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RESUMEN

La Patagonia central argentina, definida por los actuales limites politicos de la provincia del
Chubut, ha sido objeto de extensas investigaciones arqueoldgicas y bioantropoldgicas con el
fin de comprender los procesos de cambios culturales y biolégicos de sus poblaciones
ancestrales. La abundante informacién obtenida a partir de estas disciplinas en esta sub-
region patagonica contrasta con los escasos estudios genéticos de las antiguas poblaciones
cazadoras-recolectoras del area y con la importancia que esta habria tenido como corredor
de intercambio cultural, econémico y, posiblemente, genético entre el norte y el sur de la
Patagonia. Con el objetivo de compensar este vacio de informacién y complementar los
estudios bioarqueolégicos y bioantropoldgicos, la presente tesis doctoral consistio en
caracterizar la diversidad genética de los linajes mitocondriales de las poblaciones humanas
qgue habitaron el nordeste de la Patagonia central durante el Holoceno. Asimismo, sobre la
base de evidencias arqueolégicas que han demostrado: 1) dos grandes concentraciones de
enterratorios que podrian estar indicando nodos poblacionales independientes (valle inferior
del rio Chubut; VIRCH y Peninsula Valdés; PV) y 2) un aumento de la concentracién de sitios
a partir del Holoceno tardio; se evaluaron posibles variaciones en el acervo génico a escala
temporal y microrregional. Para abordar estos objetivos, en esta tesis doctoral se presentan
los resultados mitogendmicos de 48 individuos muestreados del Repositorio Bioantropologico
de Restos Humanos Arqueolégicos salvaguardado en el IDEAus-CONICET de Puerto Madryn
(Chubut, Argentina) y cogestionado junto con la Subsecretaria de Cultura de la Provincia del
Chubut.

Los resultados obtenidos por técnicas gendmicas de nueva generacion demostraron una
buena preservacion del material genético (66% de eficiencia de recuperacion). Dieciocho de
los individuos analizados fueron asignados al clado D1 (45%), ocho (8) al C1b (20%), ocho
(8) al B2 (20%) y seis (6) al C1c (15%). Asimismo, nuevos sub-haplogrupos fueron
identificados (B2b16a, B2ak1b, C1b32, C1b33, C1b35, C1c11g, C1c11i, D1u, D1g7, D1g5a1).
Muchos de los haplotipos hallados muestran una continuidad a escala temporal y un alcance
geografico amplio, llegando a compartirse tanto con individuos ancestrales de la regién
pampeana como de Patagonia sur e insular. Asimismo, la variabilidad interna, principalmente
la del sub-haplogrupo D1g5, se encuadra en la propuesta de algunos autores sobre la escasa
diversidad genética de las poblaciones ancestrales debido a su baja demografia con tendencia
a la variacion interna y aumento de esta variabilidad hacia el Holoceno Tardio. En cuanto a la
variaciéon de la diversidad genética entre las microrregiones definidas en Patagonia central
(VIRCH y PV) y las variaciones en la composicion genética a lo largo del tiempo, los analisis

realizados para evaluar estos aspectos indicaron que, al menos para el periodo temporal
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abarcado y con relacion a los linajes maternos, se podria considerar a los individuos de estas

microrregiones como pertenecientes a una unica poblacion.

Respecto de los aspectos ético-sociales que involucra a la teméatica desarrollada en esta tesis,
cabe aclarar que, en la ultima década, el avance metodoldgico y el aumento en el poder de
analisis por métodos bioinformaticos no solo propiciaron el desarrollo de estudios gendmicos
de ADN antiguo (ADNa) a nivel global, sino también una remergencia de los debates sobre
estos aspectos en lo concerniente al trabajo con poblaciones antiguas, reconocidas como
ancestros por comunidades indigenas contemporaneas. En este sentido, la presente tesis, en
colaboracion con la Direccion de Asuntos Indigenas de la Provincia del Chubut, se ha unido
a esos debates desde una perspectiva situada y contextualizada proponiendo nuevas guias y

practicas para la disciplina.

Para finalizar, creemos que las inferencias resultantes de los datos generados a partir de esta
tesis doctoral no solo profundizan y complementan la informacién obtenida a partir de las
investigaciones arqueoldgicas y bioantropoldgicas, sino que contribuyen al entendimiento de
los procesos migratorios que modelaron el poblamiento humano de la Patagonia. La
complementariedad de los resultados obtenidos en esta investigacion con datos de ADN
autosémico junto con un abordaje interdisciplinario permitira, a futuro, obtener un panorama
mas completo sobre el origen y dispersion de las poblaciones ancestrales que habitaron la

actual regién patagodnica.

vii



ABSTRACT

Central Patagonia in Argentina, defined by the current political boundaries of Chubut province,
has been extensively archaeologically and bioanthropologically researched to understand the
cultural and biological changes undergone by its ancestral populations. The significant
archaeological and bioanthropological information gathered in this sub-region contrasts with
the few genetic studies conducted on the ancient hunter-gatherer populations and with the
potential role this sub-region played as a cultural, economic, and probably genetic exchange
corridor between northern and southern Patagonia. To bridge this information gap and
complement the existing bioarchaeological and anthropological studies, this doctoral thesis
characterizes the genetic diversity of mitochondrial lineages in the human populations that
inhabited northeastern, central Patagonia during the Holocene. Moreover, based on
archaeological evidence revealing: 1) two major burial concentrations, possibly indicating
distinct population clusters (in the lower Chubut River valley; VIRCH and Valdes Peninsula;
PV), and 2) an increased concentration of sites dating from the Late Holocene; the study

explores possible variations in the gene pool on both temporal and microregional scales.

To address these observations from a genomic perspective, this doctoral thesis reports the
mitogenomic results of 48 individuals sampled from the Bioanthropological Repository of
Archaeological Human Remains safeguarded at IDEAus-CONICET in Puerto Madryn (Chubut,
Argentina), jointly managed with the Subsecretaria de Cultura of the province of Chubut. The
results obtained by next-generation techniques showed good preservation of the genetic
material (66% efficiency). Eighteen of the individuals analyzed were assigned to clade D1
(45%), eight to C1b (20%), eight to B2 (20%), and six to C1c (15%). Additionally, new sub-
haplogroups were identified (including B2b16a, B2ak1b, C1b32, C1b33, C1b35, C1c11g,
C1c11i, D1u, D1g7, D1gb5a1). Many haplotypes show temporal continuity and broad
geographical scope, shared with ancestral individuals from the Pampas region and southern
and insular Patagonia. The internal variability of the haplotypes, particularly of the D1g5 sub-
haplogroup, corresponds to findings reported by several authors regarding the limited genetic
diversity observed in ancestral populations as a result of their small population size and with
the tendency for increased internal variation towards the Late Holocene observed by

archaeological evidence.

Studies performed to evaluate the variation in genetic diversity between the microregions
defined in central Patagonia and that in genetic composition over time suggested that at least
for the temporal period covered and concerning maternal lineages, the individuals from these

microregions could be regarded as belonging to a single panmictic population.
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In terms of the ethical and social aspects explored in this thesis, it is important to note that in
the past decade, advances in methodologies and bioinformatic analysis have not only enabled
global genomic studies of ancient DNA (aDNA) but have also sparked renewed debates on
the ethical considerations in working with ancient populations, particularly those recognized as
ancestors by contemporary indigenous communities. This thesis contributes to these debates
from a situated and contextualized perspective, putting forward new guidelines and practices
for the discipline in collaboration with the Direccion de Asuntos Indigenas de la Provincia del

Chubut (General Office of Indigenous Affairs of the Province of Chubut).

The inferences from the data produced in this doctoral thesis deepen and complement the
information gathered in archaeological and bioanthropological research and contribute to
understanding the migratory processes that shaped human settlement in Patagonia. The
complementarity of the results observed in this thesis with autosomal DNA data and an
interdisciplinary approach will allow for a comprehensive picture of the origin and dispersal of

the ancestral populations that inhabited the current Patagonia region.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

Los patrones de flujos migratorios, los aspectos sociales y culturales y sus transformaciones
marcadas por acontecimientos historicos son sélo algunos de los topicos que diferentes
disciplinas han buscado reconstruir a través del estudio de restos arqueoldgicos humanos en
el continente Americano. Estas tematicas han sido ampliamente abordadas desde la
arqueologia (Borrero & Miotti, 2007; Dillehay et al., 2015; Garcia-Guraieb et al., 2015;
Goldberg et al., 2016; Lanata et al., 2008; Miotti, 2006; Prates, Politis & Pérez, 2020), la
bioantropologia (Bernal et al., 2010; Gonzalez José et al., 2008; Hubbe et al., 2014; Pucciarelli
et al., 2008), la biogeografia (Morello et al., 2012; Ponce et al., 2011) y la genética aplicada a
poblaciones antiguas y contemporaneas (Bravi, 2005; de Saint Pierre, Bravi, et al., 2012; de
Saint Pierre, Gandini, et al.,, 2012; Posth etal., 2018; Scheib et al., 2018), entre otras
disciplinas y otros autores. A pesar de los multiples abordajes disciplinares, aun existe un
amplio debate en torno al origen paleoamericano y al numero de oleadas migratorias iniciales
que poblaron América a través del estrecho de Bering. Asimismo, son objeto de continuos
debates las posibles rutas de dispersién, la divergencia bioldgica y cultural, y la consecuente
diversificacion genética en las comunidades indigenas ancestrales y contemporaneas
(Raghavan et al. 2015). En este sentido, Sudamérica y en particular la region patagonica,
constituyen un punto clave y controversial ya que, al ser la ultima region ocupada por los
humanos, presenta patrones de poblamiento y demograficos unicos (Borrero, 2001; Goldberg
et al., 2016; Politis & Prates, 2018).

La provincia del Chubut se ubica entre los paralelos -42° y -46° sur, el meridiano -72° hacia el
oeste y la costa Atlantica hacia el este, y es definida como Patagonia central argentina (Gémez
Otero & Bellelli, 2006). Esta regién ha sido ampliamente estudiada desde diferentes lineas de
investigacion arqueoldgica y bioantropolégica con el propdsito de explorar los procesos de
cambio y continuidad cultural y bioldgica de las poblaciones que la habitaron entre el Holoceno
y los dos primeros siglos del contacto con los europeos (Aguerre et al., 2017; Arrigoni et al.,
2008; Bianchi Villelli & Buscaglia, 2015; Moreno et al., 2015; Peralta Gonzalez et al., 2014;
entre otros trabajos y autores). Entre estos estudios, es de destacar el trabajo llevado a cabo
durante mas de 30 afios por el equipo de arquedlogos liderado por la Dra. Julieta Gomez
Otero y el equipo de bioantropolégos de la Dra. Silvia Dahinten del Instituto de Diversidad y
Evolucion Austral (IDEAus-CONICET) en colaboraciéon con colegas de otras instituciones.
Estos trabajos, sistematicos y exhaustivos, han permitido caracterizar e hipotetizar sobre el
estilo de vida de las sociedades cazadoras-recolectoras, las principales fuentes de su dieta
(Gémez Otero et al., 2000; Gomez Otero & Novellino, 2011), la utilizacion de tecnologia litica

y ceramica (Banegas et al., 2014, 2018, 2020; Schuster & Sanchez, 2019), y el uso del espacio
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y sus patrones de movilidad (Gémez Otero, 2003; Gomez Otero & Stern, 2004; Svoboda et al.,

2019), entre otros aspectos culturales y bioldgicos.

Con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva en paralelo (MPS, del inglés
Massive Parallele Sequencing) o también conocido como Secuenciacion de Nueva
Generacion (NGS, del inglés Next-Generation Sequencing) y la progresiva disminucion de los
costos de secuenciacion, el estudio de las poblaciones ancestrales a partir de analisis de ADN
antiguo (ADNa) ha crecido vertiginosamente en la ultima década. A fin de complementar la
informacién bioantropolégica y arqueoldgica de las poblaciones ancestrales de Patagonia

central, esta tesis doctoral tiene como objetivo general caracterizar la diversidad genética

de muestras arqueoldgicas humanas del nordeste de la provincia del Chubut
(Patagonia argentina) durante el Holoceno (6000-200 AP) mediante el analisis de
mitogenomas obtenidos a partir de una muestra poblacional del Repositorio Bioantropoldgico
de Restos Humanos Arqueolégicos salvaguardado en el IDEAus-CONICET de Puerto Madryn
(Chubut, Argentina) (Millan & Dahinten, 2019). Ademas, se abordardn los objetivos

particulares especificados en el capitulo 3 de la presente tesis con el propésito de analizar la

variacion genética de los linajes maternos a escala espacial y temporal desde un enfoque

local y contextualizado.
1.1 Justificacion de relevancia

Las inferencias resultantes de los datos generados a partir de esta tesis doctoral no solo
profundizaran y complementaran la informaciéon obtenida a partir de las investigaciones
arqueoldgicas y bioantropolégicas antes mencionadas, sino que contribuiran también al
entendimiento de los procesos migratorios que modelaron el poblamiento humano de la
Patagonia. La implementacién de técnicas de secuenciacién de vanguardia y el analisis de
datos gendmicos masivos junto con un abordaje interdisciplinario de la problematica a
desarrollar en esta tesis, permitira obtener un panorama mas completo sobre el origen y
dispersion de las poblaciones ancestrales que habitaron la actual Patagonia central argentina.
El impacto del presente proyecto se vera reflejado, principalmente, en la produccion de
informacién gendmica de amplia profundidad temporal en un area geografica de vacancia para
la disciplina. Asimismo, se destaca que este estudio se enmarca en un contexto politico-social
de reivindicacion de los pueblos originarios que contrasta con el imaginario popular de
ascendencia europea instaurado en la sociedad argentina desde el denominado proceso
politico de “blanqueamiento de la poblacion” (Romero, 1991). En este sentido, el estudio
genético de las poblaciones ancestrales originarias se vuelve una herramienta mas para

comprender sus origenes y sus modificaciones a lo largo de la historia.
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1.2 Sintesis de los contenidos
Esta tesis fue estructurada en capitulos brevemente descriptos a continuacion:

Capitulo 1: Introduccion general. La introduccion tiene como propdsito brindar al lector una
breve introduccién al objetivo general de esta tesis y presentar los argumentos que respaldan

la importancia de la investigacion.

Capitulo 2: Estado de la cuestion. Este capitulo consiste en un breve desarrollo de los
trabajos bibliograficos pertinentes a la problematica de estudio. Para ello se describen las
teorias de poblamiento sudamericano con especial enfoque en la region patagénica, para
luego centrarse en el area de interés de la tesis: la costa norte de la provincia del Chubut. Se
desarrollaran luego los antecedentes bioarqueoldgicos del area de estudio que contextualizan
y dan sustento a los objetivos e hipétesis particulares de la presente investigacion. Una vez
contextualizado y delimitado el objeto de anadlisis tanto temporal como espacialmente, se
presentan los antecedentes de estudios arqueogenéticos de la region Patagénica y el vacio

de informacién que sustenta la realizacion de esta tesis.

Capitulo 3: Objetivos e hipotesis. A partir del estado de la cuestion presentado en el capitulo
anterior se desprenden los objetivos e hipotesis asociadas los cuales son desarrollados en

este capitulo.

Capitulo 4: Marco teérico. Aqui se abordan los conceptos, teorias y modelos que conforman
el cuerpo tedrico que enmarca el abordaje de la problematica de estudio. También se destina

este capitulo a aclarar terminologia y ciertos recaudos en la interpretacién de los datos.

Capitulo 5: Marco ético-social. Se presenta al lector un trabajo realizado en colaboracién
con la Direccién de Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut y la Dra. Maria Avila-Arcos
del Laboratorio Internacional de Investigacion sobre el Genoma Humano de la Universidad
Nacional Auténoma de México (LIIGH-UNAM). Dicho trabajo proporciona una vision integral
de los aspectos ético-sociales involucrados en la investigacion gendémica de poblaciones
ancestrales, con el objetivo de promover practicas responsables y respetuosas en este campo

de estudio desde un enfoque local y contextualizado.

Capitulo 6: Materiales y métodos. Se describen los criterios para la obtencion de muestras
Gseas pertenecientes a poblaciones ancestrales del area de estudio y la procedencia de las
mismas. Posteriormente se desarrollan los métodos llevados a cabo desde el procesamiento

del material arqueologico hasta la secuenciacidn del extracto de ADN. Por ultimo, se describen
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los analisis bioinformaticos realizados para controlar la calidad de las secuencias obtenidas y

para dar respuesta a los objetivos e hipétesis planteados en el capitulo 3.

Capitulo 7: Resultados y discusién. Este apartado presenta los resultados del estado de
cada muestra y los estimadores de autenticidad del ADNa. Luego de esta caracterizacion
general se abordan los resultados correspondientes a cada uno de los objetivos especificados

en el capitulo 3.

Capitulo 8: Devolucién de resultados. En este capitulo se describe la difusion y devoluciéon
de los resultados a los entes que regulan los estudios del patrimonio arqueoldgico, y a las
comunidades de pertenencia, cumpliendo asi con lo estipulado en la Ley XI N°11 de la

provincia del Chubut y su Decreto Reglamentario N° 1387/98.

Capitulo 9: Conclusiones. Se presentan las conclusiones a partir de los resultados obtenidos

en esta tesis asi como la investigacion a ser desarrolladas a futuro.



CAPITULO 2: ESTADO DE LA CUESTION

2.1 Poblamiento sudamericano con enfoque en la regiéon patagoénica

El poblamiento del continente americano ha sido objeto de debate desde hace varias décadas,
llegando a abordarse desde multiples disciplinas con el fin de dilucidar los patrones de
dispersién humana y los tiempos de poblamiento. De especial interés ha sido Sudamérica, ya
que este subcontinente presenta elementos unicos relacionados con la movilidad, las
estrategias de subsistencia y la respuesta a cambios ambientales de sus pobladores iniciales
(Sutter, 2020).

Basado en el analisis cualitativo de 1.600 sitios arqueoldgicos que cumplian los
requerimientos de autenticidad establecidos por los autores, Prates et al. (2020) estimaron la
entrada de los humanos modernos a América del Sur entre los 16.600 y los 15.100 afios cal
AP, lo que se condice con las estimaciones obtenidas por estudios genéticos (Bodner et al.,
2012; Gémez-Carballa et al., 2018). Una vez ingresado el Homo sapiens a Sudamérica por el
estrecho de Panama, las hipotesis respecto de las rutas migratorias subsiguientes varian
desde una rapida dispersion por la vertiente del Pacifico (Bodner et al., 2012; Raghavan et al.,
2015; Rothhammer & Dillehay, 2009), hasta una dispersion por la vertiente atlantica (Anderson
& Gillam, 2000; Miotti & Salemme, 2003). Ademas, se ha postulado la hipétesis de que ambas
olas dispersivas hayan coexistido como grupos migrantes independientes que divergieron en
el norte de Sudamérica (Gruhn, 1994). No obstante, como se mencionara, el registro
cronoldgico para la vertiente atlantica, es miles de anos mas moderno que el del litoral del
Pacifico, ya que al momento, no se han descripto yacimientos arqueolégicos anteriores al
Holoceno medio (7400 a 400 anos AP) (Zangrando, 2018).

La primera de estas hipétesis (dispersion por la costa pacifica) se basa, principalmente, en la
existencia de sitios arqueoldgicos con dataciones radiocarbonicas de fines del Pleistoceno
ubicados sobre la ladera andina occidental, entre ellos el mas antiguo es el sitio Monte Verde
II, a 35 km de Puerto Montt (Chile) datado en 12.780 £ 240 afios AP (Tabla 1). Hacia el sur,
se ubican los sitios Cueva del Medio y Cueva Lago Sofia ambos ubicados en Ultima
Esperanza (Magallanes, Chile sur) cuyas dataciones validadas arrojaron fechados de 11.120
+ 130y 10.710 £ 70 anos AP, respectivamente (Prates et al., 2020). Los sitios de ocupacién
temprana al norte del paralelo 41°S apoyan la idea de una dispersién rapida hacia la regién

sur del continente, pasando las cordilleras colombianas o surcando la costa pacifica al final

1 Todas las edades reportadas en el desarrollo de esta tesis corresponden a dataciones radiocarbonicas antes del
presente ('“C AP), a no ser que se especifique lo contrario (cal). Por convencion se considera el presente como el
afio 1950 de nuestra Era.
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del Pleistoceno, hace aproximadamente 15.500 afios cal AP (Prates et al., 2020). Al sur del
mencionado paralelo, esta dispersiéon estuvo impedida, o al menos dificultada, por condiciones
climaticas desfavorables para el asentamiento humano, tales como la presencia de grandes
areas cubiertas por glaciares (Figura 1), la inestabilidad costera debido a las variaciones del
nivel del mar y los ecosistemas terrestres pericosteros poco productivos (Borrero & Martin,
2018; Martin & Borrero, 2017 en Zangrando 2018). Para aquellos sitios mas australes, como
Cueva del Medio y Cueva Lago Sofia, se hipotetiza una colonizacién desde las estepas del
este de Patagonia y no sélo una expansién de norte a sur, la cual se habria visto interrumpida
por la presencia de los glaciares, propiciando el cruce de la cordillera y el desplazamiento por
el borde oriental hacia el sur (Martin & Borrero, 2017; Méndez et al., 2018). Esta hipdtesis
estaria sustentada por sitios de la meseta centro y sur santacrucefa, como Cerro Tres Tetas,
Piedra Museo y La Gruta 1y 2, los cuales presentan dataciones mas tempranas que aquellos
sitios ubicados mas al norte en la vertiente occidental de los Andes, como por ejemplo Chueco
I, Cueva de la Vieja y Bafio Nuevo 1 (Figura 1; Tabla 1). Sin embargo, para Méndez et al.
(2018) esto resulta un modelo simplista dado que la mayor antigiiedad de los sitios mas
australes en relacién con los ubicados al norte de la Meseta Central de Santa Cruz, podrian
indicar, simplemente, una preferencia de ocupacion en tiempos mas tempranos debido a

mejores condiciones para el asentamiento en la transicion Pleistoceno-Holoceno.

La hipotesis de una ruta migratoria hacia el Cono Sur de Sudamérica por la vertiente atlantica
con posterior colonizacion del interior de la Meseta Central de Santa Cruz siguiendo el cauce
de los rios, aunque presenta varias problematicas, es considerada plausible para el
poblamiento inicial de Patagonia (Anderson & Gillam, 2000; Miotti & Salemme, 2003). Las
dataciones mas antiguas y confiables que sustentan esta hipétesis provienen (de norte a sur)
del sitio Pay Paso 1 en Uruguay fechado en 10.930 £ 20 afios AP y de los sitios localizados
en la provincia de Buenos Aires, Argentina: Arroyo de Frias, Paso Otero 5 y Arroyo Seco 2
fechados entre ~12.170 y ~10.440 anos AP (Figura 1; Tabla 1). Mas al sur, en el litoral
patagonico, no se registraron sitios anteriores al Holoceno medio que avalen una ocupacion
mas temprana de este extenso sector costero, lo que significa una limitacion para la
comprobacién de la hipétesis de colonizacién por la vertiente atlantica (Barberena et al., 2017;
Zangrando, 2018). La falta de registros se le ha atribuido a la paleodinamica marina de fines
del Pleistoceno e inicios del Holoceno que habria provocado la inundacion de los sitios mas
antiguos (Borrero, 2001; Gémez Otero, Lanata & Prieto 1998; Miotti, 2006; Orquera & Gémez
Otero, 2007; Ponce etal., 2011; Zubimendi et al., 2015). Sin embargo, hay que tener en
consideracién que la falta de sitios también podria deberse a un sesgo muestral en la zona
(Cruz et al., 2015; Gémez Otero et al., 1998; Kokot, 2004; Orquera & Otero, 2007; Zubimendi

et al., 2015) y que los procesos geomorfolégicos no han ocurrido de forma uniforme a lo largo
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de la costa atlantica, encontrandose areas donde ya se habria alcanzado la misma linea de

costa que en tiempos de dispersién humana por esta via (Favier Dubois et al., 2016, 2017;

Ponce et al., 2011). Estas areas constituyen, por lo tanto, potenciales puntos claves en el

hallazgo de sitios tempranos que podrian avalar la hipétesis de dispersion por la vertiente

atlantica (Favier Dubois et al., 2016). Tal es el caso del Golfo San Matias y Peninsula Valdés

en la actual provincia del Chubut, areas cuya configuracion ya seria similar a la de los tiempos

de la transicion Pleistoceno-Holoceno segun Ponce et al. (2011 citado en Zangrando 2018).

