5mM, Acetato de Sodio 4% y SDS 2%, y 25 ul de Proteinasa
K (Promega). Las muestras se incubaron toda la noche a 55°C en

agitador.

3. Se agregaron 500 ul de fenol y 500 ul de la solucion 24:1 de Cloroformo

- Alcohol Isoamilico.
4. La muestra se centrifugd a 14000 rpm por 1° min.

5. Se retir6 el sobrenadante, se colocé en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5
ml y se le agregaron 500 ul de Cloroformo — Alcohol Isoamilico en las

mismas proporciones que el paso 3.
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6. idem paso 4.
7. El sobrenadante fue retirado a otro tubo eppendorf de 1,5 ml.

8. La fase acuosa se purifico mediante columnas de silica utilizando el
equipo AccuPrep® PCR Purification Kit (BIONEER), siguiendo el

protocolo especificado por el fabricante.

2.1.4. Protocolo de extraccion a partir del EDTA obtenido en el primer
paso del protocolo de extraccion de fenol-clorofomo-isoamilicoA
cada tubo del EDTA de las muestras se le agregd 25 ul de Proteinasa K

(Promega).
2. Se dejo agitando a 56° C durante 48 hs.

3. Sobre el tubo anterior se realizé la purificaciéon de ADN utilizando el equipo
AccuPrep® PCR Purification Kit (BIONEER), siguiendo el protocolo

especificado por el fabricante.

4. Resultados
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Tabla anexa 3. Comparacién entre los métodos de extraccion utilizados, su rendimiento y el

numero de veces realizado.

Métodos de extraccion de ADN

Fenol-Cloroformo - QIlAamp DNA
Muestra Isoamilico Investigator KIT Geneclean Kit EDTA
DC1 Amplifico x 3 no se hizo no se hizo no se hizo
DC2 Amplificé x 3 no se hizo no se hizo no se hizo
DC3 Amplifico x 3 no se hizo no se hizo no se hizo
DC4 Amplifico x 3 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
DC5 Amplificé x 3 no se hizo no se hizo no se hizo
DC6 Amplifico x 3 no amplificd x 1 no se hizo Amplifico x 1
DC7 Amplifico x 3 Amplificé x 2 no se hizo Amplifico x 1
DC8 Amplificé x 3 no amplificé x 1 no se hizo no se hizo
DC9 Amplifico x 3 no se hizo no se hizo no se hizo
DCI10 Amplifico x 3 no amplificd x 2 Amplifico x 1 no se hizo
DCI11 Amplificé x 3 no amplifico x 2 amplifico x 1 no se hizo
DC12 Amplifico x 3 Amplifico x 2 no se hizo Amplifico x 1
DC13 no amplificéd x 2 inhibido no se hizo no se hizo
DC14 Amplificé x 3 Amplificé x 2 no se hizo no se hizo
DCI15 no amplificod x 2 inhibido no se hizo no se hizo
DC16 Amplifico x 3 Amplifico x 2 no se hizo no se hizo
DC17 Amplificé x 3 Amplificé x 2 no se hizo Amplificé x 1
DC18 Amplifico x 3 Amplifico x 2 no se hizo no se hizo
DCI19 Amplifico x 3 Amplifico x 2 no se hizo no amplificé x 1
DC20 Amplificé x 3 inhibido no se hizo no se hizo
DC21 Amplifico x 3 Amplifico x 2 no se hizo no se hizo
DC22 Amplifico x 3 Amplificé x 2 no se hizo no amplifico x 1
DC23 Amplificé x 3 Amplificé x 2 no se hizo Amplific6 x 1
DB1 Amplifico x 3 no amplificd x 1 no amplificd x 1 | no se hizo
DB2 Amplifico x 3 no amplificd x 1 amplifico x 1 Amplifico x 1
DB3 Amplificé x 3 no amplificé x 1 no amplifico x 1 | Amplifico x 1
DB4 Amplifico x 3 no amplificd x 1 no amplifico x 1 | Amplificé x 1
DBS5 no amplificod x 2 no amplificd x 1 no amplifico x 1 | Amplifico x 1
DB6 Amplificé x 3 Amplific6 x 1 no amplifico x 1 | Amplifico x 1
DB7 Amplifico x 3 Amplifico x 1 no amplifico x 1 | Amplificé x 1
DB8 Amplifico x 3 no amplificd x 1 no amplificd x 1 | no se hizo
PAS Amplificd x 2 no amplificé x 1 no se hizo no amplificé x 1
PA9 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no amplificé x 1
Fenol-Cloroformo - QIAamp DNA
Muestra Isoamilico Investigator KIT Geneclean Kit EDTA
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PA10 Amplificd x 2 no amplificé x 1 no se hizo no amplificé x 1
PAll no amplificd x 1 inhibido no se hizo no se hizo
PAI12 Amplifico x 2 inhibido no se hizo no se hizo
PA13 no amplificé x 1 no amplificé x 1 no se hizo no amplificé x 1
PA14 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA15 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA16 Amplificd x 2 no amplificé x 1 no se hizo no se hizo
PA17 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA18 Amplifico x 2 Amplificoé x 1 no se hizo no se hizo
PA19 Amplificd x 2 Amplific6 x 1 no se hizo no se hizo
PA20 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA21 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA22 Amplificd x 2 no amplificé x 1 no se hizo no se hizo
PA23 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA24 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no amplificé x 1
PA25 Amplificd x 2 no amplificé x 1 no se hizo no amplificé x 1
PA26 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no se hizo
PA27 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo no amplificé x 1
AMZ1 no se hizo inhibido no se hizo no se hizo
AMZ2 no se hizo no amplificd x 1 no se hizo Amplifico x 1
RP1 Amplifico x 2 no amplificd x 1 no se hizo Amplifico x 1
RP2 Amplificd x 2 Amplific6 x 1 no se hizo Amplifico x 1
RP3 Amplifico x 2 inhibido x 1 no se hizo no amplificé x 1
RP4 Amplifico x 2 Amplifico x 1 no se hizo Amplifico x 1

El nimero en cada método de extraccion implica la cantidad de veces que se realizo ese protocolo en esa

muestra y se obtuvo ese resultado
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