Océano
Pacifico

Océano
Atléntico

[] América del Sur
Argentina/Chile

B Noroeste
Cuyo
Pampa/Centro

Patagonia Sur

1932627

271 Noreste y Gran Chaco

Patagonia Norte

Patagonia Central
Patagonia Insular

— Princiaples rios
¢ Sitios Arqueoldgicos
[J Campos de hielos

3
64°00'00"0 58°00'00"0

1) Conchali(~700)

2) Los Rieles(~10900)
3)Arroyo Seco 2(~12170)
4)Pay Paso 1 (~10930)
5)Paso Otero 5 (~10440)
6)Monte Verde 2(~12780)
7)Arroyo Verde 1(~7420)
8)Cueva de la Vieja(~10269)
9)EI Chueco 1(~10010)
10)Alero Dasovich(~10600)
11)Chacra 375(~6070)

12)Fabiana Elizabeth(~4760)
13)Cerro Tres Tetas 1(~11145)
14)Cueva del Medio(~11120)
15)La Gruta 1(~10845)
16)Cueva Fell(~10835)
17)Chorrillo Malo 2(~9740)
18)La Gruta 2(~7560)
19)Bahia Buena(~6679)
20)Lago Salitroso(~2700)
21)Rio Bote(~3800)
22)Oreja de Burro 1(~3565)

23)Caleta Olivia (varios)(~2400-390)
24)Puesto El Rodeo(~4860)
25)Alero Marifilo 1(~5940)
26)Punta Santa Ana 1(~6540)
27)Tres Arroyos(~11085)
28)Mision Salesiana(~S XVII)
29)Aquihuecé (~4172)
30)Arroyo de Frias (~10300)
31)Baio Nuevo 1(~9530)
32)Cerro Casa de Piedra 7(~10690)
33)Cueva Ayayema (~4520)

34)Cueva Haichol (~5410)
35)Cueva Lago Sofia-1(~10710)

36)El Guanaco 1 (~2470)

37)Laguna Chica (~6080)

38)Pali Aike (~7830)
39)Piedra Museo AEP-1(~11000)
40)Punta Cormoranes 3(~4340)
41)Punta Pardelas C2 (~5580)

Figura 1: Sitios arqueolégicos mencionados en el texto. Las regiones y sub-regiones establecidas se
identifican con distinta coloracion. Las dataciones aproximadas de los sitios se especifican en anos
radiocarbonicos antes del presente (*C AP) entre paréntesis.
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Tabla 1: Informacién de los sitios arqueoldgicos mencionados en el texto y sus respectivas citas de

referencia.
Regién Ubicacion aproximada Sitio arqueolégico Datacién Referencia
“C AP
centro de Region Metropolitana de Santiago, Conchali 650 £ 24 [1]
Chile = Chile
Regién IV Coquimbo, Chile Los Rieles 9815 + 30 [1
Pampa | sur de Buenos Aires Arroyo Seco 2 12170 + 45 [2]
norte de Uruguay Pay Paso 1 10930 £ 20 [3]
sur de Buenos Aires Paso Otero 5 10440 £+ 100 [4]
noreste de Buenos Aires Arroyo de Frias 10300 £ 60 [5]
sur de Buenos Aires El Guanaco 1 2470 £ 60 [6]; [7]
sur de Buenos Aires Laguna Chica 6080 + 15 [17; [8]

Patagonia = Regién X Los Lagos, Chile Monte Verde 2 12780 £ 240 [9]
norte = sureste de Rio Negro Arroyo Verde 1 7420 + 90 [10]
Neuquén Aquihuecé 4172 £ 55 [11]
Neuquén Cueva Haichol 5410 £ 110 [12]
Patagonia = suroeste de Chubut Cueva de la Vieja 10269 + 43 [13]
central = Regién XI Aysén, Chile El Chueco | 10010 £ 60 [14]
Region XI Aysén, Chile Bafio Nuevo 1 9530 + 25 [14]
Region X los Lagos, Chile Archip. Los Chonos 5370 £ 30 [15]
sur-oeste Chubut Alero Dasovich 10600 £ 160 [16]
centro-este de Chubut Chacra 375 6070 = 80 [17]
noreste de Chubut Punta Pardelas C2 5580 + 90 [17]
noreste de Chubut Punta Cormoranes 4340+ 70 [17]
oeste de Chubut Fabiana Elizabeth 4760 + 54 [18]

Patagonia centro-este de Santa Cruz Cerro Tres Tetas 1 11145 £ 60 [19y 20]
sur Regioén Xl Magallanes, Chile Cueva del Medio 11120 + 130 [21]

centro-este de Santa Cruz Piedra Museo 11000 * 65 [19y 22]
centro-este de Santa Cruz La Gruta 1 10845 * 61 [23]
Region Xl Magallanes, Chile Cueva Fell 10835 + 50 [24]
Regién Xll Magallanes, Chile Cueva Lago Sofia1 10710+ 70 [22]
centro-oeste de Santa Cruz Casa de Piedra 7 10690 + 72 [25]

suroeste de Santa Cruz Chorrillo Malo 2 9740 + 50 [26 y 22]
Regién Xl Magallanes, Chile Pali Aike 7830 £ 60 [27]
centro-este de Santa Cruz La Gruta 2 7560 + 30 [28]
Region Xl Magallanes, Chile Cueva Ayayema 4520 = 60 [29]
Regién Xll Magallanes, Chile Bahia Buena 6679 cal [30]
noroeste de Santa Cruz Lago Salitroso 2586 + 54 [31]
cuenca superior del rio Santa Cruz  Rio Bote 3800 + 25 [32]

Regién Xl Magallanes, Chile Oreja de Burro 1 3565 + 45 [33 y 34]
noreste de Santa cruz Caleta Olivia (varios)  2400-390 [35]
noroeste de Santa Cruz Puesto El Rodeo 4860 + 150 [36]
X Region Los Lagos, Chile Alero Marifilo 1 5940 £ 40 [37]
Regién Xll Magallanes, Chile Punta Santa Ana 1 ~6500 [38]
Patagonia = Regién Xll Magallanes, Chile Tres Arroyos 11085 £ 70 [22]
insular = centro-este de Tierra del Fuego Mision Salesiana S XV [39]

Posth et al. (2018); [2] Politis et al. (2016); [3] Suarez, R. (2015); [4] Martinez et al. (2015); [5] Politis & Bonomo
(2011); [6] Motti et al. (2023); [7] Garcia et al. (2021); [8] Roca-Rada et al. (2021); [9] Dillehay & Pino (1997); [10]
Prates, Politis & Steele (2013); [11] Pérez et al. (2009); [12] Fernandez & Panarello (2001); [13] Méndez et al.
(2018); [14] Reyes et al. (2007); [15] Reyes et al. (2019) [16] Aguerre et al. (2017); [17] Gomez Otero (2006); [18]
Scheinsohn et al. (2017); [19] Paunero (2003); [20] Steele & Politis (2009); [21] Nami & Nakamura (1995); [22]
Miotti & Salemme (2003); [23] Brook et al. (2015) ; [24] Waters et al. (2015); [25] Aschero et al. (2007); [26] Franco
& Borrero (2003); [27] Neves, Powell & Ozolins (1999); [28] Franco et al. (2013); [29] Moreno-Mayar et al. (2018);
[30] Balentine et al. (2022); [31] Arencibia et al. (2019); [32] Moraga et al. (2016); [33] Franco et al. (2017); [34]
L’Heureux & Barbarena (2008); [35] Arencibia et al. (2022); [36] Gradin & Aguerre (1994); [37] Mera & Garcia
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(2004); [38] Ortiz-Troncoso (1975); [39] Motti et al. (2020). *Las dataciones se expresan en afos radiocarbonicos
('*C) a no ser que se especifique lo contrario. Nota: para la confeccion de esta tabla se utilizo como base el trabajo
de Prates, Politis & Perez (2020).

Se han aplicado multiples estrategias y métodos de campo para sortear las limitaciones
presentadas por las variaciones en las lineas de costa con el objetivo de evaluar la presencia
de asentamientos humanos sobre la vertiente atlantica con anterioridad al Holoceno medio
(Gomez Otero, 2018). Sin embargo y, a pesar de que son varios los autores que sostienen
que la costa patagénica continental habria sido ocupada desde tiempos anteriores (Gémez
Otero et al., 1998; Miotti & Salemme, 2003; Zubimendi et al., 2015), estas estrategias no han
mostrado, hasta el momento, evidencia de ocupaciones previas al Holoceno medio en la costa
norte del golfo San Matias, en la costa norte del Chubut ni en la costa norte de Santa Cruz
(Gémez Otero, 2018).

Mas alla de las discrepancias en las rutas de poblamiento del sur de Sudamérica, existe
consenso respecto de que la region patagonica significd, como se refiere Borrero (2001, p.
51) el “Ultimo Confin de la Tierra” en ser poblado por el Homo sapiens en su recorrido por el
continente. Segun el registro arqueologico esto habria ocurrido hacia el Pleistoceno final hace
aproximadamente unos 12.570 afios AP (14.211-15.015 afos cal AP) (Dillehay & Pino, 1997),
consistente con las estimaciones de Prates et al. (2020), que sugieren una ocupacion inicial
de entre 14.300 a 13.000 cal afios AP. Si nos restringimos a Patagonia central, area de interés
de esta tesis doctoral, el sitio arqueoldgico de mayor profundidad temporal con evidencia de
actividad humana es Arroyo Verde 1, ubicado en el limite entre las provincias de Rio Negro y
Chubut (41° 54°S) y datado en 7420 + 90 afios AP (Gémez Otero, 2006) (Figura 1;Tabla 1). Si
se toma como evidencia directa la presencia de restos 6seos humanos en los sitios
arqueoldgicos, esta no supera los 10.000 anos AP para América del Sur, siendo, entonces, la
evidencia mas temprana para Patagonia el sitio Bafio Nuevo 1 ubicado en X| Region chilena,
Aisén (Patagonia central andina) con fechados de entre 8945 + 40 y 9020 + 30 afios AP
(Jackson et al., 2015; Mena et al., 2000).

En lo que respecta al nordeste de la provincia del Chubut, el fechado mas antiguo realizado
directamente sobre hueso humano corresponde a un individuo adulto de sexo masculino
encontrado en el sitio Chacra 375, ubicado en el valle inferior del rio Chubut (Figura 1)y
datado en 6070 + 80 afios AP (Gdmez Otero, 2006). A este le siguen los dos individuos del
sitio Fabiana Elizabeth fechados en 4760 + 54 y recuperados en el valle del Genoa, al oeste
de la provincia (Scheinsohn et al., 2017). Restos humanos de antigiedad similar fueron
hallados en otros sitios de la Patagonia: en la provincia de Santa Cruz en el sitio Puesto El

Rodeo (4860 = 150; Gradin & Aguerre 1994), en la provincia de Neuquén en los sitios
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Aquihuecé (4172 £ 55; Pérez et al. 2009) y Cueva Haichol (5410 + 110; Fernandez & Panarello
2001) y en la X'y Xl Regidn chilena, respectivamente, en los sitios Alero Marifilo 1 (5940 + 40;
Mera & Garcia 2004) y Punta Santa Ana 1 (6540 + 110; Galimany et al. 2017) (Figura 1; Tabla

1).

Méndez et al. (2018) destacan que la Patagonia no debe ser considerada homogéneamente
poblada debido a la gran diversidad de ambientes que ofrece y a su gran extension, la cual
incluyo extensas capas de hielo durante el Pleistoceno tardio, o que se supone presenté
importantes desafios para la dispersion humana. Dado que esta regién fue uno de los ultimos
lugares en ser poblado por el humano moderno, el estudio de sus pobladores ancestrales y
sus relaciones con otras comunidades a nivel inter e intra regional, es fundamental para
comprender el proceso de poblamiento de América en su conjunto. Es debido a su
heterogeneidad que se torna imprescindible adoptar un abordaje local y contextualizado de
las diferentes sub-regiones que componen la region patagoénica. Este abordaje permitira
obtener un panorama mas preciso sobre los patrones dispersivos, estrategias adaptativas y

relaciones sociales de las poblaciones indigenas que habitaron tempranamente la region.

El marco de esta tesis se enfoca en el Nordeste de la provincia del Chubut, que incluye, la
costa norte y el valle inferior del rio Chubut. Esta area forma parte de la Patagonia central,
que consideramos se extiende entre los paralelos 42°S y 46°S (Figura 1). Cabe mencionar
que la Patagonia central carecié de asentamientos europeos hasta 1779, afio en el cual se
establecié un asentamiento militar espanol llamado Fuerte San José en la Peninsula Valdés
(Buscaglia et al., 2012). Sin embargo, este asentamiento llegd a su fin en 1810 y no fue hasta
1865 cuando un grupo de personas galesas se establecié de forma permanente en el valle
inferior del rio Chubut (Jones, 2015). Atendiendo a este dato y al rango temporal de la muestra
poblacional a ser explorada en este trabajo que abarca desde los ~6070 hasta los ~200 afios
AP con una concentracion de individuos asignados al Holoceno tardio? y fechados entre los
3000y 1200 anos AP, se utilizaran las evidencias arqueoldgicas como base fundamental para

el planteamiento de los objetivos e hipotesis.
2.2 El area de estudio

La informacion presentada a continuacion provienen, principalmente, de las investigaciones
realizadas en el Nordeste de la provincia del Chubut, en dos ambientes adyacentes: la Costa
Norte, comprendida entre la desembocadura de Arroyo Verde (41°09° S / 65°06’ O) y la
desembocadura del rio Chubut (43°22' S y 65°03’ O); y el valle inferior del rio Chubut,

2 Se tomaran las divisiones temporales de Gomez Otero y Svoboda (2022) donde definen el Holoceno medio entre
los 3990 a 200 afios AP
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entendido entre su desembocadura en Bahia Engafio y 90 km hacia el interior, en lo que
coincide con la localidad Veintiocho de Julio (43°23'26”S / 65°50°22”0). Estas investigaciones
estuvieron a cargo del equipo de arquedlogos y antropdlogos liderados por la Dra. Julieta
Gémez Otero y la Dra. Silvia Dahinten del IDEAus-CONICET y por colegas de otras

instituciones.
El ambiente

En principio, cabe aclarar que, excepto el individuo CNP_ABI_047 del sitio Chacra 375, de
6070 + 80 afios AP de antigiiedad, el resto de la muestra poblacional se enmarca en un lapso
de entre los 3000 y los 200 anos AP. Segun diversos estudios paleoambientales para
entonces, y en lineas generales, ya se habian instalado en Patagonia las condiciones
ambientales del presente (Borrero, 2001, pp. 15-46; Ponce et al., 2011). Por lo tanto, en esta

tesis solo se describira el ambiente actual.

En la regién de la Patagonia central, se observa una diversidad de ambientes que se suceden
de oeste a este, incluyendo la cordillera, la precordillera, las mesetas interiores y la costa. Esta
configuracion geografica genera una gradacion altitudinal, climatica y vegetacional, donde la
cordillera presenta una topografia montafiosa, un clima humedo y boscoso, mientras que las
mesetas interiores exhiben un ambiente estepario y las planicies costeras son aridas (Gomez
Otero & Bellelli, 2006). La cadena montafiosa de los Andes atraviesa la region, con alturas
maximas de 4.000 metros sobre el nivel del mar que decrecen hacia el sur y que presenta
pasos que permiten la conexion relativamente accesible entre sus vertientes oriental y
occidental. Dentro de esta sub-region, se encuentran diferentes tipos de litorales: golfos, mar
abierto y el estuario del rio Chubut. El paisaje se caracteriza por una serie de mesetas
conectadas con altitudes bajas (inferiores a los 100 metros sobre el nivel del mar), asi como
terrazas marinas y acantilados que se alternan con playas de arena o de piedras (Bouza et al.,
2017; Sunico, 1996 citados en Gomez Otero & Svoboda, 2022). La zona intermareal es
extensa con un relieve suave, permitiendo el acceso al mar a través de pendientes

pronunciadas o “descensos,” terrazas marinas de poca altura y barrancos.

En cuanto al Nordeste de la provincia del Chubut, area de estudio de la presente tesis, y con
relacién a los recursos hidricos, el rio Chubut es el principal cauce permanente, siguiendo en
importancia los manantiales que alimentan las salinas de la Peninsula Valdés. Ademas, se
presentan fuentes de agua transitorias, como lagunas de tamafio reducido y el arroyo Verde,
que pueden retener agua durante las épocas lluviosas (Gomez Otero, 2006, p. 35). En el
extremo norte del area de estudio, se encuentran los golfos San Matias, San José y Nuevo.

El golfo San Matias es el mas grande, con una superficie de aproximadamente 18.000 km?,
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mientras que los golfos San José y Nuevo son de menor tamafio, con superficies de 800 km?
y 2.400 km? respectivamente (Figura 2). Estos golfos presentan plataformas poco profundas
y las aguas en su interior exhiben una amplitud térmica mayor y una salinidad mas alta en

comparacion con las aguas del océano Atlantico (Gémez Otero, 2006, p. 73).

Golfo
San Matias

El Progreso 2(14)

e e e

Figura 2: Ubicacion de la microrregion Peninsula Valdés (PV) en la provincia del Chubut con la
disposicion de los sitios arqueolodgicos con evidencia de haber sido bases residenciales (puntos rojos y
naranjas) y campamentos transitorios (puntos violetas). Los pentagonos amarillos representan sitios
con hallazgo de ceramica (1); Vasijas arqueoldgicas de ceramica (2); Recursos liticos y minerales (3)
utilizados para la confeccion de tecnologia litica como herramientas de piedra tallada: a) raspadores,
b) puntas de proyectil, ¢) cuchillos, d) martillos, e) yunque, f) pesos de piedra para la pesca, g) nucleos
(4) y herramientas de molienda y corte: a) piedra de moler plana; b) herramienta hecha de un hueso
fosil de cetaceo, c) mortero, d) mazas, y €) bola (5). Fuente: Las imagenes fueron tomadas y el mapa
modificado de Gémez Otero, Schuster & Banegas (2017).
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En términos climaticos, el area de estudio presenta un clima arido-templado, con temperaturas
medias anuales que oscilan entre los 8 y 13°C y precipitaciones escasas de 130 a 250 mm al
ano. Los vientos, especialmente los del oeste, son frecuentes e intensos, y en la costa también
se observan vientos importantes provenientes del norte (Gomez Otero, 2006, p. 75). Estas
condiciones climaticas han dado lugar a una vegetacién adaptada a la aridez y a los vientos,
destacando matorrales y pastos duros con algunas especies vegetales con partes aptas para

el consumo (Goémez Otero & Bellelli, 2006).

La costa norte se presenta como un area sumamente productiva en recursos alimenticios
tanto faunisticos terrestres (guanacos, armadillos y choiques, entre los principales), como
marinos (moluscos, peces, cormoranes, pinguinos de Magallanes, lobos y elefantes marinos)
(Gomez Otero, 2006, 2007; Svoboda, 2019). Ademas, ofrece plantas con partes comestibles
como las vainas y las semillas de los algarrobos, las bayas del piquillin, el tubérculo del
macachin y las hojas y los frutos de cactaceas como Opuntia y Maihueniopsis, que, segun
estudios de cromatografia gaseosa en ceramica y de isotopos estables de carbono 13 y
nitrdgeno 15 en restos humanos y en residuos adheridos a tiestos ceramicos, fueron parte
importante de la dieta de los antiguos habitantes del area bajo estudio (Gémez Otero, 2006,
2007, 2007; Gémez Otero, Constenla, et al., 2014; Gomez Otero, Schuster & Banegas 2017;
Gobmez Otero, Schuster & Svoboda, 2014). Se suman a estos recursos la presencia de materia
prima de buena calidad para la confecciéon de herramientas tecnolégicas como puntas de
proyectil, boleadoras, cuchillos, raspadores y artefactos de molienda (Banegas et al., 2016)
ademas de arcillas muy adecuadas para la ceramica (Gémez Otero, Constenla, et al., 2014;
Schuster, 2014).

Dentro de la costa norte, Peninsula Valdés cuenta con diversas caracteristicas que hacen de
esta microrregion un area favorable para el desarrollo humano, tales como la ausencia de
barreras geogréficas internas que facilitan el acceso y conexion rapida entre los diferentes
tipos de costas, su topografia baja y de facil acceso al océano, y la presencia de cavidades y
de pequenas cuevas que podrian haber ofrecido refugio para humanos y animales, entre otras
ventajas (Gomez Otero et al., 2017). Una de las caracteristicas mas importantes en esta
microrregion es la presencia de las salinas Grande, Chica y el Gran Salitral, de las cuales, las
dos primeras ofrecen agua dulce perennes, es decir, son un suministro permanente de agua
consumible (Figura 2). Estas, junto con otros reservorios temporales de agua, constituyen

una caracteristica fundamental para el asentamiento humano.

Por su parte, con aproximadamente 800 km de extension, el rio Chubut constituye el cauce
de agua mas extenso de la provincia. Su nacimiento en la precordillera andina y su

desembocadura en el océano Atlantico, conecta los ambientes de la cordillera, la meseta y la
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costa y lo constituye como un posible corredor natural para el desplazamiento de las
poblaciones humanas (Schuster & Massaferro, 2019). Como es una de las pocas fuentes
permanentes de agua dulce de la provincia, el valle inferior del rio Chubut se presenta como
un ambiente con caracteristicas propicias para el asentamiento y desarrollo humano. Sumado
a esto, en la zona se encuentran diversos recursos faunisticos, entre los que se destacd, entre
sus pobladores iniciales, el consumo como la perca, el coipo y aves acuaticas, por sobre el
consumo del guanaco y otros vertebrados terrestres (Svoboda, 2019; Svoboda & Gomez
Otero, 2015). Ademas, existe vegetacion autdctona comestible, rocas y minerales disponibles
a lo largo del rio y la costa para la fabricacion de herramientas (Banegas & Goye, 2015), asi
como cuevas y paredones rocosos que brindan proteccion contra las condiciones climaticas

extremas (Schuster & Massaferro, 2019) (Figura 3).

En sintesis, teniendo en cuenta las caracteristicas ambientales descriptas, en esta tesis se
distinguen dos microrregiones: Peninsula Valdés (en adelante PV) y el valle inferior del rio
Chubut (en adelante VIRCH). Las microrregiones aqui definidas son areas geograficas que
presentan rasgos particulares y ventajosos para el asentamiento y desarrollo de la vida
humana. La evidencia recopilada a través de estudios arqueoldgicos respalda esta afirmacion,

como se podra apreciar seguidamente.

2.3 Antecedentes en investigacion: estudios bioarqueolégicos en poblaciones

ancestrales del Nordeste de la provincia del Chubut

Cabe aclarar que son extensos los estudios y enfoques que ha utilizado el equipo de
arquedlogos y antropoélogos del IDEAus-CONICET con el objetivo de aportar conocimiento
sobre estilos de vida, estrategias de subsistencia de las poblaciones cazadoras-recolectoras
de la zona y los rangos de movilidad y redes de contactos que estas podrian haber mantenido
con grupos aléctonos y autéctonos de la regidn patagonica. Para evaluar estos aspectos se
han realizado estudios de tecnologia litica (Banegas et al., 2014, 2016, 2018, 2020; Banegas
& Goye, 2015), tecnologia ceramica (Schuster, 2010, 2014, 2015; Schuster & Sanchez, 2019),
analisis de representaciones simbolicas (Gurin et al., 2021) practicas mortuorias y registros
funerarios (Gémez Otero, 2012; Gomez Otero & Dahinten, 1998) uso del espacio y movilidad
(Gomez Otero, 2003; Gomez Otero & Stern, 2004; Gonzalez José et al., 2001), estudios de
diversidad morfolégica craneana y postcraneana (Gomez Otero & Dahinten 2006), dieta a
través de is6topos estables de carbono 13 y nitrégeno 15 (Gémez Otero, 2007), salud bucal
(Gomez Otero & Novellino 2011) y registros arqueofaunisticos (Svoboda, 2013; Svoboda

et al., 2019; Svoboda & Gémez Otero, 2015), entre otros trabajos y enfoques.
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Figura 3: Ubicacion de la microrregion valle inferior del rio Chubut (VIRCH), comprendida entre la
desembocadura del rio en Bahia Engafio y la localidad 28 de Julio (aproximadamente 90km hacia
adentro) (1); sitio Barranca Norte, ubicado en Bahia Engafio (2): conchero chato (a) y en estratigrafia
(b); sitio Cinco Esquinas (sector elevado sobre albardones) (3); hacha de bronce presuntamente de los
Valles Calchaquies (4) y objeto circular de bronce, similar a una porra andina (5) rescatada del sitio
Rawson (Gémez Otero & Dahinten 1998); variabilidad de puntas de proyectil halladas en diferentes
sitios de PV y del VIRCH (6): punta pedunculada hallada en el sitio Rawson (a.1) y apedunculada del
sitio Barranca Norte (b.1) (véase Gomez Otero, Banegas et al., 2009); artefactos formatizados por talla
y cuentas de valvas (7 y 8) hallados en el sitio Loma Torta (7b y 8b) y en el sitio Cinco Esquinas (7a y
8a). Fotos: cortesia de Soledad Goye.
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Excede a los fines de esta tesis desarrollar los resultados obtenidos en todos los trabajos
mencionados, por lo que se acotara la informacion aqui presentada a los principales
resultados que evidencian diferencias microrregionales con relaciéon a los grupos humanos
que habitaron el Nordeste de la provincia del Chubut, dado que son el fundamento del

planteamiento de las hipétesis y objetivos de la presente tesis doctoral.
Cronologia y uso del espacio

Las investigaciones arqueoldgicas iniciadas en la década del noventa y aun en desarrollo,
indican ocupaciones tanto en la costa norte como en el VIRCH que se remontan al Holoceno
medio. Como ya se menciond, el sitio mas antiguo con evidencia de ocupacién humana es
Arroyo Verde 1 (7420 £ 90 afios AP) (Gomez Otero, 2006, p. 133). En antigliedad le sigue el
ya mencionado individuo del sitio Chacra 375 ubicado en el VIRCH, fechado en 6070 = 80
afos AP y edades de entre 5580 y 4380 afios AP obtenidas de contextos arqueoldgicos
localizados en la costa del golfo Nuevo (Gémez Otero & Svoboda, 2022). Los fechados de
menor antigliedad en ambos ambientes son de 200 afos AP, lo que indica varios milenios de

ocupacién humana y uso del espacio.

Durante ese periodo, el Nordeste del Chubut estuvo habitado por grupos de cazadores
recolectores de baja densidad demografica y reducido numero de individuos, con
predominancia de sus asentamientos en el perimetro litoral y en el valle inferior y
desembocadura del rio Chubut, segun se pudo inferir por la disminucién de la concentracion
de enterratorios a medida que aumenta la distancia a la costa y al mencionado rio (Gémez
Otero, 2006). En cuanto al uso del espacio, las poblaciones de la costa se asentaron
mayormente cerca de bancos fijos de moluscos. En PV, si bien se hallaron evidencias de
asentamientos préximos a las salinas, estos no fueron los mas numerosos y existen
indicadores que muestran que funcionaron como asentamientos transitorios (Figura 2). Esto
sugiere que las poblaciones preferian la inmediatez a los recursos marinos, desplazandose
hacia las salinas para la colecta de agua dulce o bien, usando los reservorios temporales de
lluvia presentes en la costa, como los médanos y las lagunas temporales. Una sintesis de los
20 afios de estudios realizados en la microrregiéon PV la ofrece el trabajo (Gomez Otero et al.,
2017). Por su parte, el registro en el VIRCH indica que los grupos humanos se asentaron
sobre los albardones o terrazas del rio y que consumieron animales terrestres y dulceacuicola,
en especial coipos y percas (Gémez Otero, Moreno & Schuster, 2010; Svoboda & Gémez
Otero, 2015).

Los analisis radiocarbonicos permitieron identificar cambios a través del tiempo, tales como

un aumento de la concentracion de sitios, tanto en la costa norte como en el VIRCH a partir
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del Holoceno tardio (~3200 afios AP). Sin embargo, en la costa norte se registr6 un
decrecimiento de los mismos hacia los 250 afios AP (Gdmez Otero, 2007; Gémez Otero
et al., 2017; Gomez Otero & Bellelli, 2006). Este decrecimiento, que también fue observado
en otros sectores del litoral de la Patagonia, estaria asociado a la adopcién del caballo, lo
que propicido cambios culturales y en la movilidad como, por ejemplo, el abandono de las
rutas costeras, poco aptas para los requerimientos alimenticios de este animal por la
carencia de agua dulce y pastos blandos (Gémez Otero & Moreno, 2015; Gémez Otero &
Svoboda, 2022).

Hasta el momento, se ha realizado el rescate arqueoldgico de 82 enterratorios® ubicados en
diferentes microrregiones de la provincia del Chubut. Los estudios llevados a cabo en la
zona, permitieron identificar dos grandes concentraciones de enterratorios que podrian estar
indicando nodos poblacionales independientes: uno en la microrregion PV (Figura 2)y, otro,
en la microrregion VIRCH (Figura 3). En abundancia de sitios, sigue la franja costera fuera
de PV, en especial la del golfo Nuevo Sur al norte de la provincia (Gémez Otero, 2006;
Gbmez Otero, Weiler et al., 2009).

Movilidad y contactos: evidencias desde el registro tecnolégico y materiales asociados a

enterratorios

A partir de los extensos estudios realizados por los grupos de trabajos consolidados en
Patagonia central argentina, y en base a evidencias de materias primas, manufacturas y
bienes de procedencia aldctona (abordado sucintamente a continuacion) se observé, tanto
para la microrregién PV como para el VIRCH, un aumento en la circulacién de materias
primas, manufacturas y bienes a partir de los 1000 afos AP (Banegas et al., 2020; Banegas
& Goye, 2015; Gémez Otero, 2003; Gémez Otero et al., 2011; Schuster, 2014) y una
expansion de motivos de arte rupestre (Gurin et al., 2021) consistente con la evidencia
generalizada para Patagonia que demuestra un aumento de los contactos hacia el Holoceno

tardio.

El hallazgo de materiales asociados de procedencia extrarregional en un osario compuesto
por 14 individuos del sitio Rawson, ubicado en el VIRCH y fechado en el limite pre y post
periodo hispanico es un caso que ejemplifica el amplio rango de redes de interaccion que
estos grupos poblacionales tenian con poblaciones dentro y fuera de la regién. Entre los
materiales asociados a dos adultos, un infantil y un juvenil datados entre ~270 y ~200 afios

AP, se hallaron chaquiras de turquesa y malaquita, piezas textiles y objetos de metal obtenidos

3 Los rescates fueron llevados a cabo en respuesta a denuncias de hallazgos fortuitos de restos humanos en
peligro de destruccién, en cumplimiento de la Ley Nacional N° 25.517 y las Leyes provinciales V N° 160 y XI N°11,
con la autorizacion de la Subsecretaria de Cultura y la Direccidon de Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut,
y bajo la supervisién y autorizacion de veedores designados por las comunidades originarias.
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por fundicion, técnicas no propias del area en la cual fueron encontrados (Gomez Otero, 2003,
2012; Gémez Otero & Dahinten, 1998) (Figura 3). Los estudios realizados sobre estos
artefactos llevaron a hipotetizar su circulacién desde regiones lejanas (Noroeste argentino,
norte de Chile, Bolivia o Peru) por grupos intermediarios (Gomez Otero, 2012; Gémez Otero
& Dahinten, 1998). Otros bienes asociados a estos individuos fueron cuentas de vidrio de
procedencia europea, Unico registro de materiales de este origen en el area de estudio (Figura
3). En la costa norte también se han identificado vasijas ceramicas con rasgos decorativos
procedentes posiblemente de Neuquén, Rio Negro y del centro-sur de Chile asimilables a la
cultura Pitrén (Schuster, 2014, 2015). Asimismo, se comprobé la circulacién de rocas
aléctonas para la confeccién de artefactos liticos entre las que se destacan, tanto para PV
como para el VIRCH, diferentes tipos de obsidianas cuyas fuentes de abastecimientos se
localizan a 180 y 330 km al oeste y a 800km al sur del Istmo Ameghino (centro-norte de Santa
Cruz) (Gomez Otero & Stern, 2004; Goye et al., 2022). Se registraron también otros tipos de
rocas, como xilépalos y calcedonias procedentes de fuentes de abastecimientos de entre 100
y 450 km de distancia en direccion oeste y suroeste para ambas microrregiones (Banegas &
Goye, 2015; Gémez Otero et al., 2011, 2017). La cronologia obtenida para las obsidianas,
permite inferir un aumento de la circulacion del material no local hacia tiempos posteriores a
los 2000 anos AP, lo que se corresponde con la intensificacion de contactos y circulacion de
otros bienes identificados en gran parte de la Patagonia (Banegas & Goye, 2015; Gémez
Otero et al., 2011, 2017). La ya mencionada presencia de cuentas de rocas ornamentales
aléctonas de turquesa, malaquita y serpentina en la regién del valle inferior y la
desembocadura del rio Chubut da cuenta también de una entramada red de contactos (Gémez
Otero, 2003; Gomez Otero & Dahinten, 1998).

Andlisis de costumbres funerarias realizados en el VIRCH y en PV también arrojaron
diferencias entre ambas microrregiones. En este sentido, el registro bioarqueoldgico para la
microrregion PV en el periodo comprendido entre los 3000 y 250 afios AP, se caracterizo
mayoritariamente por enterratorios individuales o dobles; mientras que en el VIRCH, se
registraron numerosos entierros multiples sobre todo a partir de los 1000 afios AP (Gémez
Otero & Dahinten, 1998, 2006). Este aumento de entierros multiples en el Holoceno tardio
final se deberia a una mayor densidad demografica, seguida de disminucién de la movilidad
residencial e incremento de la complejidad social (Gomez Otero, 2006, p. 386). A pesar de
estas diferencias, tanto en la costa norte como en el VIRCH predominan los entierros
primarios. Son pocos los entierros secundarios registrados hasta el momento y, a excepcion
de uno hallado en el VIRCH, estos fueron identificados en la costa. Entre los mas antiguos se
encuentra el sitio San Pablo 4 (PV), de alrededor de 3000 afos de antigiiedad (Gémez Otero
& Svoboda, 2022).
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2.4 Consideraciones sobre los antecedentes bioarqueolégicos

Los estudios arqueoldgicos realizados en el area bajo estudio pusieron en juego nuevos
interrogantes e hipotesis de trabajo para las poblaciones que habitaron el Nordeste de la
provincia del Chubut durante el periodo comprendido entre los 6070 anos AP hasta tiempos
histéricos (< 200 anos AP). Estas evidencias, dieron sustento a la hipotesis del grupo de
investigacion de arqueologia del IDEAus-CONICET sobre una reorganizaciéon social e
innovacion tecnolégica asociadas a un aumento de los contactos interétnicos durante el
Holoceno tardio (Banegas et al., 2020; Banegas & Goye, 2015; Gomez Otero, 2006; Gémez
Otero & Bellelli, 2006). Asimismo, la evidencia recabada hace suponer la existencia de una
amplia y entramada red de contactos no solo dentro del area de estudio, sino con grupos
poblacionales por fuera de la region. Todas estas evidencias arqueoldgicas, permiten
preguntarse si genéticamente pueden diferenciarse los dos nodos de enterratorios
observados por evidencias arqueolégicas en las microrregiones PV y VIRCH, y si los
contactos entre los individuos del Nordeste de la provincia del Chubut y grupos aléctonos se
limitaban al intercambio de bienes y materias primas o si también habria ocurrido intercambio

genético o si habria linajes compartidos entre estos vinculos.

El estudio genético de poblaciones antiguas cobra, en este punto, especial relevancia. La
“arqueogenética,” definida por Renfrew (2000) como la disciplina que se basa en la aplicacién
de técnicas de genética molecular para abordar preguntas de la historia de las poblaciones
del pasado, ha abierto la posibilidad de abordar el estudio de las poblaciones ancestrales de
forma directa a través del ADN. La potencialidad de la disciplina para esclarecer posibles
afinidades genéticas entre diferentes grupos poblacionales y las posibles rutas migratorias
tomadas por estos, ya ha sido abordado y debatido por diferentes autores (Crespo et al., 2010;
Dejean et al., 2014; Orlando et al., 2021; O’'Rourke et al., 2000; Pickrell & Reich, 2014; Rizzi
et al., 2012; Wade, 2018; Willerslev & Cooper, 2005).

A fin de contextualizar el estado actual de la disciplina arqueogenética en la regién patagodnica,
a continuacién, se describiran los principales estudios genéticos llevados a cabo sobre

muestras arqueoldgicas de individuos ancestrales de la Patagonia.
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2.5 Antecedentes en investigacion: estudios genéticos en poblaciones antiguas de la

Patagonia

Como se menciono, la Patagonia constituye una regién* clave para comprender los patrones
de dispersion y divergencia de las poblaciones indigenas ya que fue, probablemente, la Ultima
region en ser ocupada por el humano moderno desde su entrada al continente americano por
el estrecho de Bering hace aproximadamente entre 25.000 y 15.000 afios AP (Llamas et al.,
2020; Moreno Mayar et al., 2018; Raghavan et al., 2015). Asimismo, debido a su baja
demografia, algunos autores consideran que la region es proclive a la diversificacion genética
con bajos niveles de variabilidad. Estos niveles habrian aumentado hacia el Holoceno tardio,
periodo en el cual, la evidencia arqueolégica avala una intensificacion de contactos y

movilizaciéon de las comunidades de forma generalizada en la regién (Borrero, 2001).

Uno de los primeros estudios genéticos llevados a cabo en poblaciones ancestrales de
Patagonia fue el de Lalueza-Fox et al. (1997). En este estudio, los autores determinaron a
través de enzimas de restriccion, método conocido como RFLP, los linajes mitocondriales de
60 individuos Selk’'nam (u Onas®), Yamana (o Yagan), Kawesqar (o Alacalufes) y Adniken.
Estos individuos, procedentes de Tierra del Fuego, de la Xl Regién de Magallanes y Antartida
chilena y del norte del Estrecho de Magallanes, datan de la segunda mitad del siglo XIX y del
siglo XX. Lalueza-Fox et al. (1997) observaron, a nivel mitocondrial, la ausencia de los
haplogrupos Ay By la presencia de C y D, con predominancia de este ultimo haplogrupo en
las poblaciones asignadas como Kawesqgar y Adniken y del haplogrupo C en Yamanas. Estas
observaciones llevaron a proponer a los autores la ausencia de los linajes Ay B en los
migrantes iniciales que ingresaron a América, sin dejar de considerar la posibilidad del efecto

de la deriva génica (Lalueza-Fox et al., 1997).

A partir del trabajo pionero de Lalueza-Fox et al. (1997) y con un crecimiento particularmente
importante en las ultimas décadas debido al desarrollo de las nuevas tecnologias y a la
disminucion de los costos de secuenciacién, los estudios de ADNa se expandieron en

Argentina y Chile, con especial repercusion en Tierra del Fuego y la Regién de Magallanes y

4 Como se espcifica en el capitulo 4: Marco Tedrico, de la presente tesis, se entendera a la regién Patagonica en
su sentido amplio, tomado de Gémez Otero (2006, pp. 66-67), como la regién geografica comprendida entre el rio
Colorado al norte y el cabo de Hornos al sur, el océano Atlantico al este y el océano Pacifico al oeste. Asimismo,
se subdividira a la region patagénica en sub-regiones definidas como Patagonia norte, comprendida en su
extremo norte por la latitud 36°10" S y en su extremo sur por el inicio de lo que se refiere a Patagonia central,
comprendida entre los paralelos 42°S y 46°S (Gémez Otero y Bellelli, 2006). Por su parte Patagonia sur se delimita
por los limites norte y sur de la actual provincia de Santa Cruz (46° y 52° S), mientras que Patagonia insular
representa el area comprendida entre la margen sur del estrecho de Magallanes y el cabo de Hornos.

5 El término Onas es también identificado en la literatura etnogréafica y cientifica y es, en realidad, un término
asignado por los Yamanas (Bandieri, 2005).
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de la Antartica Chilena, al punto de que, en la actualidad, constituye una de las areas de la

Patagonia mas estudiadas (Di Fabio Rocca et al., 2021).

En cuanto a los estudios posteriores realizados en individuos ancestrales de Tierra del Fuego
y de la Region de Magallanes, destacan los enfoques locales de Crespo et al. (2020), Motti et
al. (2020), Nakatsuka et al. (2020), Moraga et al. (2010) y los de de la Fuente et al. (2015,
2018). Ademas, otros trabajos que no se centraron especificamente en la zona, han
incorporado algunas muestras australes enmarcadas en objetivos continentales, como los

estudios de Raghavan et al. (2015), Crespo, Russo et al. (2017) y Moreno Mayar et al. (2018).

De manera generalizada, los estudios realizados en Tierra del Fuego y la Regién de
Magallanes y Antartica chilena han revelado una baja diversidad genética, lo que da lugar a
la posibilidad de que la poblacién del extremo sur haya experimentado un proceso inicial de
colonizacion con un tamafio poblacional efectivo reducido o episodios sucesivos de cuellos
de botella. Esta observacion ha sido consistente tanto en el andlisis de datos autosémicos (de
la Fuente et al.,, 2018; Nakatsuka et al., 2020) como en estudios de diversidad de ADN
mitocondrial (ADNmt) (Crespo et al., 2020; de la Fuente et al., 2015, 2018; Lalueza-Fox et al.,
1997) y de cromosoma Y (de la Fuente et al., 2015; Garcia-Bour et al., 2004). Ademas, estos
estudios han confirmado la presencia predominante de los haplogrupos C y D, y la ausencia
del haplogrupo A, asi como las diferencias en términos de frecuencias de haplogrupos
mitocondriales para las poblaciones referidas como Kawesqar y Yamana. Por su parte, el
haplogrupo B, ha sido identificado en la Region Magallanes en un individuo masculino del sitio
Cueva Ayayema, fechado en 4520 + 60 afios AP (5308 — 4933 afos cal AP; Moreno Meyer et
al., 2018) y en un individuo femenino recuperado del sitio Bahia Buena, ubicado cerca de la
actual ciudad chilena de Punta Arenas (Balentine et al., 2022). Este ultimo, cuya datacion se
estima en 6679-6895 anos cal AP, constituye el registro mas antiguo y austral del haplogrupo
B hallado hasta el momento. Estos junto con otros recientes hallazgos de este haplogrupo en
poblaciones antiguas (Arencibia et al., 2019; Franco et al., 2017; Moraga et al., 2016), han

llevado a replantear los escenarios posibles de origen y dispersion de este clado.

Hacia el Holoceno tardio, basados en datos de ADN autosomico, Nakatsuka et al. (2020)
observaron cierta estructuracion poblacional dentro de la Isla y Regién de Magallanes,
correlacionada, principalmente, con la geografia y el grupo linglistico. Asimismo,
determinaron la predominancia de ciertos sub-haplogrupos segun el area analizada: D1g5 y
C1c en la zona norte de Tierra del Fuego, C1b en el Canal de Beagle y la co-ocurrencia de
C1by D1g5 en Peninsula Mitre (Nakatsuka et al., 2020). Ademas de algunas particularidades
locales, a través del analisis de ADN autosomico, en ese trabajo también identificaron al

menos tres pulsos de flujo génico consistentes con una direccion norte-sur que habria
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configurado, en cierto grado, la composicion genética del area bajo estudio. Uno de estos
pulsos provendria de un individuo datado en 700 afios AP y recuperado del sitio Conchali,
ubicado en el centro de Chile (Figura 1; Tabla 1) (Nakatsuka et al., 2020). De forma similar,
de la Fuente et al. (2018) observaron afinidades genéticas entre los individuos maritimos
antiguos y poblaciones contemporaneas del centro-sur de Chile y Patagonia, continuidad que
se estima, al menos, de 2000 afos. Tal como los autores mencionan en ese trabajo, estas
observaciones contrastan con la hipotesis de Llamas et al. (2016) sobre una discontinuidad
de linajes mitocondriales en América debido a una disminucién poblacional en tiempos de la

Conquista (de la Fuente et al., 2018).

A partir de los analisis de mestizaje realizados en su investigacion, Nakatsuka et al. (2020)
identificaron predominancia de mezcla génica entre grupos vecinos de la Isla, principalmente
entre los 2200 y 1200 afios AP (Holoceno tardio), con posterior reduccion de flujo génico entre
los grupos conformados. Sin embargo, es necesario resaltar que algunas de estas inferencias
podrian estar sesgadas por el bajo numero de individuos que representan a los grupos
conformados, principalmente en referencia al individuo Aonikenk, Unico en su categoria étnica.
Tanto este trabajo como el de de la Fuente et al. (2018) determinaron una mayor afinidad
genética entre los individuos antiguos asignados como Kawésqar y Yamana con individuos
contemporaneos asignados a estas etnias, mostrando una continuidad genética desde al

menos ~6600 anos AP hasta tiempos actuales.

Por su parte, basados en analisis de la region HVI y HVII de ADNmt, Crespo et al. (2020) no
identificaron diferencias entre los individuos recuperados de Peninsula Mitre e Islas de los
Estados y aquellos del Canal de Beagle, pero si entre estos grupos y los individuos asignados
como Yamanas segun su ubicacion geografica. Esto contrasta, en parte, con lo observado por
Nakatsuka et al. (2020) pero adhiere a estos y otros autores sobre las particularidades
genéticas de Yamanas, producto de su aislamiento geogréfico y particularidades linguisticas,

que habrian aislado aun mas a estas poblaciones.

Siguiendo con las investigaciones en Patagonia insular y la Region de Magallanes, Balentine
et al. (2022) reportaron una mayor diversidad haplotipica mitocondrial en grupos
especializados en el medio marino que en aquellos asignados como terrestres utilizando una
definiciéon basada en datos geograficos y de dieta para ambos grupos. Ademas, de forma
generalizada, observaron una baja variabilidad genética y pocos haplogrupos en ambas
poblaciones. En su estudio, también identificaron diferencias entre estos dos grupos, lo que
llevd a los autores a sugerir que los mismos podrian ser el resultado de linajes ancestrales
distintos que habrian migrado de manera independiente hacia la sub-regién. Cabe destacar

que estas observaciones contrastan con las de Nakatsuka et al. (2020), quienes hipotetizan
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que los grupos marinos descienden de grupos terrestres, algo similar a lo observado por de
la Fuente et al. (2018). En su trabajo, Balentine et al. (2022) sefialaron esta diferencia y
argumentaron que la aparente diferenciacion entre grupos marinos y terrestres observada en
su estudio, y no en otros trabajos realizados por colegas (Crespo et al., 2018; de la Fuente
et al., 2018; Lalueza-Fox et al., 1997; Nakatsuka et al., 2020), podria deberse a diferencias en
los criterios de agrupamiento, a diferencias por el tipo de datos analizado (mientras que
Nakatsuka et al. y de la Fuente et al. analizan datos autosomicos, su trabajo se basa en el

anadlisis de las regiones HVI y HVII del ADNmt), y/o a diferencias en el muestreo.

El estudio de Motti et al. (2020), es otro de los trabajos que aborda el andlisis de los antiguos
habitantes de la Isla con preguntas locales. En este caso, los autores lograron obtener
resultados de la Regidn Control del ADNmt en 26 individuos recuperados del cementerio de
la Mision Salesiana “Nuestra Sefiora de La Candelaria” datado del 1897 y ubicado en las
cercanias de la actual ciudad de Rio Grande. En este trabajo, los autores observaron una alta
predominancia de linajes C1b (38,5%) y D1g5 (34,6%) en concordancia con los trabajos
reportados con anterioridad para el area, seguidos en incidencia el linaje D4h3 (11,5%)y C1c
(7,7%). También observaron dos linajes maternos aldctonos europeos (H1c y T2b3 +151)
consistente con la historia fundacional del lugar (Motti et al., 2020). Entre sus hallazgos, se
destaca la presencia de un individuo perteneciente al sub-haplogrupo C1b13. Este sub-
haplogrupo ha sido identificado recientemente en dos individuos antiguos de la costa norte de
la provincia de Santa Cruz (fechados en ~2400 y ~1820 afios AP) por Arencibia et al. (2022)
y en un individuo del sitio Seno Canalad en los Archipiélagos de Chonos (sin datar) por Moraga
et al. (2022). Hasta la publicacion de estos trabajos, el linaje C1b13 sélo habia sido reportado
previamente en poblaciones contemporaneas del sur de Chile y Argentina. Estos resultados
confirman la presencia del sub-haplogrupo en Patagonia central y en Patagonia sur desde
hace al menos 2400 afios AP (Arencibia et al., 2022), asi como en |la Patagonia insular desde

tiempos histéricos (Motti et al., 2020).

En lo que respecta a la sub-regién de Patagonia sur que en este trabajo esta delimitada por
los limites actuales de la provincia de Santa Cruz (Figura 1), los estudios realizados hasta el
momento son limitados. Uno de ellos, destacable por su nivel de resolucién, es el ya
mencionado estudio de Arencibia et al. (2022), en el cual los autores analizaron mitogenomas
de 11 individuos, la mayoria de los cuales fueron fechados entre 2400 y 1100 afios AP y
asignados a los sub-haplogrupos D1g (54,5%), C1b13 (18,2%) y C1c (27,3%). Asimismo, esta
misma investigadora realizd un estudio sobre 16 individuos ancestrales del sitio Lago
Salitroso, ubicado en el noroeste de la misma provincia, cuyo analisis de HVI permitié
identificar los linajes maternos: D1g (43,7%), B2 (31,3%), C1 (18,8%) y D4h3a (6,2%). Entre
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sus principales resultados se destaca la presencia del haplogrupo B2, el cual, como ya fue
mencionado, ha sido reportado en diferentes areas de Patagonia (Balentine et al., 2022;
Franco et al., 2017; Moraga et al., 2016; Moreno Mayar et al., 2018; Reyes et al., 2012). La
antigiedad en la region patagonica de este haplogrupo y la latitud en la cual ha sido
encontrado, sugiere que su baja representacion en individuos ancestrales y contemporaneos
podria deberse a un sesgo muestral o bien a una pérdida en tiempos mas recientes, pero no
a una pérdida por efecto de la deriva génica en el proceso de poblamiento inicial de la region
(Arencibia et al., 2019). A diferencia de otros estudios realizados en Patagonia, Arencibia et
al. (2019) reportaron una variabilidad genética relativamente alta para la poblacién del sitio
Lago Salitroso, lo que se condice, segun los autores, con una pérdida de la diversidad hacia

el extremo sur con una disminucién marcada para Patagonia insular (Arencibia et al., 2019).

Otros individuos de esta sub-region fueron analizados en diferentes estudios, entre los que se
destaca el de Motti et al. (2019). En este trabajo los autores identificaron secuencias parciales
de las regiones HVI y HVII asignables a los sub-haplogrupo D1g y D1g5 con polimorfismos
derivados compartidos con individuos de Tierra del Fuego en tres individuos del sur de Santa
Cruz (Frailes, Punta Entrada 4 y Cerro Observacion) (Motti et al., 2019).

En cuanto a la sub-regién Patagonia norte argentina, delimitada por las actuales provincias
de Rio Negro y Neuquén (Figura 1) sélo se cuenta con el estudio llevado a cabo por Crespo,
Russo et al. (2017) y la muestra de un individuo publicada por Parolin, Galimany et al. (2019).
En el primero de estos estudios se analizaron muestras de individuos antiguos localizados
tanto en la vertiente andina (N=6) como en la costa del Golfo San Matias (N=12), asi como en
muestras de Santa Cruz y del Canal de Beagle (Crespo, Russo, et al., 2017). En su trabajo,
los autores informaron la presencia de los haplogrupos A2, D1j, D1, D1g y D4h3a, y la
ausencia de diferencias genéticas significativas entre las areas geograficas norpatagénicas
comparadas. Los resultados de este estudio plantean, segun los autores, un nuevo escenario
para la dispersion del ser humano por América del Sur y para el origen del haplogrupo D1j.
En concreto, para estos investigadores, la presencia de este haplogrupo en la costa atlantica
desde hace unos 3144 * 52 afios AP indicaria un origen siguiendo una ruta interior o costera
atlantica hasta la regién patagonica, en lugar de una ruta Pacifica (Crespo, Russo, et al.,
2017).

En un trabajo que amplia los analisis iniciados por Crespo, Russo et al. (2017) incorporando
individuos del extremo sur del continente, Crespo et al. (2018) observaron un decrecimiento
de la variabilidad genética mitocondrial hacia el sur de la region patagonica y diferencias
genéticas significativas entre grupos de Patagonia norte, sur e insular, asi como la presencia

de haplotipos en Patagonia norte que indicarian la existencia de flujo génico desde el centro
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de Argentina y desde el lado occidental de los Andes, algo que se condice con las
observaciones de los analisis de datos autosomicos de Nakatsuka et al. (2020) y de la Fuente
et al. (2018). Por su parte, Parolin, Galimany et al. (2019) reportan para la costa norte de Rio
Negro, la presencia de un individuo datado en 690 + 60 afios AP cuyo linaje mitocondrial fue

asignado a D4h3a, altamente frecuente en Patagonia central occidental (Moraga et al., 2022).

En lo que respecta a la aqui delimitada Patagonia central (Figura 1), cabe mencionar el
trabajo de Moraga et al. (2022) en el que analizan la Regién Control de 41 individuos antiguos
recuperados de los Archipiélagos de Chonos del actual territorio chileno. En su estudio, los
autores identifican una predominancia de los linajes C1b (38,7%) y D4h3a5 (35,5%) y la
presencia de los linajes derivados D1g (6,5%) y C1b13 (3,2%). La presencia de D1gy C1b13
en los Archipiélagos podria deberse, o bien a una migracién y contacto tardio con poblaciones
Huilliches o a una migracion mas temprana de norte a sur desde el centro de Chile;
movimiento que, segun los autores, podria asociarse al tiempo estimado en ~4700 y 2000
anos AP por Nakatsuka et al. (2020). Por su parte, el sub-haplogrupo D4h3a5, el cual
pareceria estar restringido al sur de Argentina y Chile, fue reportado en 11 individuos con
reversion en la posicién 16301 en contraposicidn a la tipica transicion que caracteriza a los
individuos antiguos de la vertiente atlantica. Esta particularidad pareceria diferenciar a los
grupos cazadores-recolectores marinos de los terrestres (Moraga et al., 2022). Mediante el
analisis de mitogenoma, los autores lograron definir un nuevo sub-haplogrupo caracterizado
por el polimorfismo 4948 y nombrado como D4h3a5a1. Estos investigadores hipotetizan que
este linaje derivado podria estar restringido a las poblaciones cazadoras-recolectoras

maritimas de la zona analizada (Moraga et al., 2022).

Continuando con los estudios realizados en Patagonia central, cabe mencionar los dos (2)
individuos localizados en sitios arqueoldgicos del Golfo Nuevo en la provincia del Chubut y
asignados a los sub-haplogrupos C1c y D1g5 por Parolin, Galimany et al. (2019). Hasta el
momento, estos dos individuos en conjunto con los analizados por Moraga et al. (2022) en los
Archipiélagos de Los Chonos, el individuo recuperado del sitio Punta Ledn, ubicado en las
cercanias de la ciudad de Rawson (Lalueza-Fox et al., 1997), y los seis (6) individuos
analizados en el sitio Bafio Nuevo 1 localizado en Patagonia central (Region Aisén, Chile)
(Reyes et al., 2012), son los unicos casos de andlisis genéticos realizados en individuos
ancestrales de Patagonia central. La ausencia de estudios de ADNa en esta region,
principalmente en vertiente atlantica, evidencia un vacio significativo en la investigacion de

poblaciones ancestrales, lo que convierte a esta en un area de vacancia para la disciplina.
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2.6 Consideraciones sobre los antecedentes genéticos e introduccion a los objetivos

A lo largo del apartado anterior se han presentado los estudios genéticos realizados sobre
restos arqueoldgicos humanos de individuos ancestrales de Patagonia. Como se deja ver, los
estudios genéticos han demostrado tanto concordancias como disidencias en sus resultados
e inferencias. Asimismo, las investigaciones llevadas a cabo se han concentrado en el extremo
sur del subcontinente, principalmente, en Tierra del Fuego y la Region de Magallanes y de la
Antértica Chilena. En términos tecnolégicos y metodolégicos, se ha observado una evolucién
en los métodos empleados en estos estudios, con una mejora que ha permitido una mayor
capacidad analitica e inferencial en la investigacion de poblaciones ancestrales, pasando de
los estudios genéticos iniciales basados en técnicas de RFLP y de secuenciacion de ciertas
regiones hipervariables del ADNmt, a estudios gendmicos de ADNmt y de ADN autosémico.
En este aspecto, y con la salvedad de algunos trabajos que han incorporado analisis de ADN
autosémico (de la Fuente et al.,, 2018; Moreno Mayar et al., 2018; Nakatsuka et al., 2020;
Raghavan et al., 2015), la gran mayoria de los estudios presentados se han basado en analisis
de ADNmt. Esto se debe a caracteristicas especificas del ADNmt que seran discutidas en el
marco teorico, las cuales convierten a este ADN, en una molécula clave en los analisis de
ADNa.

Los antecedentes presentados a lo largo de este capitulo destacan dos puntos fundamentales:
en primer lugar, existe una falta significativa de estudios genéticos de poblaciones ancestrales
de la Patagonia central, cuya representacion se limita al analisis de unos pocos individuos.
Esta carencia de datos contrasta con la gran cantidad de datos arqueoldgicos generados en
la sub-region y con la importancia que esta zona tendria en la historia temprana del
poblamiento de la region, en términos de su papel como corredor de intercambio entre el norte
y el sur de la Patagonia. En segundo lugar, las diferencias observadas en las frecuencias de
linajes mitocondriales y la sub-estructuracién poblacional en las distintas sub-regiones de
Patagonia, junto con las disidencias observadas entre los estudios que abordan una misma
area geografica o areas adyacentes, muestran la necesidad de abordar estudios locales con
enfoques mas integrativos que combinen los datos genéticos con datos bioantropoldgicos y
arqueoldgicos. Este tipo de enfoque, local y contextualizado, permitird una comprension mas
completa y precisa de la compleja red de relaciones entre las poblaciones ancestrales del
extremo sur de Sudamérica, lo que redundara en evidencia mas sélida respecto de las rutas

migratorias que dieron origen al poblamiento del subcontinente.

Con el objetivo de comprender la diversidad y las posibles afinidades genéticas de las
poblaciones ancestrales que habitaron el Nordeste de la actual provincia del Chubut, en la

presente tesis doctoral se analizara una muestra poblacional de restos arqueoldgicos
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humanos pertenecientes a antiguos cazadores-recolectores. Dichos restos se encuentran,
actualmente, resguardados en el Repositorio Bioarqueoldgico del IDEAus-CONICET (Millan
& Dahinten, 2019). El impacto de la presente tesis se reflejara, principalmente, en la
produccién de informacion gendmica de amplia profundidad temporal en un area geografica
de vacancia para la disciplina. Los objetivos e hipétesis de la presente tesis doctoral se

presentan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 3: OBJETIVOS E HIPOTESIS

A partir de los antecedentes y los vacios de informacion detallados en el capitulo anterior, en
esta tesis doctoral se plantea como objetivo general caracterizar la diversidad genética de los
linajes maternos mitocondriales de las poblaciones humanas que habitaron la actual provincia

del Chubut (Patagonia central argentina) durante el Holoceno.

Asimismo, para la evaluacion de las posibles variaciones en el acervo génico a escala

temporal y espacial se plantean los siguientes objetivos particulares e hipotesis asociadas:

Objetivo particular 1: Determinar los haplogrupos a partir de mitogenomas completos y la
diversidad genética de los linajes maternos en la totalidad de la muestra poblacional bajo

estudio.

Hipotesis asociada al objetivo particular 1: Puesto que la Patagonia fue la ultima region en ser
poblada en la dispersién del Homo sapiens por el continente americano, y considerando la
informacién de ADNa obtenida por diferentes investigadores en la regién, se hipotetiza que
las poblaciones estudiadas presentan una baja diversidad de haplogrupos maternos vy, en

particular, baja frecuencia del hablogrupo B2 y ausencia de A2.

Objetivo particular 2: Evaluar relaciones de afinidad genética con otras poblaciones indigenas

ancestrales de la regién patagoénica y de otras regiones de Argentina y Chile.

Hipotesis asociada al objetivo particular 2: En base a la evidencia bioarqueologica de patrones
de dispersion, movilidad y registro de bienes aléctonos, se hipotetiza afinidad genética con

grupos indigenas de Patagonia y con otro grupos aldctonos.

Objetivo particular 3: Evaluar diferencias genéticas en término de variantes alélicas y
frecuencias de haplogrupos dentro del area de estudio entre las microrregiones Peninsula
Valdés (PV) y valle inferior del rio Chubut (VIRCH).

Hipotesis asociada al objetivo particular 3: En base a las evidencias bioarqueolégicas
presentada en el capitulo 2, se hipotetiza que las frecuencias de sub-haplogrupos entre las

microrregiones (PV y VIRCH) son diferentes.

Objetivo particular 4: Evaluar la variabilidad genética y la continuidad y/o reemplazo de los

linajes maternos a través del tiempo.

Hipotesis asociada al objetivo particular 4: Debido a la amplia temporalidad de las muestras

arqueoldgicas recolectadas para el presente proyecto doctoral (6080-200 anos AP) se
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Objetivos e hipotesis

hipotetiza que los haplogrupos maternos presentan fluctuaciones en su frecuencia y

continuidad en el tiempo y espacio de ciertos linajes y reemplazo de otros.
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CAPITULO 4: MARCO TEORICO

En este capitulo se propone un marco de referencia que contribuird a una interpretacion
adecuada del desarrollo y de los resultados de esta tesis doctoral. Es por esto que, se
presentan definiciones y conceptos tedricos que se mencionaran a lo largo del desarrollo de
este trabajo. Ademas, en este capitulo se discuten algunas consideraciones que, si bien se

debaten actualmente en el ambito académico, es importante considerarlas.

4.1 Genética y gendémica de poblaciones: revision conceptual sobre las unidades de

analisis
Raza y poblacion: ;dos paradigmas, un mismo concepto?

Surgido en un contexto politico-social-econdmico que buscaba avalar el trafico de esclavos
africanos, el concepto de raza fue utilizado para deshumanizar y relegar a ciertos grupos
poblacionales a un estado biolégicamente inferior, en pos de no entrar en conflicto con las
ideologias y la fe cristianas (Pena et al., 2012; Race Ethnicity and Genetics Working Group,
2005). De esta forma, el concepto se fue infiltrando en la sociedad, hasta el punto de que, aun
hoy, resulta dificil erradicar del término. Las interpretaciones cientificas erréneas que
“avalaban” las diferencias biolégicas entre los grupos raciales, fueron suficientes para justificar
y perpetuar la discriminacion, dando lugar a los mas atroces hitos histéricos de la humanidad
como el trafico de esclavos y los genocidios llevados a cabo durante el holocausto nazi (Race
Ethnicity and Genetics Working Group, 2005), entre otras perversiones. Al finalizar la Segunda
Guerra Mundial, la divisiéon de la humanidad en razas comenzé a ser cuestionada y llevé a la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) a

promulgar en 1950 una declaracion sobre los prejuicios raciales (UNESCO, 1950).

Durante la década del ‘60, la consolidacion del evolucionismo neodarwiniano en los estudios
de grupos humanos trajo avances significativos en la disciplina antropolégica. Uno de los
hechos mas trascendentales fue el reemplazo del concepto de “raza” por el de “poblacion,”
entendiendo a este ultimo como la unidad fundamental de analisis en el estudio de la
diversidad humana (Carnese & Pucciarelli, 2007; Pucciarelli, 1989). EI cambio en la
concepcidn del objeto de estudio y la incorporacién de métodos estadisticos como
aproximacion al analisis de procesos microevolutivos y de adaptacién, produjeron un
desplazamiento de la clasica Antropologia Fisica a la nueva Antropologia Bioldgica, una
disciplina que, segun Crognier (1989 citado en Carnese et al., 1991), se encuentra en la

interseccion de las Ciencias Bioldgicas y las Ciencias Sociales.
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Con el advenimiento de técnicas moleculares mas avanzadas, el concepto de raza fue
definitivamente desestimado al demostrarse experimentalmente en 1972 que la variacién
genética total observada dentro de esos grupos “raciales” subjetivamente definidos, era mayor
que la variacion genética observada entre ellos (Lewontin, 1972). La unidad de analisis,
entonces, en el campo de la antropologia bioldgica, cambié de ser una concepcidn fijista de
“razas” a “grupos poblacionales” internamente heterogéneos y diferenciados entre ellos por la
frecuencia de ciertas variantes genéticas; por lo que también se admitia el caracter
parcialmente solapante en su definicion (Pena et al., 2012). Sin embargo, algunos criticos han
argumentado que las “poblaciones” como unidades de analisis tienden a replicar las
categorias raciales instauradas por Linneo en 1767 lo que conllevaria a difundir viejas
creencias raciales (Pena et al., 2012). El caracter aun subyacente de las concepciones
racistas en la “nueva”’ unidad de analisis tiene su explicacion en que la definicion de una
poblacion, al ser artificial, esta tefida y depende, en parte, de los preconceptos que aun
existen (UCTV, 2008).°

Igualitarismo genético

Surgido en oposicién y para contrarrestar las injusticias y atrocidades histéricas que se
llevaron a cabo en nombre de la ciencia en general y de la genética en particular, surge la
postura moral del igualitarismo biolégico. Dicha postura se centra en la premisa de que no
existen diferencias biolégicas significativas de base genética entre los grupos humanos
creados artificialmente (a excepcion de algunos rasgos superficiales) por lo que se justifica,
desde la estadistica, la igualdad entre todos los individuos de la especie humana (Lewontin
et al.,, 1984 citado en Lahn & Ebenstein, 2009). Sin embargo, Lahn & Ebenstein (2009)
argumentan que esta postura, ademas de ilégica, podria llegar a ser peligrosa ya que implica
que si son encontradas diferencias significativas entre los grupos, esto podria justificar la
discriminacion y la reemergencia del concepto de raza. Un ejemplo de esto, que podria ser
utilizado contra la postura del igualitarismo bioldgico, es el color de la piel; rasgo que ha
demostrado no ser ftrivial en cuanto a las diferencias observadas entre los grupos
poblacionales con relacion a las diferencias dentro de cada grupo (Lewontin et al., 1984 citado
en Lahn & Ebenstein, 2009). Este rasgo, aunque podria considerarse una diferencia bioldgica
“no sustancial” o “superficial,” ha sido y continta siendo en muchas sociedades, uno de los

principales factores de discriminacion.

6 Extraido de conferencia “El concepto de raza con Richard Lewontin” de la University of California Television,
UCTV (2008)
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Paradigma genémico-individual

El igualitarismo biologico pierde fuerza argumentativa a la luz de los recientes datos empiricos
obtenidos a partir de tecnologia gendmica de vanguardia (Lahn & Ebenstein, 2009), los que
demuestran la existencia de variaciones genéticas entre grupos poblacionales y la existencia,
incluso, de subestructuracién poblacional. Desde un enfoque totalmente opuesto, aunque con
el mismo objetivo que el del igualitarismo biolégico (el de abolir el concepto de raza y su
persistencia subyacente en el concepto moderno de poblacion), surge en el siglo XXI el
paradigma gendémico-individual propuesto por Pena et al. (2012). Esta nueva propuesta
plantea abandonar los dos modelos previos y adoptar una nueva division de la especie
humana en tantos grupos artificiales como individuos de nuestra especie haya. Es decir, ve a
la especie humana dividida no en razas ni poblaciones, sino en siete billones de individuos
genomicamente distintos entre si y con distintos grados de parentesco en sus linajes
genealdgicos. Este nuevo paradigma destaca el caracter unico y diferente de cada individuo,
en vez de enfatizar la semejanza con otros individuos y grupos poblacionales. Este modelo,
es respaldado por los resultados obtenidos a la luz de los avances gendémicos de los ultimos
veinte afios y es, segun sus autores, el unico biolégicamente coherente y sdlido

cientificamente que explica la diversidad humana en su totalidad (Pena et al., 2012).

En su trabajo, Lahn & Ebenstein (2009) argumentan en contra de la idea de “olvidar la
diversidad de grupo y concentrarse en las diferencias individuales” para evitar el mal uso de
esta informacion y sostienen que “ignorar la diversidad de grupo es hacer ciencia pobre.”’
Segun estos autores, entender la diversidad genética entre grupos tiene beneficios tanto para
la investigacion como fortalezas en la adaptacion humana y no deberia ser un instrumento de
discriminacién. Basados en estas dos herramientas argumentativas (la del beneficio y la de la
fortaleza), los autores sostienen que se deberia tomar una actitud positiva ante las diferencias
existentes entre los grupos humanos. En palabra de los autores “we should embrace human

diversity,” es decir: debemos abrazar la diversidad humana.
Unidad de analisis: reflexiones enmarcadas en la presente tesis doctoral

Con el advenimiento de la genética y, posteriormente, de la gendémica de poblaciones
humanas,® enmarcadas en la corriente evolucionista y en la diversificacidn casi obligatoria de
la Antropologia Biolégica debido a las ramas del conocimiento emergentes, se han ampliado

los enfoques mediante los cuales es posible abordar una misma problematica.

7 Frase original tomada de Lahn & Ebenstein (2009): “Thus, to ignore group diversity is to do poor science.”
8 La era genomica se refiere al periodo de tiempo desde la finalizacion del Proyecto Genoma Humano en 2003,
hasta la actualidad
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Como se menciono en la seccion “Raza y poblacion: ¢ dos paradigmas, un mismo concepto?”
el concepto de raza no provee una representacion precisa de la variacién genética humana
observada y es un concepto que emerge en y a favor de las posturas coloniales de opresion
y discriminacion (Rebbeck et al., 2022). Por otro lado, mientras el concepto bioldgico de
poblacion replica “viejos” preceptos raciales, el nuevo paradigma gendémico-individual, aunque
ideal conceptualmente, presenta limitaciones como herramienta operativa en la practica
bioantropologica. La utilizacion de unidades discretas de analisis es (hasta el momento) una
practica comun y necesaria en las investigaciones bioantropolégicas y genéticas a la hora de
contrastar hipétesis. Sin embargo, es necesaria una nueva forma de abordar estos estudios
sin replicar las bases sustanciales de las ideas raciales. Con relacién a ello, algunos autores
han sugerido mayor precision y claridad a la hora de definir términos y grupos poblacionales
utilizados en la disciplina, para evitar malas interpretaciones (Rebbeck et al., 2022). A su vez,
una aproximacion interdisciplinaria a la problematica es necesaria para evitar perpetuar
practicas sistémicas y continuadas que replican ideas raciales y contribuyen a la
discriminacion de ciertos grupos poblacionales. Aunque aun en desarrollo, la perspectiva
genomico-individual podria, eventualmente, encontrar una forma practica de instrumentarse.
Hasta entonces y en sintesis, el presente trabajo se enmarca dentro de la Bioantropologia,
cuyo objetivo fundamental es “conocer los procesos de diferenciacion entre las poblaciones
humanas como resultado de la interaccién entre su variabilidad y el medio ambiente”
(Pucciarelli, 1989). Entonces, se emplea aqui el concepto de poblacién sin dejar de tener

cautela y consideracion sobre los nociones mencionadas con anterioridad.
4.2 Genética y genémica de poblaciones: conceptos y teorias
El concepto de poblacion

Una de las definiciones clasicas de poblacién es la de Theodosius Dobzhansky quien emplea
un enfoque mendeliano considerandola como una comunidad de individuos de reproduccién
sexual y fertilizacion, entre los que se produce cruzamientos regularmente, teniendo, en
consecuencia, un pool génico comun (Dobzhansky, 1955). Se han propuesto varias
modificaciones a esta definicién incluyendo en esta el factor tiempo y espacio asi como el
concepto de “probabilidad” en el proceso de entrecruzamiento. En este sentido, Hartl & Clark
(1998, p. 71) hacen alusién a la “poblacion” como un conjunto de individuos de la misma
especie que comparten un acervo génico comun y que habitan un espacio geografico lo
suficientemente restringido de modo que sus miembros presentan una mayor probabilidad de
entrecruzamiento, respecto de individuos de otras areas geograficas. A su vez, en una
poblacién, no todos los individuos tienen la misma probabilidad de reproducirse. Los

individuos mas cercanos geograficamente tienen mas probabilidad de reproducirse entre si
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que con los individuos distantes, generando colonias con algun grado de aislamiento y con
intrarreproduccién (Gilmour & Gregor, 1939). Bajo este postulado, Gilmour & Gregor (1939)
formalizaron el concepto de “gamodemes”, mas comunmente conocido en la literatura como
“sub-poblaciones” o “poblaciones locales” que tienen la caracteristica de ser unidades
panmicticas. Las sub-poblaciones pueden o no ser genéticamente distintas, aunque dado el
tiempo suficiente y un ambiente determinado, estos pueden presentar frecuencias génicas y/o
variantes genéticas distintivas (Futuyma, 2005, p. 229). Estas variaciones son consecuencia
de procesos microevolutivos (mutacion, seleccion natural, deriva genética y flujo génico), que
modifican las frecuencias alélicas de las sub-poblaciones y por consiguiente, las modelan y

diferencian.

Las variables distancia geografica y tiempo, ambas a ser exploradas en esta tesis doctoral,
son determinantes de esa diferenciacion genética. Los modelos de aislamiento por distancia
geografica han sido ampliamente utilizados en estudios bioantropoldgicos para predecir
distancias genéticas. Se ha visto que, a mayor distancia geografica mayor es la diferenciacion
genética entre dos poblaciones, con desviaciones atribuibles a procesos de mestizaje y
aislamiento poblacional (Ramachandran et al., 2005). La segunda variable es la escala
temporal. La heredabilidad de los cambios genéticos y por consiguiente su perpetuidad, esta
condicionada por las frecuencias alélicas presentes en la poblacion que, con el tiempo,

pueden sufrir procesos de fijacion o de extincion.
La teoria neutral de la evolucion molecular y la deriva génica

La teoria neutral de la evolucién molecular, propuesta por Kimura en 1983, postula que la
mayoria de los polimorfismos observados a nivel molecular en una poblacién son de caracter
neutral ante el efecto de la seleccion natural y son fijados por efecto de la deriva génica. Esto
ocurre con la mayoria de las variaciones observadas a nivel molecular entre y dentro de las
poblaciones (Futuyma, 2005, p. 236). En este punto, cobra importancia el concepto de deriva
génica, introducida por Sewall Wright en 1930 y definida como una fluctuacion al azar de las
frecuencias alélicas o haplotipicas en una poblacién (Futuyma, 2005, p. 226). Esta, junto a las
mutaciones y a la seleccion natural, constituyen los mecanismos evolutivos mas importantes
de una poblacion. A diferencia de la seleccion natural, los procesos de deriva génica y los
procesos mutacionales son aleatorios, originando polimorfismos que pueden o no ser
adaptativos, otorgando variabilidad genética y diferenciando a las poblaciones (Futuyma,
2005, p. 226). Dado el tiempo necesario, medido en nimero de generaciones, y dependiendo
de la frecuencia inicial de cada variante génica en una poblacion de un numero de individuos
determinado, las variantes alélicas o haplotipicas pueden fijarse o extinguirse de forma

aleatoria (Futuyma, 2005, p. 129). Estas fluctuaciones al azar de las frecuencias alélicas o
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haplotipicas puede resultar en el reemplazo de variables viejas por nuevas, lo que constituye

uno de los puntos a explorar en esta tesis doctoral.

Entre los procedimientos generales para evaluar la variacion genética se encuentra el método
basado en genealogias de haplotipos, que utiliza informacién de las mutaciones de cada
individuo (Cavalli-Sforza, 2005). Si se representa la historia de un gen o de sus variantes
alélicas en un arbol genealdgico, se observa que todas las variantes del gen descienden de
una copia del gen ancestral. La teoria que explica el mecanismo por el cual podemos rastrear
un ancestro comun, se llama teoria de la coalescencia (Futuyma, 2005, p. 227) y es la base
de las interpretaciones de los tiempos de coalescencia que seran abordados en esta tesis

(véase el capitulo 6).

Retomando el concepto de sub-poblaciones en el contexto de las teorias presentadas con
anterioridad, podemos decir, entonces, que es probable que mientras por deriva génica la
frecuencia de ciertos alelos o haplotipos puede estar incrementandose en una sub-poblacion,
estos podrian estar decreciendo su frecuencia en otro, dando como resultado una diferencia

genéticas entre las sub-poblaciones (Futuyma, 2005, p. 229).
El concepto de diversidad genética

La combinacion de las diferentes variantes genéticas en una misma poblacion o sub-poblacion
resulta en la diversidad genética del grupo poblacional en un ambiente determinado. Esto
hace que una poblacion sea dindmica como tal, lo que permite realizar estudios de afinidad o
diferenciacion genética a nivel geografico y temporal entre y dentro de las poblaciones. En el
contexto del analisis de semejanzas y diferencias genéticas, la capacidad de migrar es
fundamental. En el marco de esta tesis, se entiende por migracion al movimiento de individuos
entre sub-poblaciones o poblaciones (Hartl & Clark, 1998, p. 189). La migracion de individuos
reproductivos entre poblaciones modifica las frecuencias alélicas o haplotipicas, tanto de la
poblacion receptora como de la emisora, por flujo de las variantes genéticas. El proceso
homogeneizante de la migracién tiene implicancias evolutivas que dependen, entre otros

factores, del tamano relativo de cada poblacién involucrada en el proceso migratorio.

El presente trabajo de tesis, se enmarca en un paradigma evolutivo interpretado desde una
perspectiva de afinidades o diferencias entre frecuencias de variables alélicas y haplotipicas
mitocondriales entre sub-poblaciones. Estas afinidades y/o diferencias genéticas seran
analizadas teniendo en cuenta tanto la variable geografica como la temporal y tomando como
punto de partida de analisis las observaciones e interpretaciones generadas desde disciplinas

complementarias a la presente tesis.
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4.3 Aproximaciones a los estudios antropolégicos desde la genética de poblaciones:

épor qué el ADN?
Marcadores moleculares: resefna historica

Los marcadores moleculares basados en ADN, no fueron los primeros utilizados en los
estudios bioantropoldgicos. Segun Bravi (2005), podemos caracterizar la evolucion del estudio
de los marcadores en cuatro etapas. La primera de estas inicia con el estudio de polimorfismos
basados en técnicas inmunoldgicas surgidas gracias al descubrimiento del sistema sanguineo
ABO por Karl Landsteiner en el afio 1900 (Goodwin et al., 2007, p. 2). El advenimiento de
estas técnicas, basadas en la reaccion antigeno-anticuerpo, permitié incluir otros marcadores
de grupos sanguineos como Rh y Duffy, aumentando el poder discriminatorio del método. Sin
embargo, dadas las limitaciones que estos métodos aun presentaban, fueron requeridas
técnicas complementarias. Esto dio origen a la segunda de las cuatro etapas mencionadas
por Bravi (2005), en la cual el desarrollo de la electroforesis, técnica introducida en
poblaciones naturales de Drosophila pseudoobscura por Hubby & Lewontin en (1966),
permitié separar proteinas por su carga eléctrica y por su peso molecular,detectando, de esta

forma, nuevos marcadores moleculares.

A pesar de estos avances, las técnicas empleadas aun presentaban limitaciones, sobre todo
en el campo de la ciencia forense, cuando se trataba de muestras degradadas o con poca
cantidad de material genético. El descubrimiento de los acidos nucleicos como material
genético hereditario y el desarrollo creciente de la biologia molecular en las décadas del ‘60 y
‘70, permitié subsanar las limitaciones de las técnicas anteriores. El analisis directo de la
molécula de ADN mediante enzimas de restriccion, secuenciacién por Sanger y por la técnica
Southern blotting, permitié detectar polimorfismos directamente en la molécula hereditaria
(Goodwin et al., 2007, p. 2). Por otro lado, la técnica conocida como reaccién en cadena de la
polimerasa, o PCR (por sus siglas en inglés polimerasa chain reaction), desarrollada por el
quimico Kary Mullis a mediados de los afios 80, permitié sintetizar in vitro millones de copias
de una secuencia particular de ADN, posibilitando el analisis de material genético en bajas

concentraciones.

El analisis de los marcadores de ADN ofrece numerosas ventajas por sobre el analisis de
antigenos o proteinas. De las mas importantes son, sin duda, la capacidad de revelar niveles
de variacion mas especificos y la deteccion directa de mutaciones. Asimismo, el caracter
individualizante del material genético autosémico y la capacidad de analizar haplotipos en el

caso de marcadores uniparentales como el ADNmt o la region no recombinante del
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cromosoma Y, permite su amplia aplicacion en estudios genético-antropoldgicos, biomeédicos

y forenses.
Marcadores moleculares de ADN

A nivel de ADN, los marcadores moleculares polimérficos® pueden ser clasificados de acuerdo
al tipo de herencia a la cual estén sometidos. Los marcadores de herencia biparental son
aquellos ubicados en los cromosoma autosomicos, presentando, por lo tanto, una herencia
biparental mendeliana con informacion tanto del linaje materno como del paterno. Entre estos
se destacan los marcadores microsatélites o las repeticiones cortas en tandem, conocidos
comunmente como STR (por su sigla en inglés de short tAndem repeats), y los polimorfismo
de nucledtido simple que constituyen mutaciones de una base o SNP (por su siglas en inglés
de single nucleotide polymorphism), ambos de gran aplicaciéon en genética antropolégica y
forense. Dado el caracter recombinante de los marcadores biparentales, es dificil rastrear un
linaje en particular (Cann et al., 1987). En este sentido, cobran importancia los marcadores
de herencia uniparental o también conocidos como marcadores de linajes, los cuales se
heredan sin recombinacion de padres a hijos varones, en el caso de la regién no recombinante
del cromosoma Y, y de madres a hijos varones y mujeres en el caso del ADNmt. La presente
tesis se enfocara en el estudio del ADNmt de individuos recuperados de contextos

arqueologicos de la Patagonia central.
4.4 ADN mitocondrial: caracterizacién y uso como marcador de herencia uniparental

Las mitocondrias son organelas citoplasmaticas que se encuentran presentes, a excepcion
de los glébulos rojos maduros, en todas las células del cuerpo humano, en un numero variable
de acuerdo con el requerimiento energético del tipo celular. Las mitocondrias se caracterizan
por presentar moléculas de ADN propio (ADNmt) en un numero variable por organulo y por
tipo celular (en promedio 750 mitocondrias por célula). Su principal funcién dentro de la célula
es la de actuar como centro del proceso de fosforilacién oxidativa, codificando para esto, trece
componentes esenciales de la cadena respiratoria. Este proceso da como resultado,
aproximadamente, el 90% de la energia requerida por cada célula para llevar a cabo procesos
vitales (Chinnery, 2006) La molécula de ADNmt fue secuenciada por primera vez en la
Universidad de Cambridge en 1981 (Anderson et al., 1981). Su versién corregida por Andrews

y colaboradores (1999), recibe el nombre de “secuencia de referencia de Cambridge (rCRS)”

9 El término polimorfismo, descripto por primera vez en 1940 por Ford, se define a nivel del ADN como la
coexistencia de dos o mas formas alélicas de un mismo gen en una poblacién en donde las variantes se encuentran
en frecuencias mayores o iguales al 1%, de forma tal que no puedan mantenerse por simple mutacién en la
poblacion (Ford, 1945). Para que un marcador polimoérfico sea utilizable en estudios antropogenéticos, debe tener
una ubicacion fisica identificable en un cromosoma (locus) y su herencia debe ser rastreable.
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0 “secuencia de Anderson” y es utilizada como base de referencia para identificar puntos
mutacionales en humanos. Dicha secuencia proviene de una mujer de ascendencia europea,
cuyo haplotipo se clasifica dentro del haplogrupo H2a2a1, de amplia frecuencia y distribucién

en Europa.

La molécula de ADNmt humano consta de 16.569 pares de bases organizados en una doble
cadena circular. La mayor parte de su genoma es codificante (15.447 pares de nucleétidos),
a excepcion del origen de replicacion de la cadena liviana y las regiones nucleotidicas
conocidas comunmente como “Region Control” o “D-Loop” y Region “V” ampliamente
utilizadas en estudios bioantropolégicos (Figura 4). Las caracteristicas que hacen de esta
molécula una herramienta importante en los estudios bioantropolégicos, son su alto numero
de copias por célula, la ausencia de recombinacion, su alta tasa de mutacion en relacion con

el ADN nuclear y, fundamentalmente, su tipo de herencia (Pakendorf & Stoneking, 2005).

ND5

L(CUN)
! S(AGY)
H

Human mtDNA
16,569 b.p.

ND4L
c @

o @® nD3
\.D K v col
® Y ATPS
COIll  ATPS8

Figura 4: Genoma mitocondrial humano: Estructura del ADN mitocondrial (ADNmt) caracterizada por
su forma de doble hebra circular. En la imagen se sefala el origen de replicacion de la cadena pesada
(OL) y el de la cadena ligera (OH). Ademas, se destacan los genes codificantes y la region D-loop
(actualmente conocida como Regién Control), que es una regiéon no codificante de la molécula y
desempefia un papel en la regulacion de la transcripcion y replicacion del ADNmt. Imagen y descripcién
tomada de Chinnery (2006, p. 7).

Segun estudios experimentales, la tasa de mutacién del ADNmt es de cinco (5) a diez (10)
veces mas rapida que para el genoma nuclear (Brown et al., 1979). Esto podria deberse a
varios motivos, entre ellos, una mayor tasa de replicacion asociada a un sistema menos eficaz
de reparacion de dano de ADNmt en comparacién al ADN nuclear. Asimismo, dentro de la
misma molécula de ADNmt, la tasa de mutacién varia segun la regiéon analizada. Segun los

datos tomados de van Oven & Kayser (2009) la tasa de mutacién para la region no codificante
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(bases 16024-576), es unas diez veces mas alta que para la region codificante (bases 577-

16023), de esta misma molécula.
La Region Control o D-loop

Con una extension de 1.122 pares de bases, la Region Control constituye la region no
codificante mas grande del genoma mitocondrial (aproximadamente 7% del genoma
mitocondrial). La misma esta involucrada en la regulacion y en el inicio a la replicacion del
ADNmt. El sistema de numeracion de las bases de esta region comienza arbitrariamente en
medio de esta, extendiéndose en forma continua entre las posiciones 16024-16569 y 1-576
(Figura 5). Estudios de distribucion de polimorfismos, han determinado que el 92% de las
posiciones variables presentes en la molécula se concentran dentro de esta region, en dos
sitios flanqueantes a un dominio central estable filogenéticamente (Bravi, 2005). Dadas sus
altas tasas mutacionales, se ha denominado a estos sitios regiones hipervariables (HV) 1 (HVI
o HVS-I) y 2 (HVII o HVR-II) (Figura 5). Usualmente, la HVI se encuentra entre las posiciones
16024 y 16400 mientras que la HVII lo hace entre la posicién 44 y 340. Una tercera region (la
HVIII o HVS-IIl) se define entre las posiciones 438 y 576 (Chinnery, 2006, p. 7). A fin de
homogeneizar la nomenclatura de las regiones HV y su designacion a nivel internacional, en
la actualidad, se divide a la Region Control en dos fragmentos: region control 5° que abarca
el rango de bases desde la posicién 15878 hasta la 16569 y la regién control 3° entre las
posiciones 001 y 599. No se conoce la totalidad de las funciones que cumple la Regién Control
y se cree que su alto grado de polimorfismo podria ser debido a varios factores; entre ellos,
cabe destacar, un mecanismo de reparacién menos eficiente en el proceso de replicacion del
genoma mitocondrial con relacion al del genoma nuclear y a la exposicién a agentes

mutagénicos generados durante la fosforilacion oxidativa (Bravi, 2005).

IT, IT,,
tRNA Pro cl" CSB 1 CSB2 CSB3 LSP HSP | tRNA Phe
.............. =
| I | TFAM  TFAMI TFAM | TFAM  TFAM

nt 16000 nt 100 nt 200 nt 300 nt 400 nt 500
R

T N\ J |\ J

Y Y
HVS-I HVR-II HVS-lII
(16024—16400) (44-340) (438-576)

Figura 5: Regién control o D-loop del ADN mitocondrial (ADNmt) humano mostrando las tres regiones
hipervariables y sus respectivos rangos (HVS-I, HVR-Il y HVSIII). Imagen y descripciéon tomada de
Chinnery (2006, p. 7).

Los avances en la secuenciacién parcial del ADNmt han permitido el analisis de estos

fragmentos hipervariables, los cuales, gracias a sus altas tasas evolutivas y a su alto nimero
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de copias por célula, constituyen una unidad de estudio valiosa. La aplicacion del ADNmt en
estudios bioantropoldgicos y forenses cobra importancia en muestras cuyo ADN se encuentra
altamente degradado y en baja concentracidén (restos arqueoldgicos, muestras de origen
forense como cadaveres con una alta descomposicién o carbonizados, pelos sin bulbo, etc).
También han sido ampliamente utilizados en estudios evolutivos e histéricos como la
reconstruccion de linajes antiguos, arboles genealdgicos y movimientos migratorios
poblacionales, asi como en analisis de diversidad genética y contactos interétnicos (Bandelt
et al., 2006, pp. 149-194). Sin embargo, y a pesar de su amplia utilizacién, el estudio de las
regiones hipervariables del genoma mitocondrial limita las inferencias que de los analisis
poblacionales podrian surgir, ya que su poder resolutivo resulta insuficiente para poder
conocer la totalidad de la variabilidad de los linajes mitocondriales. Como ejemplo, y
tomandolo de van Oven & Kayser (2009), algunos linajes (como el europeo H4) no pueden
ser asignados con certeza a un haplogrupo en base sélo a la Region Control mientras que
otros, utilizando esta misma regidn alcanzan una resolucién mayor (p.ej. J1b1). Gracias a
métodos nuevos de secuenciacién masiva y a la disminucién de sus costos, cobra importancia
el analisis del genoma mitocondrial completo, mediante el cual es posible analizar mas
cantidad de sitios, diferenciando un mayor numero de linajes maternos y, por consiguiente,

ampliando la posibilidad de establecer diferencias y afinidades entre los grupos poblacionales.
Haplotipo y Haplogrupo: conceptos

Considerando el caracter no recombinante de la molécula de ADNmt y su tipo de herencia, la
diversidad molecular en término de numero y tipo de polimorfismos, es el resultado de
mutaciones acumuladas secuencialmente en cada linaje materno. Estas combinaciones de
marcadores polimorficos acumuladas en una misma molécula de ADNmt, determinan el perfil
genético de un individuo y de su linaje materno y se lo conoce como haplotipo. A su vez, al
conjunto de mutaciones compartidas por mas de un haplotipo que son comunes a un grupo
poblacional, se lo define como haplogrupo (Goodwin et al., 2007, p. 126; Kivisild et al., 2006,
pp. 153-157). En lo que respecta a la presente tesis se nombrarda como haplogrupos a los
asignaciones mas generales halladas (p. ej. B2) y sub-haplogrupos a las variantes internas
dentro de estos (p.ej. B2b). Asimismo, se utilizara el término “clado” indistintamente del nivel

al cual se refiera.

Los haplogrupos se identifican con letras mayusculas y con una secuencia de caracteres alfa-
numericos para los sub-haplogrupos. En cuanto a la nomenclatura, cabe destacar que, si bien
se han establecido reglas (Richards etal.,, 1998), estas no son siempre utilizadas

consistentemente (van Oven, 2015; van Oven & Kayser, 2009). Tal como expone Motti (2012),
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la nomenclatura que rige a los haplogrupos y sub-haplogrupos no es clara y es necesario de

un conocimiento previo para poder diferenciar las categorias inclusivas.

Con relacion a los haplogrupos caracteristicos del continente americano, podemos mencionar
el trabajo de Schurr et al. (1990). En este estudio, los autores plantean que el origen ancestral
del ADNmt de América deriva de, por lo menos, cuatro linajes fundadores (A, B, C y D), los
cuales se habrian diversificado en su dispersion por el continente. También se encuentra
presente, aunque restringido al norte de América del Norte, el haplogrupo X2a, cuyo origen,
si bien es controversial, se cree proviene de una poblacién ancestral de Siberia y que se habria
dispersado a través del corredor libre de hielo entre Laurentide y la Cordilleran ice sheets
(Perego et al., 2009). Su hallazgo en muestras pre-historicas, ha permitido, tempranamente,

situarlo como un quinto haplogrupo fundador (Forster et al., 1996).

La divergencia de estos haplogrupos dio origen a la diversidad de sub-haplogrupos observada
en poblaciones actuales. Sin embargo, para analizar la continuidad y reemplazo de estos
linajes, es necesario contar con informacién de muestras arqueolégicas que permitan
contrastar los datos con los de poblaciones contemporaneas. Cobran importancia en este

punto los estudios de ADN antiguo.
4.5 ADN antiguo
Concepto e historia

Herrmann & Hummel (1994), definieron el ADN antiguo (ADNa) como “cualquier volumen o
rastro de ADN de un organismo muerto o partes de él, asi como el ADN de un organismo vivo
encontrado extracorporalmente.” Bajo esta definicion, todo material genético que haya sufrido
un proceso autolitico o diagenético es considerado ADNa, independientemente de su edad.
Es decir, esta definicion no implica una temporalidad, sino mas bien un estado. Trabajos mas
recientes, como los de Orlando y colaboradores (2021) y Nieves-Colon y colegas (2021),
definen al ADNa como “fragmentos de ADN ultracortos y degradados que se conservan en
diferentes tipos de material subfosil [...],” o como “el material genético que sobrevive en restos
organicos recuperados de contextos arqueoldgicos, histéricos o paleontoldgicos,”

respectivamente.

A principios de los afios 80, se realizé la primera aproximacion al estudio del ADNa al
obtenerse ADN del cuerpo preservado de una mujer con una antigiedad de 2000 anos AP
(Wang & Lu, 1981 citado en Nieves-Coldn et al., 2021). Poco después, en 1984, se logré
extraer y secuenciar fragmentos cortos de ADN de un espécimen de museo de quagga, una

especie de cebra extinta desde principios del siglo XX (Higuchi et al., 1984). En 1997 las
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primeras secuencias de Neanderthal fueron recuperadas por el reciente premio Nobel de
Fisiologia o Medicina, Svante Pabbd. Desde entonces, y en particular en las ultimas décadas,
gracias a los avances metodolégicos y al aumento del poder analitico de los métodos
bioinformaticos (véase Nieves-Colén et al., 2021 y Orlando et al., 2021), los estudios de ADNa
se han incrementado exponencialmente, llegando, en la atualidad, a superar los 10.000
trabajos publicados (dato obtenido de PubMed).1° Estos avances, los cuales incluyen nuevas
técnicas de extraccién y amplificacion de ADN, generacién de bibliotecas gendmicas y
métodos de capturas, entre otros y en conjunto con el uso de métodos de secuenciacion de
nueva generaciéon o NGS, han permitido, recuperar ADNa de una variedad mas amplia de
sustratos y en un rango temporal mucho mas extenso, siendo el registro mas antiguo hasta el
momento reportado, el ADN de un caballo conservado en permafrost, datado entre 560.000 y
780.000 afos AP (Orlando et al., 2013).

El numero creciente de publicaciones sobre ADNa, asi como el aumento de muestras de
individuos humanos incorporadas en dichos estudios, ha llevado a importantes avances en el
conocimiento cientifico, especialmente en el campo de la historia evolutiva del Homo sapiens,
en el entendimiento de la domesticacién de plantas y animales y en el origen y la evolucion
de patdégenos y microbiomas, entre otros topicos (Orlando et al., 2021). Sin embargo, la
voragine de la disciplina ha generado también discusiones éticas sobre dichas practicas, las
cuales, desde una perspectiva latinoamericana, han sido abordadas en esta tesis (véase el

capitulo 5 y los apéndices alli citados).
Desafios en el estudio de ADN antiguo

Sin duda, el estudio de ADNa humano en interrelacion con otras disciplinas como la
arqueologia y la bioantropologia, ha enriquecido el conocimiento acerca de las poblaciones
antiguas, sobre sus estilos de vida y sobre como evolucionaron a lo largo del tiempo. Sin
embargo, y a pesar de estos avances metodoldgicos y tecnoldgicos, el estudio de ADN antiguo
presenta algunos desafios que deben ser sorteados. Estas complicaciones se deben en gran
medida al proceso natural de degradacién posmortem que sufre el material genético de un
individuo y a las condiciones ambientales de preservacion a las que esté sometido dicho

cuerpo o material.

Cuando un organismo muere, el ADN enddgeno, es decir, aquel propio del individuo,
comienza un proceso de degradaciéon natural debido al cese de las actividades de la
maquinaria reparadora de dafios la cual se constituye por un gran conjunto de proteinas, entre

ellas la ADN polimerasa, ADN ligasa y ADN helicasa, entre otras. Factores ambientales como

10 Busqueda “ancient DNA” en https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov (fecha: mayo del 2023)
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la temperatura, la humedad, la radiacion solar, entre otros, junto con la falta de maquinaria de
reparacién activa, hacen que las cadenas de ADN acumulen dafios quimicos y fisicos. Uno
de ellos es la fragmentacién de las cadenas de ADN producida por la actividad de la enzima
nucleasa, resultando en fragmentos tipicamente menores a ~100-150 pb de longitud (Figura
6). Ademas, debido a una mayor exposicion de los extremos de las secuencias, la
desaminacion de la base citosina a uracilo aumenta la frecuencia de la base timina hacia el
extremo 5' de los fragmentos secuenciados y, por lo tanto, en el extremo 3' se observa un

aumento de transiciones guaninas por adeninas (Fulton & Shapiro, 2019, p. 3).
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Figura 6: Ejemplo de distribucion de largos de fragmentos de ADN salido de MapDamage v2.0 (Jonsson
et al., 2013). La grafica muestra la ocurrencia (occurences) observada para un largo de fragmento (read
length) determinada.

Por otro lado y continuando con los retos que presenta el estudio de ADNa, sucede que
cuando se extrae ADN de restos arqueoldgicos, también se extrae ADN de microorganismos
que, en conjunto con el ADN moderno de quienes han manipulado las muestras, constituye el
ADN exégeno o ADN contaminante. La baja cantidad de material genético disponible en
muestras arqueoldgicas antiguas, hace proclive la amplificacion por PCR de los fragmentos
de ADN provenientes de fuentes contaminantes. Este ADN exdgeno afecta la calidad y la
precision de los analisis subsiguientes y debe ser cuidadosamente eliminado o reducido

durante el proceso de muestreo y de analisis bioinformatico.

En este sentido, mientras que los fragmentos de ADN no humano son eliminados
bioinformaticamente al hacer el mapeo contra el genoma de referencia hg19 (véase el capitulo
6), el ADN humano moderno no es eliminado tan facilmente (Fulton & Shapiro, 2019, p. 6).

Una solucién para este problema, ademas de tomar precauciones adicionales para la correcta
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extraccion y amplificacion del extracto (véase capitulo 6), es restringir los analisis a aquellos

fragmentos que presenten el patron de dafio caracteristico del ADNa (Renaud et al., 2015) (
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Figura 7: Patrones de dafio esperado para una muestra de ADN antiguo. Los cuatro (4) graficos
superiores representan la frecuencia de las respectivas bases fuera y dentro del read (recuadro gris
corresponde a la lectura). El grafico inferior, muestra la frecuencia de sustituciones nucleotidicas (eje
Y) para las primeras 25 bases (eje X) de los extremos 5’ (izquierda) y 3’ (derecha). La linea de color
rojo representa las sustituciones C por T, la azul G por A. En gris se representan todas las restantes
sustituciones y en violeta las inserciones relativas a la referencia. Grafico tomado de Jénsson et al.
(2013).

Las diversas caracteristicas presentadas con anterioridad, constituyen los desafios mas
importantes en la obtencion y en el estudio de ADNa. Sin embargo, al mismo tiempo, estas
caracteristicas son aprovechadas como parametros de autenticidad en los analisis realizados
(véase el capitulo 6). Por ejemplo, la ausencia de los patrones de dafios del ADNa se utiliza
como criterio para evaluar la presencia de ADN moderno o contaminante en las muestras
antiguas analizadas. En resumen, las caracteristicas del ADNa son tanto un desafio como una
oportunidad para la investigacion cientifica y deben ser abordadas con precaucion y rigor

metodoldgico para obtener resultados precisos y confiables.
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4.6 Consideraciones y aclaraciones pertinentes al desarrollo de esta tesis doctoral
Definicioén de Patagonia y otras divisiones geograficas

A lo largo del desarrollo de esta tesis se presentd la dificultad de establecer divisiones
geograficas ampliamente utilizadas en los analisis bioantropolégicos con el fin de hacer
referencia a los individuos recuperados de contextos arqueoldgicos. La utilizacion de estas
divisiones varian entre los diferentes autores como asi también, entre trabajos de un mismo
autor (véase por ejemplo regiones definidas en Motti et al., 2023; Politis & Prates, 2018; Prates
et al., 2013).

Sin dejar de soslayar los patrones migratorios que pudieran explicar la presencia de los
individuos en sus lugares de entierro, en la presente tesis doctoral se utilizara
instrumentalmente, la division de Argentina representada en la Figura 1 del capitulo 2 para
hacer referencia a los individuos y grupos poblacionales que fueron hallados en dichas
regiones geograficas. Particularmente, la Patagonia, sera entendida en su definicion amplia,
como la region geografica comprendida entre el rio Colorado al norte y el Cabo de Hornos al
sur, el océano Atlantico al este y el océano Pacifico al oeste (Gémez Otero 2006, pp. 66-67)
(Figura 1). Asimismo, se dividira a la region patagénica en sub-regiones, definidas como
Patagonia norte, comprendida en su extremo norte por la latitud 36°10' S y en su extremo
sur por el inicio de lo que se refiere a Patagonia central, comprendida entre los paralelos
42°S y 46°S (Gomez Otero & Bellelli, 2006). Por su parte Patagonia sur se delimita por los
limites norte y sur de la actual provincia de Santa Cruz (46° y 52° S), mientras que Patagonia
insular representa el area comprendida entre la margen sur del estrecho de Magallanes y el

cabo de Hornos (Figura 1).

Dado que el rango temporal que compete al presente estudio antecede a las divisiones
politicas de los Estados nacionales como se entienden en la actualidad, se obviara en esta
division geografica el limite politico Chile-Argentina tal como se representa en la Figura 1.
Este enfoque, permite entender el concepto de frontera como la ultima de las tres acepciones

desarrolladas por Jelin (2000, p. 334). Segun esta autora:

“Estan las fronteras como espacios marginales —a veces imaginados como
vacios— donde el Estado no esta presente. Son las fronteras en el sentido inglés
de frontier, tierra vacia que debera (o ‘invita a’) ser ocupada y conquistada. Y esta
también el hecho de que la frontera, sea con mojones que separan o sin esas
marcas en el territorio, esta para (o ‘invita a’) ser cruzada. Pero ademas, también

estan las fronteras que ‘se viven,” en un cruzar de ida y vuelta permanente. La
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frontera separa, la frontera se ocupa, la frontera se cruza y se vive. El limite
(boundary) separa, la frontera (frontier) se ocupa, la ‘zona fronteriza’ (border) se

vive.”

La division propuesta para la region Patagonia entiende a la frontera como una zona fronteriza
en el sentido border, similar a la concepcién de “espacios fronterizos” de Bandieri quien define
a estos como espacios sociales donde se dan relaciones complejas (Bandieri, 2009, pp. 13-
16).

Asimismo, en base a evidencias arqueoldgicas del area que compete a la presente tesis
doctoral, se definiran a su vez microrregiones para la Patagonia central (véase capitulo 2 para

los antecedentes arqueoldgicos)
Sobre el uso de etnénimos y otros términos empleados en la disciplina

En el marco del presente trabajo se entendera el concepto de ethnénimo como “cualquier
nombre usado para referirnos a un grupo étnico, persona o poblacién” (Di Fabio Rocca et al.,
2021). Su utilizacion en la literatura cientifica aplicada a individuos de poblaciones humanas
ancestrales y afiliadas a comunidades actuales ha sido debatido largamente, puesto que se
ha observado que su uso, dentro de un mismo trabajo y entre trabajos, es inconsistente e
injustificado y suele abarcar amplios rangos temporales (P. Cruz, 2017; Di Fabio Rocca et al.,

2021), lo que soslaya el caracter dinamico y cambiante de cualquier poblacion.

Para la region patagonica el uso de etndnimos ha sido profundamente estudiado y debatido
por Lidia Nacuzzi (1998, 2005), quien sostiene que los nombres comunmente asignados por
otros autores a las naciones étnicas y difundidos en la literatura, corresponden a un panorama
valido para mediados del siglo XIX (Nacuzzi, 1998, 2005, p. 18). En los papeles de archivo
del periodo comprendido entre los afos 1779 y 1784, analizados por Nacuzzi, aparece poco
mencionado, por ejemplo, el etnénimo “tehuelche;” sin embargo, el término es aplicado casi
con exclusividad y sin aparente fundamentacion a los grupos de Patagonia extrandina en las
obras analizadas por la misma autora (Nacuzzi, 1998, 2005, pp. 109-110). Asimismo, esta
critica hacia la “extrapolaridad en el tiempo” podria también aplicarse a etnénimos actuales
que se extrapolan a poblaciones del pasado. Nacuzzi (2005) destaca en su reflexion critica
sobre los rétulos étnicos que, si bien es cierto que en la investigacion histérica sobre pueblos
indigenas se requiere el uso de etnénimos como una forma de ubicar al lector y evitar
confusiones, también es necesario ser conscientes de las implicancias politicas, sociales y
culturales que conlleva su uso (Nacuzzi & Lucaioli, 2017). Esto se aplica a la historia y también

a otras disciplinas como la antropologia y la sociologia, en las cuales el uso de etnénimos
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puede tener un impacto en la percepcion y representacion de los grupos poblacionales

estudiados.

Por lo expuesto y basada en evidencias arqueoldgicas, en lo que concierne a los individuos
ancestrales de la vertiente Atlantica de la provincia del Chubut, resulta conveniente apelar al
concepto de Identidades Impuestas desarrollado por Nacuzzi (1998, 2005) y remitirse a hablar
de grupos “cazadores-recolectores” cuando refiera a poblaciones o individuos hallados en
contextos arqueoldgicos de dicha zona, entendiendo que, de igual manera, con esta
herramienta operativa corremos el riesgo de homogeneizar el diverso y complejo mundo de
interrelaciones de los grupos poblacionales bajo estudio. Se evitara el uso de “poblacién
extinta,” término que niega la realidad actual e invisibiliza a las comunidades de descendientes

y se utilizaran alternativamente los términos “ancestros,” “poblaciones ancestrales” y/o
‘poblaciones originarias,” términos ampliamente usados entre las comunidades
descendientes del area bajo estudio como se pudo comprobar empiricamente a través del

acercamiento a dichas comunidades (véase el capitulo 8).

Por otro lado, en la presente tesis se evitara el uso de los términos “Amerindio”, “Nativo(s)
Americano(s)’ y “Primeras naciones” implementados previamente en trabajos de autoria y
coautoria propia (Parolin et al., 2018; Parolin, Toscanini, et al., 2019; Tamburrini et al., 2021),
entendiendo que estos nacen en contextos diferentes y conllevan, por lo tanto, concepciones
arraigadas a dichos contextos (Birney et al., 2021). En su lugar, se utilizaran los términos
‘Indigena” y “poblacion Indigena” definidos en la Ley N° 23.302/85 del afio 1985 como al
“conjunto de familias que se reconozcan como tales por el hecho de descender de poblaciones
que habitaban el territorio nacional en la época de la conquista o colonizacion e indigenas o

indios! a los miembros de dicha comunidad (articulo 2).”

En lo que respecta a la bibliografia citada a lo largo del desarrollo de este manuscrito, a fines

practicos se respetara la categorizacion étnica utilizada en esos trabajos.

11 Es importante tener en cuenta la advertencia de Guillermo Bonfil Batalla (1972, citado en Briones 2008), quien
sefiala que la categoria “indio” no es descriptiva sino estructural, y surge de relaciones de explotacion y dominacion
engendradas en la época colonial.
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CAPITULO 5: MARCO ETICO-SOCIAL

Este capitulo describe el trabajo en materia de bioética realizado en el marco de la presente
tesis doctoral. El desarrollo del mismo derivd en dos articulos cientificos que abordan los
aspectos ético-sociales del estudio de poblaciones reconocidas como ancestrales por las
actuales comunidades originarias de la provincia del Chubut y la repercusién de dichos
estudios en las comunidades descendientes (Apéndice A y B). Esto significé el acercamiento
a la Direccion de Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut que se tradujo en reuniones,
organizacion de talleres y charlas brindadas a las comunidades originarias en el marco de
actos culturales por invitacion de dicho organismo. Se trata de un tema complejo y sensible
que requiere un abordaje cuidadoso y riguroso desde un punto de vista ético y social. A través
de los trabajos publicados, se persigue contribuir, desde una perspectiva local vy
contextualizada, a las guias que buscan establecer mejores practicas en la investigacion

cientifica que involucra el estudio de restos arqueoldgicos de poblaciones ancestrales.

5.1 Motivaciéon y acercamiento a la Direccion de Asuntos Indigenas de la provincia del
Chubut

En el marco de las constantes preocupaciones del quehacer cientifico vinculado a las
comunidades indigenas de todo el mundo, muchos autores han alzado su voz con relacion a
las implicancias éticas de los estudios en general y de los estudios genéticos en particular
(Claw et al., 2018; Cortez et al., 2021; Harry, 2009; Kaestle & Horsburgh, 2002). Mas aun en
aquellas investigaciones que involucran a poblaciones ancestrales dado que los estudios de
ADNa en humanos no estan sujetos a las mismas regulaciones bioéticas y legales que
aquellos proyectos que contemplan “individuos vivos,” quienes gozan de la facultad de dar su
consentimiento (Fleskes etal., 2022). Esto ha llevado a la generaciéon de pautas y
recomendaciones éticas desde diferentes enfoques y con intereses especificos, algunas de
las cuales han sido criticadas (Fleskes et al., 2022; Somel et al., 2021; Tsosie et al., 2021;
Yanez etal.,, 2022). Sin embargo, como mencionan autores Nativo Americanos e
investigadores comprometidos con la lucha de los derechos de los pueblos indigenas,
ningunas de las recomendaciones ha sido sancionada bajo ley o ha sido puesta en practica
(Fleskes et al., 2022).

En un contexto de reivindicacion de los pueblos originarios y de respeto por la diversidad
cultural, en este trabajo doctoral se vela por el desarrollo de una tesis que se alinea conforme
a los estandares éticos actuales. Con este objetivo, una de las directoras de esta tesis, Maria
Laura Parolin (MLP) y la tesista, Camila Tamburrini (CT), se reunieron con el Director de

Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut y miembro de la comunidad Mapuche-
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Tehuelche Ceferino Namuncura-Valentin Sayhueque, el Sr. Ricardo Rubén Romero
Saihueque (RRS). En el primer encuentro llevado a cabo en la ciudad de Rawson, sede de la
Direccion de Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut (dependiente de la Subsecretaria
de Derechos Humanos del Ministerio de Gobierno y Justicia de la provincia), se trataron dos
temas principales. En una primera instancia se invité a RRS a participar como coautor de un
articulo cientifico de caracter ético respecto del estudio de poblaciones ancestrales a través
de ADNa. En segundo lugar, se debatio la posibilidad de realizar encuentros periédicos en
formato de talleres con miembros de las comunidades originarias de la provincia. El primero
de los temas tratados buscé poner en conocimiento a la Direccion de Asuntos Indigenas sobre
las preocupaciones ético-sociales arraigadas en los estudios gendmicos de poblaciones
indigenas. Esto llevaria a implementar, con una mirada critica, algunas de las
recomendaciones propuestas por expertos en el tema y a contribuir a las pautas éticas
internacionales con recomendaciones propias basadas en la experiencia aprendida del
historial de relaciones entre cientificas del IDEAus-CONICET y las comunidades originarias
de la provincia. Para lograr este objetivo desde un marco que contemple el respeto por los
actuales descendientes de las poblaciones ancestrales de la regién, resulté imperativo
incorporar la perspectiva y la voz de RRS quien fuera el representante de la Direccion de
Asuntos Indigenas del Chubut y, por lo tanto, el referente legal de las comunidades de la
provincia. Este organismo tiene, entre otras, la funcion de “[p]restar asistencia cientifica,
técnica, juridica, administrativa y econdmica a las comunidades Indigenas por cuenta propia
o en coordinacion con otras instituciones [...]"*? constituyendo un puente de comunicacion

entre las comunidades originarias de la provincia y diferentes instituciones.

Por otro lado, mediante el desarrollo de talleres, se pretende difundir el trabajo y los resultados
obtenidos en el marco de esta tesis doctoral y dar espacio a que otros miembros y referentes
de comunidades originarias de la provincia compartan sus opiniones y preocupaciones. De
esta forma, se amplian las diferentes perspectivas del trabajo cientifico que involucra
individuos ancestrales. Asimismo, los talleres se proponen como un espacio para compartir e
intercambiar saberes, pareceres, experiencias e inquietudes relacionadas con la investigacion
genética y gendmica realizada en poblaciones ancestrales de la region. Esto permite
establecer una ciencia basada en una aproximacion que contemple los impactos de la
investigacion en las comunidades descendientes, a la vez que brinde un espacio para
comenzar a construir objetivos conjuntos que consideren las inquietudes especificas de las

comunidades.

12 Decreto provincia N° 1276. Accedido:
https://boletin.chubut.gov.ar/archivos/boletines/Febrero%2027,%202020.pdf
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A la primera reunion, le siguieron dos encuentros mas con RRS en los que se debatieron
puntos criticos del articulo de caracter ético mencionado y se consensuaron los objetivos y la
modalidad de los talleres. Finalmente, por medio de un acta emitida por la Direccion de
Asuntos Indigenas se informé sobre la aceptacion de RRS a participar como coautor del
mencionado articulo y la aprobacion de la institucién de formar parte del desarrollo de los
talleres mencionados. En dicha resolucion quedaron plasmados los objetivos y modalidad de
estos talleres y se fijo una fecha para el primero de ellos (Resolucion 281-2022 DDHH GCSG;
Apéndice C).

5.2 Hacia un marco ético y legal en arqueogendmica: un caso local en la costa atlantica

de la Patagonia central

Como resultado de las iniciativas mencionadas, se han escrito dos articulos. Uno de ellos fue
publicado en la revista American Journal of Biological Anthropology (AJBA) y constituye un
trabajo realizado en conjunto con la Dra. Maria Avila Arcos, responsable del Laboratorio de
Gendmica Evolutiva y Poblacional del LIIGH-UNAM, México, lugar donde se llevo a cabo el
procesamiento de las muestras tomadas de individuos ancestrales enmarcadas en esta tesis.
El mismo lleva como titulo: “Hacia un marco ético y legal en arqueogendémica: un caso local
en la costa atlantica de la Patagonia central” (Tamburrini, Dahinten et al. 2023), esta
publicacion es el resultado de meses de encuentros y entrevistas con RRS y de un exhaustivo
trabajo de revision bibliografica referido a las problematicas éticas que rodean a los estudios
de ADNa en poblaciones ancestrales humanas, vinculadas cultural y espiritualmente a

comunidades indigenas contemporaneas de la provincia (véase Apéndice A).

En el mencionado articulo se desarrollan no solo los aspectos ético-sociales y legales que
enmarcan los estudios gendmicos de pobladores ancestrales y las comunidades
descendientes contemporaneas que habitaron y habitan la actual provincia del Chubut, sino
que se desarrolla la historia de las relaciones establecidas con anterioridad al inicio de estos
estudios por parte, principalmente, de dos investigadoras, la Dra. Julieta Gémez Otero y la
Dra. Silvia Dahinten. Relaciones que, no sin disputas, han logrado establecer un vinculo de
respeto por la diversidad cultural y por la pluralidad de perspectivas. En el articulo se incluye
también la opinion de RRS quien, a través de una entrevista brindada a la tesista CT, narr6
su percepcion de dichas relaciones, mencionando explicitamente el rol del Estado y de los
organismos competentes que deben responder y acompanar, tanto ética como legalmente
sus reclamos; entre ellos, los rescates arqueoldgicos. Asimismo, y a modo de
contextualizacién, se expone sobre las comunidades indigenas de la provincia, un breve
repaso de los intentos de invisibilizacién de estas comunidades a lo largo de la historia

argentina del siglo XIX, la forma de trabajo sancionada por la Ley Provincial V numero 160 del
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Chubut y una descripcion del Repositorio Bioantropolégico del IDEAus-CONICET que

resguarda los restos de los ancestros estudiados en esta tesis.

Luego de esta larga pero necesaria contextualizacion, se definieron como “desencadenantes
de conflictos,” las principales preocupaciones de los estudios de ADNa observadas a nivel
global. A partir de esto, nos comprometemos, utilizando un enfoque local, a aplicar algunas
recomendaciones y acciones para mitigar los posibles dafos y fortalecer y profundizar el
vinculo de confianza generado por treinta y un afios de trabajo entre el grupo de arqueologia

y bioantropologia del IDEAus-CONICET y las comunidades indigenas de la provincia.

Como resultado de todo lo dicho y a partir de una inquietud personal, se generaron vinculos
entre quienes nos encontramos estudiando desde el enfoque gendmico las poblaciones
ancestrales de la actual provincia del Chubut y dos de los entes provinciales mas importantes
en términos de regulacién del patrimonio provincial: la ya mencionada Direccién de Asuntos
Indigenas de la provincia del Chubut (dependiente de la Subsecretaria de Derechos Humanos
del Ministerio de Gobierno y Justicia de la provincia) y la Subsecretaria de Cultura del Chubut
(dependiente de la Secretaria de Ciencia, Tecnologia, Innovacién Productiva y Cultura de la

provincia).

Si bien el trabajo presentado en la AJBA fue publicado en inglés, la version completa en
castellano fue anexada como material suplementario en dicha publicaciéon y en la presente

tesis (Apéndice A).

5.3 Comunicacion del taller: ciencias gendmicas y saberes de los pueblos originarios.

Provincia del Chubut, Argentina

El segundo articulo, fruto de las relaciones establecidas con la Direcciéon de Asuntos Indigenas
de la provincia del Chubut y titulado “Comunicacion del taller: ciencias genémicas y saberes
de los pueblos originarios. Provincia del Chubut, Argentina,” (Tamburrini, Romero Saihueque
et al., 2023) corresponde a la comunicacién del primer encuentro llevado a cabo el 2 de julio
del 2022 en el Centro Cultural por la Memoria de la ciudad de Trelew (Chubut, Argentina). El
trabajo fue publicado en la Revista del Museo de Antropologia (RMA) de la Universidad

Nacional de Cordoba, Argentina.

La comunicacion en forma clara y accesible de los resultados ha sido ampliamente sugerida
entre las pautas éticas que deben regir a una investigacion genética (Claw et al., 2018;
Wagner et al., 2020). Por consiguiente, a partir del dialogo con la Direccién de Asuntos
Indigenas y, posteriormente, de la comunicaciéon directa de los participantes del taller, se

advirtié que la difusién de los resultados realizada a través de medios radiales y diarios locales
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sobre los estudios antropogenéticos realizados por nuestro equipo de trabajo en poblaciones
cosmopolitas de Patagonia (ver links'®), resulta ser insuficiente e ineficiente para alcanzar a
las comunidades originarias de la region. A pesar del interés que demuestran las comunidades
en estos estudios (segun lo obtenido en las encuestas realizadas en el taller; véase el
Apéndice B), es de destacar que no estaban en conocimiento de dichos estudios ni de las
notas periodisticas que, de hecho, enfatizaban la frecuencia dominante del componente
materno indigena a través del ADNmt en las poblaciones urbanas analizadas. Considerando
este escenario, los talleres propuestos se presentan como una oportunidad de didlogo con los
miembros de las comunidades indigenas y con otros actores interesados, con el objetivo de
compartir e intercambiar conocimientos, opiniones, experiencias e inquietudes relacionadas
con la investigacion genética y gendmica realizada tanto en poblaciones contemporaneas

cosmopolitas como en poblaciones ancestrales de la provincia.

El articulo mencionado se adjunta en el Apéndice B en esta tesis. En él se comparten las
experiencias de este primer encuentroy se presentan los resultados de una encuesta anénima

destinada a evaluar el desarrollo y a diagramar mejoras para futuros encuentros.

Cabe aclarar que el contacto entre las investigadoras a cargo de los estudios
genéticos/gendmicos y las comunidades originarias de la provincia, no se limité al tallery a su
difusion previa. Hubo una serie de eventos que sostuvieron la intenciéon de acercamiento y
colaboracion como la presencia de las instituciones, IDEAus-CONICET y Direccién de
Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut en actos culturales como el IX y X Aniversario
de la restitucién del sitio arqueoldgico Loma Torta, el acto celebrado el 28 de julio del 2022 en
la ciudad de Puerto Madryn en conmemoracion a la memoria del desembarco de los galeses,
el primer encuentro de la mujer indigena celebrado el 5 y 6 de septiembre del 2022 y el
izamiento de la bandera Mapuche-Tehuelche el 11 de octubre del mismo afo en las
instalaciones del IDEAus CCT CONICET-CENPAT en memoria del Ultimo dia de Libertad

de los Pueblos Originarios (véase capitulo 8).

En sintesis, estos dos articulos abordan las dimensiones ético-sociales y legales de la
disciplina arqueogendmica, y lo hace desde un posicionamiento local y contextualizado.
Indiscutiblemente, el campo del ADNa abre la posibilidad de estudiar el pasado de forma
directa con un alcance temporal sin precedente en otras disciplinas (Orlando et al., 2021;
Schwartz-Marin, 2015). Sin embargo, es necesario generar nuevos acercamientos que

contemplen la pluralidad de voces y el respeto mutuo. Solo a través de la multiplicidad de

14 Noticia del izamiento: https://ideaus.conicet.gov.ar/el-pasado-11-de-octubre-se-izo-en-el-cenpat-la-bandera-
mapuche-tehuelche/

52



Marco ético-social

perspectivas podremos evitar perpetuar la marginalizacion que las comunidades indigenas
han sufrido histéricamente. Al mismo tiempo, esta nueva perspectiva enriquecera la

investigacion cientifica.
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CAPITULO 6: MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de la presente tesis se realizaron dos estancias de trabajo y formacion en
el marco de un acuerdo de cooperacion internacional entre el Laboratorio de Gendmica
Evolutiva y de Poblaciones del LIIGH-UNAM (México) y el IDEAus-CONICET (Argentina). En
estas estancias se realizaron capacitaciones en métodos de laboratorio relacionados al
trabajo con ADNa y analisis bioinformaticos de datos gendmicos. Este acuerdo de
cooperacion se enmarcé en estandares actuales que buscan establecer practicas de
investigacion sustentables y colaboraciones que involucren el intercambio de conocimiento,
el desarrollo de capacidades, el respeto mutuo y la participacion equitativa, como ha sido

sugerido en la literatura reciente (Avila-Arcos et al., 2022; Haelewaters et al., 2021).
6.1 Obtencién de las muestras bioarqueolégicas
El Repositorio Bioantropolbgico

Las muestras analizadas en la presente tesis doctoral provienen de individuos resguardados
en el Repositorio Bioantropoldgico localizado en las instalaciones del IDEAus-CONICET.
Dicho depésito fue designado como repositorio oficial de materiales bioantropoldgicos y
arqueoldgicos de la provincia en 1988, y es actualmente cogestionado por la Subsecretaria
de Cultura de la Provincia del Chubut y el IDEAus-CONICET.

Este Repositorio se encuentra bajo el amparo de tres leyes provinciales: la Ley Provincial Xl
N°11 (antes Ley 3559) y su Decreto Reglamentario N° 1387/98, la que designa a la
Subsecretaria de Cultura de la Provincia del Chubut como ente regulador de la ley,
controlando la tenencia y el estudio de restos arqueolégicos. La Ley Provincial V N°159 a
través de la cual la provincia de Chubut adhiere a la Ley Nacional de Restitucion (Ley N°
25517) y empodera a las comunidades originarias respecto de la toma de decisiones de los
restos de sus ancestros y materiales arqueolégicos asociados. La Ley Provincial V N°160 que
dispone las pautas y normas relacionadas al hallazgo, manipulacion y destino de los restos
arqueologicos (Millan & Dahinten, 2019). Las mencionadas leyes otorgan un mayor respaldo
y participacion de las comunidades originarias en la toma de decisiones respecto de sus
ancestros. En este sentido, se destaca que, previa a su promulgacién, las practicas de
restitucion y colaboracion con los pueblos originarios eran procedimientos implementados en
el grupo de trabajo, entendiendo que la clave de las buenas relaciones y de la comunicacion
se basan en el respeto por el otro y en la valoracién de sus saberes. Para un mayor desarrollo

de la normativa ética y legal y de la historia de las relaciones entre las investigadoras a cargo
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del resguardo de los individuos del Repositorio y las comunidades descendientes, remitirse al

capitulo 5 y a los apéndices alli citados.

A la fecha, el Repositorio se conforma por restos esqueletales humanos de 227 individuos
reconocidos como ancestros por las actuales comunidades originarias de la provincia del
Chubut. Estos individuos fueron exhumados de ochenta y un sitios arqueolégicos de la
provincia (78 del nordeste y tres de la Meseta Central) y de un sitio al sur de la provincia de
Rio Negro (Millan & Dahinten, 2019). A excepcion de los individuos provenientes de
donaciones de terceros (aproximadamente restos de 30 individuos), los restantes fueron
exhumados mediante rescates arqueoldgicos sistematicos y controlados por el equipo de
Arqueologia y Bioantropologia del IDEAus-CONICET, por lo que cuentan con una adecuada
contextualizacién arqueoldgica e informacion de materiales culturales asociados. Asimismo,
el Repositorio ha sido analizado bioantropolégicamente por el equipo liderado por la Dra. Silvia
Dahinten. La mayoria de estos individuos fueron encontrados de manera fortuita dando
conocimiento y participacion a la Subsecretaria de Cultura de la Provincia, a la Direccion de
Asuntos Indigenas de la provincia del Chubut y a las investigadoras del IDEAus-CONICET a
cargo de las exhumaciones. Para un desarrollo en detalle del trabajo en conjunto de estos tres

entes remitirse al capitulo 5y a los apéndices alli citados.

Asimismo, cabe mencionar la Coleccion Bioantropolégica FrengUelli-Brunet. Dicho repositorio
es parte del patrimonio de la Fundacion Joaquin Frengielli fundada en 1997 por el naturalista
aficionado Rodolfo Brunet y custodiada por el IDEAus-CONICET desde febrero del 2017 a
pedido de la Subsecretaria de Cultura de la provincia (expediente N°162-GB-97). La mal
llamada “coleccion,” ahora parte del Repositorio Bioantropolégico del IDEAus-CONICET, esta
integrada por un numero minimo de 67 individuos, 56 procedentes de la provincia del Chubut,
uno (1) de San Antonio Oeste (Rio Negro) y 10 sin procedencia (Millan et al., 2019). De los
56 individuos procedentes de la provincia del Chubut, 33 provienen de un sitio ubicado en el
Departamento Florentino Ameghino, en la costa sureste de la provincia (sitio Cabo dos Bahias,
44°55’26”S 65°33’12”0). Los individuos del repositorio Frenguelli-Brunet recibieron el mismo
tratamiento que los individuos resguardados en el Repositorio institucional, realizando los
estudios y la curaduria correspondientes la Dra. Silvia Dahinten y las técnicas a cargo (Lic.
Gabriela Millan y Lic. Nadia Mohamed) (Millan et al., 2019).

Seleccion de las muestras: procedencia y criterios

En el marco de la presente tesis, se recolectaron un total de 60 muestras de individuos
rescatados de 38 sitios arqueoldgicos de la provincia del Chubut y resguardados en el ya

mencionado Repositorio del IDEAus-CONICET. Veintiocho de estos sitios se ubican en la
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costa noreste de la provincia del Chubut (microrregiones VIRCH, PV y Transicién), seis (6)
pertenecen a la costa sureste de la provincia (microrregion SEP) y cuatro (4) son del area de
la meseta (microrregidbn Meseta; region centro-oeste) (Figura 8). Siguiendo las
recomendaciones consignadas por las técnicas del laboratorio del IDEAus-CONICET, durante
el proceso de muestreo, se priorizdé la toma de piezas dentales permanentes que se
encontraran en buena condicién de preservacion y salud dental, es decir, con poco desgaste,
sin raices expuestas y sin caries. En caso de no contar con estas piezas o que ellas se
encontraran en malas condiciones de preservacion, se decidi6 muestrear tejido 6seo

compacto. Los detalles de cada pieza procesada se encuentran en la Tabla S2.

Permi 5. Estancia Valdés 23. Punta Leén
® LIGH 6. ;:rémkb 3 §4. Barranca Norte
A LIGH-Stanford 7. Piramide 1 5. Rawson
* ;,fm“;f,d 8. Punta Delgada 1 26. El Elsa
9. San Pablo 4 S10 27. Cinco Esquinas S2 Mar
Microrregiones 10. La Azucena 1 28. Loma Grande Argentino
Meseta 11. San Pablo 4 S1 29. Loma Torta 2
B Peninsula Valdés 12. E1 Doradillo 1 30. Loma Torta 1
[ Transicion 13, Loma Blanca 31. Bryn Gwyn
VIRCH 14, Calle Villarino 32. Chacra 192
[ Sureste 15. Calle Tehueiches 33. Chacra de Lagos
Salinas 16. Bon Lee 34. Chacra 375
Mar | Salinas PV 1;. :ug:m Cuezvas 2 33:, gmnaua §75
18. El Golfito ) 47
Argentino | SWIOS o @ ascisca 19. Medano Grande 37. Los Lobos
I sl 20. Playa del Pozo 38. Cabo Dos Bahias
W Patagonia Ny 21. Cerro Avanzado 1
- ouos 4 Riachg Sam José A2 b Eakal = i

Figura 8: Sitios arqueoldgicos de los cuales se han analizado restos humanos en la presente tesis
doctoral. De un mismo sitio pueden haberse analizado mas de un individuo. En sombreado de colores
se muestran las microrregiones delimitadas con fines comparativos. Los permisos refieren a las
autorizaciones otorgadas por la Subsecretaria de Cultura del Chubuty la Direccion del Instituto Nacional
de Antropologia y Pensamiento Latinoamericano (INAPL) para la exportacion de las muestras al
Laboratorio Internacional de Investigacién sobre el Genoma Humano (LIIGH-UNAM, México) y al
Bustamante’s Lab (Universidad de Stanford, USA) por Camila Tamburrini y M. Laura Parolin,
respectivamente. Para mas especificaciones remitirse a la Tabla S1y S2

A fin de responder los objetivos planteados en el capitulo 3 y dada la dificultad que implica la
obtencién de material genético de muestras de individuos antiguos (véase capitulo 4) el
muestreo se llevo a cabo teniendo en cuenta las siguientes variables: 1) estado del material
arqueolobgico e informacion complementaria: se seleccionaron los individuos con mejor
condicién de preservacion, atendiendo a las recomendaciones de los profesionales
competentes (Dra. Silvia Dahinten, Dra. Julieta Gomez-Otero y Lic. Gabriela Millan).
Asimismo, se priorizaron aquellos individuos que contaran con fechado radiocarbénico y AMS,
informacién de contextualizacion arqueoldgica, perfil bioldgico y dieta, entre otra informacion;
2) temporalidad: con la intencion de analizar la variabilidad genética a escala temporal se
prefirio el muestreo de individuos que contaran con fechado radiocarboénico directo; 3)

procedencia geografica: a fin de analizar la variabilidad genética a escala espacial y
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atendiendo a las observaciones arqueoldgicas presentadas en los antecedentes de esta tesis,
se muestrearon exhaustivamente dos microrregiones: el VIRCH y la microrregion PV (Figura
8). A estos individuos se les suman los recopilados y procesados previamente por la Dra.
Maria Laura Parolin en Bustamante’s Lab de la Universidad de Stanford (USA), y cuyos
permisos seran debidamente informados en el trabajo en proceso de publicacion de Parolin
et al. (en preparacion). Las microrregiones delimitadas y los sitios arqueolégicos de los cuales

se tienen muestras 6seas de individuos ancestrales se representan en la Figura 8.

Por ultimo, y dada la escasez de datos genéticos en la aqui denominada Patagonia central,
se incorporaron muestras de individuos procedentes de la costa que conecta el valle inferior
del rio Chubut con la Peninsula Valdés. Dicha microrregion fue nombrada como
TRANSICION. Con el mismo objetivo, se muestreé la costa sureste de la provincia
(microrregién SEP; sitio Bahia Camarones, coordenadas: 44°46°56.57”S 65°34°46.52”0) y el
area de la meseta central (microrregion MESETA,; sitios Gastre, 42°16'00"S 69°13'00"0 y
Piedra Parada, 42°39'36"S 70°06'07"0O) (Figura 8).

Exportacion de las muestras: marco ético-legal

Dado que, al momento de iniciar con la presente tesis doctoral no se contaba, a nivel nacional,
con un laboratorio especializado en la obtencion de material genético de muestras antiguas,
se estableci6 un acuerdo binacional con el Laboratorio de Gendmica Evolutiva y de
Poblaciones a cargo de la Dra. Maria Avila-Arcos y dependiente del LIIGH (Santiago de
Querétaro, México). El grupo de investigacién a cargo de la Dra. Avila-Arcos cuenta con un
laboratorio especializado en ADNa que cumple con los requisitos necesarios para garantizar
la autenticidad de los datos gendmicos obtenidos de las muestras. Por este motivo, se
gestiono la exportaciéon de las muestras arqueologicas descritas, con el propdsito de realizar
las actividades de procesamiento y andlisis en las instalaciones del LIIGH-UNAM, México.
Cabe mencionar que, gracias al esfuerzo de investigadores e investigadoras comprometidos
con la ciencia nacional y, a pesar de las dificultades metodoldgicas y financieras, se han
logrado procesar y analizar una considerable cantidad de individuos ancestrales a nivel de
HVI y HVII. Entre los trabajos pioneros cabe mencionar los trabajos de Cristina Dejean,
Cristian Crespo y demas miembros de su grupo de trabajo, entre otros investigadores e
investigadoras nacionales. Recientemente, el Equipo de Antropologia Bioldégica de la
Universidad Maiménides de Buenos Aires han procesado muestras arqueoldgicas a
resolucion de mitogenoma en su laboratorio, algo importante de destacar (ver Arencibia et al.,
2023).
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Las muestras fueron exportadas en mano por la tesista de este proyecto considerando los
aspectos éticos y legales correspondientes. En términos del primero, es necesario mencionar
que el desarrollo de esta tesis cuenta con el aval del Comité de Bioética del Area programaética
Norte de la ciudad de Puerto Madryn (Nota N° 04/17; Apéndice D). Por otro lado, con relacion
a los aspectos legales, se pidié autorizacion ante la Subsecretaria de Cultura de la provincia
del Chubut y a la Direcciéon del Instituto Nacional de Antropologia y Pensamiento
Latinoamericano (INAPL), entes de aplicacién de la legislacion vigente para la exportacion del
patrimonio arqueoldgico. Ambas entidades emitieron por escrito la conformidad de la
exportacion de las muestras (Nota N°35 2018/DI-SC MC/eb de la Subsecretaria de Cultura de
la provincia y Disposicion Numero DI-2018-15-APN-INAPL#MC del INAPL) (Apéndice E y F).
También se conté con el aval del director del IDEAus-CONICET tanto para la toma como para
la exportaciéon del material por fuera del Repositorio Bioantopoldgico del instituto (Apéndice
G). Ademas, se obtuvo la aceptacion por escrito de la entidad receptora (Laboratorio de
Gendmica Evolutiva y de Poblaciones del LIIGH-UNAM, México) (Apéndice H).

6.2 Obtenciéon de material genético
Medidas de prevencion de contaminacion

La dificultad que supone la obtencién de ADNa (véase el capitulo 4 para un desarrollo del
tema), obliga a extremar los recaudos para evitar contaminacion de ADN exdégeno (no propio
del individuo a ser analizado), como asi también a implementar métodos especificos de
extraccion y de purificacion, los cuales deben ser cuidadosamente implementados para

garantizar la recuperacion de la mayor cantidad de material genético posible.

En primer lugar es necesario contar con un laboratorio aislado de posibles fuentes de
contaminacién con infraestructura y equipamiento exclusivo para el tratamiento de muestras
antiguas. En este sentido, y como se menciond con anterioridad, el laboratorio de ADNa a
cargo de la Dra. Avila-Arcos cuenta con las medidas necesarias para la obtencién de material
genético antiguo segun las recomendaciones de Kemp & Glenn-Smith (2010) (Figura 9). Entre
las recomendaciones edilicias y de equipamiento de mayor relevancia con las cuales cuenta
el LIIGH-UNAM se encuentran: 1) la separacion fisica del laboratorio de otras areas donde se
manipulan muestras contemporaneas y productos de PCR (Figura 9a); 2) la utilizacién de
dispositivos de irradiacién UV en todos los sectores del laboratorio incluido un equipo para
irradiar el material arqueoldgico; 3) la separacion del area de procesamiento del material 6seo
y dental del area de extraccion y generaciéon de bibliotecas gendmicas (Figura 9c), y 4) la

utilizacion de una campana de flujo laminar horizontal en un ambiente estéril equipado con luz
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UV para las reacciones de extraccion de ADN antiguo y la preparacién de bibliotecas

genomicas (Figura 9c; sector 2).

sector 1 | ' sector 2

Figura 9: Instalaciones del LIIGH-UNAM (México) donde se realiz6 el procesamiento de las muestras
arqueoldgicas. Las fotos muestran: a) la separacion fisica entre el laboratorio de procesamiento de
muestras contemporaneas (1) y el laboratorio de procesamiento de muestras antiguas (2); b) una
cabina de mangas aislante donde se realiza el corte y la limpieza superficial de las muestras por
raspado con un dremel y c) la separacion de area de procesamiento del material (sector 1) y el area de

extraccion de ADN y construccion de bibliotecas genémicas (sector 2).

Otras recomendaciones con relacion al operador y aspectos técnicos del laboratorio con las
que se ha cumplido durante el procesamiento del material arqueoldgico son: 1) la inclusién de
controles negativos tanto en la etapa de extraccion de ADN como de construccion de
bibliotecas gendmicas para identificar falsos positivos de amplificacién y contaminacion con
ADN exogeno y 2) la utilizacion de vestimenta adecuada para evitar contaminacion por parte
del operador (cofia, doble barbijo, doble par de guantes de vinilo estériles, botas quirurgicas,

mangas protectoras de brazos y overol de laboratorio desechable).
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Procesamiento del material

Previo al procedimiento de obtencién del material genético, se sometid el material
arqueoldgico a un proceso de limpieza a fin de eliminar restos de impurezas y posibles
contaminantes e inhibidores superficiales producto de su manipulacion durante las
excavaciones y analisis bioantropoldgicos. Este procedimiento se llevé a cabo en cada
muestra de forma individual y aislada bajo condiciones estrictas de seguridad, en un sector
del laboratorio dedicado a este fin (Figura 9; sector 1). Posteriormente, para la extraccion de
ADN vy la generacion de bibliotecas gendmicas, se utilizé un sector separado fisicamente del
utilizado para el proceso de limpieza y corte siguiendo las recomendaciones especificadas en
las medidas de prevencion de contaminacién (Figura 9; sector 2). La descontaminacion
superficial consistié en una limpieza con hipoclorito de sodio al 5%, seguido de etanol al 70%
y agua de calidad molecular. Luego de esta limpieza se irradié la pieza con UV a 256nm
durante 40 segundos por lado, utilizando un equipo crosslinker. En caso de notar porosidad
en el material arqueoldgico se utilizé solamente agua de calidad molecular a fin de evitar la

degradacioén del material genético por contacto con el cloro.

Una vez limpio, en el caso del material dental, se separé la corona de la raiz utilizando un
disco de corte dremel 7700 esterilizado, en condiciones controladas dentro de una cabina de
mangas aislante a fin de evitar la dispersion del polvo (Figura 9b). La corona fue almacenada
para ser devuelta al Repositorio del IDEAus-CONICET. Por su parte, la raiz extraida fue
envuelta en papel aluminio y sometida a fragmentacién mecanica con un martillo. En el caso
de material 6seo no dental, se pulié la superficie con el dremel en la cabina esterilizada y, de

la misma manera que al material dental, se lo fragmentdé mecanicamente con el martillo.

De cada muestra se separé entre 100 y 200mg de material fragmentado en tubos de ependorff

LowBind de 1,5 mL para su posterior paso de digestion.
Extraccion de ADN

La extraccion del material genético se realizé a partir de entre 100 a 200mg de material
fragmentado siguiendo los protocolos de Rohland & Hofreiter (2007) y Dabney et al. (2013)
modificados. Un detalle de cédmo fueron llevados a cabo estos procedimientos, asi como el
procesamiento del material se adjunta en el Apéndice I. Se dividié el total de muestras en
tandas de extraccion por dia de trabajo nombradas alfabéticamente; es decir, el primer dia se
procesaron un total de siete (7) muestras nombradas desde la AO1 hasta la A07, el segundo
ocho (8) muestras nombradas como B08 hasta la B16 y asi sucesivamente hasta extraer el

ADN de la totalidad de las muestras. En cada tanda se utilizé un negativo de extraccion como
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testigo de contaminacion, el cual consiste en la incorporacion del mix de reactivos con agua

de calidad molecular en lugar de una alicuota de ADN.

Tanto el método de extraccion de Rohland & Hofreiter (2007) como el de Dabney et al. (2013)
constan de una primera etapa de digestidn la cual consiste en un lisado celular y liberacién
de los acidos nucleicos del resto de los componentes celulares. El procedimiento se realizé a
37°C durante 16 a 24 horas con un buffer que contiene 0,45 M EDTA, 1% TE buffer (opcional
en el caso del método de Dabney et al., 2013), 1% proteinasa Ky 0.5% N-laurylsarcosine.
Una vez realizada la digestién se separ6 el sobrenadante del material digerido. Los restos de
material fueron almacenados a -4°C para futuros estudios y el sobrenadante fue transvasado
a un tubo ependorff LowBind de 1,5 mL. Posteriormente, dicho sobrenadante se combiné con
un buffer de unién (PB buffer de Qiagen, phenol red, NaCl y Na Acetato), con el objetivo de
aislar y concentrar el ADN mediante adsorcién con particulas de silica en el caso del protocolo
de Rohland & Hofreiter (2007) y con filtros MinElute en el caso del protocolo de Dabney et al.
(2013). Los remanentes celulares fueron eliminados mediante lavados con buffers que
contienen etanol (PE buffer de Qiagen). Finalmente se eluy6 el ADN en un buffer de baja
salinidad (EB buffer de Qiagen). Para especificaciones de cada método de extraccion ver los

respectivos protocolos (Dabney et al., 2013; Rohland & Hofreiter, 2007).

Una vez extraido el ADN, se realizd una cuantificacion mediante el Kit de ensayo Qubit® de
ThermoFisher para dsDNA HS (del inglés double-stranded DNA high sensitive), para
corroborar la presencia de acidos nucleicos en el extracto. Posteriormente, se almacend el
extracto de ADN a -20°C dentro del laboratorio de ADNa.

Construccion e indexado de bibliotecas genémicas

La construccion de bibliotecas gendmicas, es un paso fundamental para la posterior
secuenciacion de las moléculas de ADN por métodos de secuenciacion MPS. Estos métodos
permiten analizar multiples muestras en una misma corrida de secuenciacion (Meyer &
Kircher, 2010). En este trabajo se implemento el protocolo de construccion de bibliotecas de
doble cadena de Meyer & Kircher (2010), para el cual se utilizaron 30uL de extracto de ADN.
Se acompaid cada tanda de generacion de bibliotecas con un control negativo de

contaminacion. El protocolo detallado se adjunta en el Apéndice J.

Dado que la plataforma de secuenciacién desarrollada por la compafia Illlumina requiere
fragmentos de ADN no mayores a 600 pb con adaptadores conocidos, el proceso de
construccion de bibliotecas gendmicas implica la obtencion de fragmentos de ADN de longitud

inferior a 600 pb, a los cuales se les afiaden adaptadores especificos (P5 y P7) en los
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extremos 5'y 3' de la secuencia (Meyer & Kircher, 2010). En el caso del ADN antiguo, que ya
se encuentra naturalmente fragmentado, no fue necesario realizar el paso de fragmentacion.
Los adaptadores mencionados permiten que los fragmentos de ADN se unan a la celda de
secuenciacion mediante complementariedad de bases, lo cual es fundamental para el
posterior proceso de secuenciacion por sintesis y en puente.'®> Asimismo, estos adaptadores
tienen sitios de unién de cebadores (Rd1 y Rd2) para la extensiéon de la cadena
complementaria por parte de la enzima polimerasa que dara lugar a la amplificacion de los
fragmentos de ADN (Figura 10). Este proceso se conoce como clustering y se pueden
encontrar mas especificaciones técnicas en la pagina web de la empresa

(https://www.illumina.com).
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Figura 10: Representacion esquematica de la incorporacién de adaptadores durante la generacién de
bibliotecas genémicas. A. Preparacion del inserto de ADN (DNA Insert). B. Adicién del complejo de
adaptadores al inserto target. C. Producto final listo para ser adherido a la celda de secuenciacién .D.
Esquema de un fragmento de ADN adherido a la celda de secuenciacion por complementariedad del
adaptador P5/P7 fragmento de ADN producto final de la generacién de biblioteca gendmica. Figura

tomada de https://knowledge.illumina.com.

Como punto fundamental de la generacién de bibliotecas gendmicas, un index es colocado
entre estos pares de adaptadores mediante amplificacion. Este procedimiento, conocido como
indexing, consiste en agregarle a cada fragmento de ADN una secuencia nucleotidica de entre

6y 8 pares de bases, de combinacion unica para cada muestra. Esto se lleva a cabo mediante

15 Para especificaciones sobre el método de secuenciacion lllumina por sintesis y en puente visitar el sitio
https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8
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la técnica de PCR en tiempo final, utilizando un blanco de PCR como control de contaminacién
y de amplificacion. Este index o barcode permite asociar bioinformaticamente cada fragmento
secuenciado a su muestra de origen. Un esquema representativo del producto final de la

generacién de bibliotecas se especifica en la Figura 10.

Una vez indexadas, las muestras fueron sometidas a una limpieza y seleccion de fragmentos
mediante el kit comercial SPRIselect (Beckman Coulter, Inc'®). Una vez limpias, se realizaron
los pools de secuenciacion que consisten en agrupar multiples muestras de ADN en una sola
reacciéon de secuenciacion. Los protocolos detallados de indexado y limpieza se especifican

en el Apéndice K.
Secuenciacion: sistema NextSeq 550 de llumina

Las bibliotecas genémicas fueron enviadas al servicio de secuenciacion del Laboratorio de
Servicio Genodmicos del LANGEBIO (CINVESTAV-Irapuat,
http://langebio.cinvestav.mx/labsergen/). Estas fueron secuenciadas por método shotgun
utilizando la plataforma lllumina NextSeq550 a rendimiento medio (2 x 75 pares de bases).
Esta plataforma utiliza la tecnologia de secuenciacion por sintesis y en puente la cual permite
recuperar millones de fragmentos de ADN menores a 600 pares de bases de todo el genoma

humano, tanto nuclear como mitocondrial (Meyer & Kircher, 2010).
Captura del ADN mitocondrial

A fin de obtener el genoma mitocondrial completo a alta profundidad, se realizé el protocolo
de myBaits Mito (www.arborbiosci.com/mybaits-manual), siguiendo las especificaciones del
fabricante sin modificaciones. El procedimiento se llevé a cabo en aquellas muestras en las
que la secuenciacién shotgun realizada a cobertura media de todo su genoma no lleg6 a cubrir
la totalidad del genoma mitocondrial o en aquellas que, si bien su secuenciacion cubria toda
la mitocondria, presentaron baja cobertura vertical o también llamado profundidad de
secuenciacion (X), lo cual impide asignar con seguridad las variantes diagnésticas de nuevos

sub-haplogrupos.
6.3 Analisis bioinformaticos de calidad y autenticidad
Calidad de secuenciacion y remocion de adaptadores

Una vez obtenidas las secuencias, se concatenaron los diferentes carriles de secuenciacion

para cada muestra y se eliminaron las secuencias de los adaptadores ligados a los insertos

16 https://research.fredhutch.org/content/dam/stripe/hahn/methods/mol_biol/SPRIselect%20User%20Guide.pdf
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de ADN durante la generacion de bibliotecas gendmicas, mediante el programa
AdapterRemoval v2 (Schubert etal., 2016). Estos adaptadores deben ser removidos
bioinformaticamente para que no influyan en el mapeo de las secuencias contra el genoma
humano de referencia. Esta remocién se realizé utilizando un largo minimo de fragmentos de
30 pares de bases y un filtro de calidad de bases minimo de 25. Posteriormente se realizaron
analisis bioinformaticos para estimar la calidad de secuenciacion mediante el programa
FastQc 0.11.3 (Wingett & Andrews, 2018). Esta herramienta permite visualizar varias
propiedades de los datos crudos, como distribucion de largo de fragmentos y secuencias

duplicadas producto de la PCR, entre otros.

Alineamiento de los fragmentos contra el genoma humano de referencia hg19 (GRCh37) y
rCRS

Para poder definir el correcto orden de los fragmentos secuenciados y restablecer asi el
genoma parcial de cada individuo, se sometid el archivo fastq que contiene las secuencias
colapsadas “*fq.gz” generado mediante adapterremoval/1.5.4 de cada muestra, a un contraste
(mapeo) con la version hg19 del genoma humano de referencia, utilizando el programa BWA
v0.7.12 (Li & Durbin, 2009) y estableciendo como calidad minima de mapeo un umbral de 25
y una semilla de 350. De esta manera, aquellos fragmentos que no mapearon con una calidad
de 25 o mas, fueron eliminados del archivo de salida utilizado para los analisis subsiguientes.
Esto se realizé con la versién hg19 (GRCh37) del genoma completo humano sustituyendo el
cromosoma mitocondrial (chrM) por Ila referencia de Cambridge (rCRS;
https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/251831106). La sustitucion se realizé para eliminar los
NUMts (del inglés Nuclear Mitochondrial DNA). Estas son secuencias de ADN mitocondrial
que se encuentran insertadas en el genoma nuclear. A partir de este archivo se separo la
informacién autosémica de la mitocondrial con samtools/0.1.18 y bwa/0.7.8. En este mismo
analisis se realizaron estimaciones de mapeo y filtrados de calidad como porcentaje de reads
mapeados (samtools view -bh -F4), porcentaje de reads mapeados con una calidad igual o
mayor a 25 (samtools view -bh -q 25) y con una semilla de 350, eliminacién de los fragmentos
duplicados productos de PCR (samtools rmdup -s) y estimacién de porcentaje de ADN
enddgeno obtenido, también conocido como unique reads (samtools view -c; véase la Tabla
S2). Estos filtrados y parametros estimados fueron realizados mediante las diferentes
opciones mencionadas y disponibles en la herramienta samtools/0.1.18 bajo parametros por
defecto (Tabla 2).

El mapeo permite, también, eliminar bioinformaticamente posible material genético no humano
como ADN ambiental y de patégenos u otros microorganismos que se encuentran en el

sustrato del cual fue obtenido el resto arqueoldgico.
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Autenticidad del ADNa humano: analisis de patrones de dafio, distribucién del largo de

fragmentos y estimacion de la contaminacion

La verificacién del patron de dano caracteristico de ADNa (Figura 7) se llevé a cabo mediante
el software MapDamage v2.0 (Jonsson et al., 2013) para cada muestra secuenciada a partir
de los archivos .bam salido del mapeo contra el genoma de referencia mitocondrial y hg19
(GRCh37). Asimismo, se utilizé la opcion —rescale, la cual recalcula la calidad de las bases
ubicadas en los extremos de las secuencias en base a un modelo estadistico bayesiano de
dafo. Esto permite bajar la calidad de las bases que tengan mas probabilidad de corresponder
a dafno post-mortem, de tal manera que al aplicar filtros de calidad en los analisis

subsecuentes, éstas no sean tomadas en cuenta.

Tabla 2: Resumen de los analisis bioinformaticos de calidad de las secuencias y parametros de
autenticidad

Analisis bioinformaticos

Fase de analisis Programas Referencias

Control de calidad de la

fastqc/0.11.3 Wingett & Andrews, (2018)

secuenciacion
Eg:;?:;éorgsde adapterremoval/1.5.4 Schubert et al., (2016)
Li & Durbin, (2009);
yfé’;%f*;g;;ﬁsgoﬁz 2;";{2;;/5 118 https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NC_012920.1

; http://www.htslib.org

Eliminacion de

samtools/0.1.18 —

Danecek et al., (2021); http://www.htslib.org

duplicados de PCR rmdup
Estimacioén de
contaminacion basado | Schmutzi Renaud et al., (2015)

en ADNmt

Patrones de dafo

MapDamage v2.0

Jénsson et al., (2013)

Kieser et al., (2020);

Longitud de fragmento atlas/3feb2017 https://github.com/metagenome-atlas/atlas; Jonsson
MapDamage v2.0 .
et al., (2013);
Cobertura vertical atlas/3feb2017 Kieser et al., (2020)
Cobertura horizontal:
(Posiciones cubiertas al | Awk/16569 Danecek et al. (2021); http://www.htslib.org

menos una vez/16569)

Dada la fragmentacion natural post-mortem que sufre con el paso del tiempo el material
genético de un individuo, la estimacion de la longitud de los fragmentos obtenidos es también
un estimador de la autenticidad de ADNa (véase el capitulo 4). La estimacién de la longitud
promedio de las secuencias se calculé con el programa ATLAS (Kieser et al., 2020) a partir
del archivo .bam salido del mapeo contra el genoma de referencia mitocondrial. Asimismo, el
programa MapDamage v2.0 permite visualizar la frecuencia de las longitudes de los
fragmentos mediante un grafico de distribucion de secuencias. Este ultimo programa grafica
la ocurrencia de las diferentes longitudes obtenidas para una muestra (Figura 6), mientras

que ATLAS arrojan la longitud promedio observado en una muestra.
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El grado de contaminacion provenientes de las diversas fuentes mencionadas en el capitulo
2, se estimd a partir del ADNmt, mediante el programa Schmutzi desarrollado por Renaud et
al. (2015). Un resumen de los programas utilizados y de los analisis de calidad de

secuenciacion y autenticidad se detalla en la Tabla 2.
6.4 Linajes maternos: ADN mitocondrial
Determinacién de los haplotipos y haplogrupos

Los perfiles de ADNmt fueron generados con la herramienta samtools mpileup a partir de los
archivos rescale.bam salidos del mapeo contra el genoma mitocondrial de referencia. La
asignaciéon de cada haplotipo a su correspondiente haplogrupo materno mas probable, se
realizé6 mediante el programa HaploGrep 2.0 (Weissensteiner et al., 2016) utilizando como
archivo de entrada el .fasta consenso generado por el programa schmutzi. Las asignaciones
de haplogrupos fueron estimadas a partir de la ultima version de Phylotree mtDNA tree Build
17 (van Oven & Kayser, 2009) y refinadas manualmente a partir de bibliografia actualizada.
Se estableci6 como criterio minimo la presencia de dos mitogenomas con variantes
diagnésticas para la asignaciéon de nuevos sub-haplogrupos, con el recaudo de que dichas
variantes no se basaran Unicamente en una posicién hipermutable de la Region Control
mitocondrial. Los puntos mutacionales y la cobertura para cada polimorfismo fue confirmado
manualmente a partir de los archivos rescale.bam utilizando Tablet v1.19.05.28 (Milne et al.,
2013).

Los perfiles de ADNmt consenso en formato .fasta fueron generados a partir de schmutzi
(Renaud et al., 2015).

Estimacioén de la cobertura

Un parametro importante para poder establecer con certeza un polimorfismo es la cobertura
vertical o profundidad (X), definida como el promedio de veces que fue leida una base de la
cadena de ADN. Dado que las técnicas de secuenciacion masiva involucran fragmentos al
azar del genoma completo, algunas regiones pueden ser leidas (léase secuenciadas), en
promedio, mas veces que otras. Si mas de un fragmento involucra la lectura de una misma
base nitrogenada y esta es consistente en la mayoria de dichas lecturas, entonces podemos
garantizar que la asignacién de esa base es verdadera y no producto de un error de
secuenciacion. En el presente estudio se determind una cobertura minima requerida de tres
lecturas (3X) por base para la determinacién y asignacion de polimorfismos mitocondriales.
Para las posiciones nodales esperadas, el criterio fue un poco mas permisivo en casos donde

la profundidad de secuenciacién lograda no llegara a ser 3X. La cobertura horizontal por otro
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lado, se define como el porcentaje del genoma medido en bases nitrogenadas que fue leido
minimamente una vez (posiciones secuenciadas aunque sea una vez dividido el numero total
de bases nitrogenadas en la mitocondria: 16569). Tanto la cobertura horizontal como la
vertical fueron estimadas mediante las herramientas bioinformaticas AWK y ATLAS a partir

del archivo .bam.
Determinacién de nuevos sub-haplogrupos

La frecuencia de cada haplogrupo y sub-haplogrupo fue estimada por conteo directo. Las
variantes de nuevos clados mitocondriales que no se hallaron descriptas en las bases de
datos ni en la bibliografia de referencia y cuya incidencia fue encontrada en dos o mas
haplotipos diferentes, fueron asignadas como diagnésticas de nuevos sub-haplogrupos. Estos
sub-haplogrupos fueron nombrados arbitrariamente siguiendo los lineamientos de
nomenclatura establecidos (Richards et al., 1998; van Oven & Kayser, 2009) y respetando la

nomenclatura utilizada en los trabajos de colegas si correspondiera.
6.5 Abordaje de los objetivos e hipoétesis

Considerando a las fronteras como constructos politicos y no una limitacion para el contacto
de las poblaciones y el desarrollo de las sociedades (Bandieri, 2009, pp. 13-16) y atendiendo
al rango temporal analizado en la presente tesis, es importante aclarar, tal como se hizo
alusiéon en el marco tedrico, que las divisiones aqui propuestas responden a una necesidad
metddica y descriptiva y que bajo ningun punto su uso hace alusién a regiones habitadas por
poblaciones estaticas. Las regiones mencionadas se delimitaron en la Figura 1. En cuanto al
rango temporal utilizado, se adoptd la division de Gémez Otero & Svoboda (2022). Las
delimitaciones temporales definidas por estas autoras y establecidas en afios radiocarbonicos,
se basan en evidencias arqueoldgicas, etnohistéricas y ambientales de la Patagonia
argentina. De acuerdo con esta clasificacién, se considera como Holoceno medio (HM) al
periodo comprendido entre los 7400 y 4000 afios AP, al Holoceno tardio inicial (HTI) entre
3990 y 2000 afos AP y al Holoceno tardio final (HTF) entre los 1990 y 200 afios AP. Asimismo,
las autoras definen como “post-contacto europeo” al periodo que, por datacién radiocarbdnica,
haya arrojado fechados menores a 200 afios AP; siendo el presente, por convencién, el afio
1950 de nuestra Era.

Analisis filogenéticos

Con el fin de determinar la filogenia de los clados identificados en el presente estudio, se
realizé un analisis comparativo entre los resultados obtenidos y los mitogenomas de individuos

ancestrales y contemporaneos previamente publicados. La base de datos confeccionada
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incluy6 individuos de la region del centro del pais (incluida la regién pampeana), de Patagonia
norte, sur e insular, asi como muestras de otras regiones o paises necesarias para una
correcta determinacion filogenética. Una lista detallada de los individuos incorporados en los

analisis se proporciona en la Tabla S4.

Los mitogenomas seleccionados con fines comparativos fueron alineados manualmente con
el programa MEGA v11.0.8 (Tamura, Stecher & Kumar 2021) para cada haplogrupo por
separado siguiendo la aproximacién de Capodiferro et al. (2021) recomendada en Bravi et al.
(2022). A partir de estos alineamientos, se generaron las respectivas redes de haplotipos
mediante el programa Network v5.0.0.1 (Bandelt et al., 1999) utilizando el método median
joining y maxima parsimonia como opcion de post-procesamiento. Se excluyeron de los
analisis las inserciones y deleciones (comunmente conocidos como indels) en las posiciones
309-315, 515-522, 3107, 16182-16193 y 568-573, asi como la posicion hipervariable 16519.
Los parametros que ofrece el programa Network 5.0.0.1 fueron inicialmente establecidos por

default y posteriormente modificados segun el requerimiento de cada clado.

A partir de las redes de haplotipos se generaron manualmente los respectivos arboles
filogenéticos utilizando como referencia Phylotree (https://ph ylotree.org/; van Oven & Kayser,
2009) y los arboles previamente publicados por Garcia et al. (2021) y Motti et al. (2023). Estos
arboles fueron comparados con la topologia obtenida a partir de arboles estimados por el
método de Maxima Verosimilitud [i.e. Maximum Likelihood, ML (Felsenstein, 1981)] usando el
programa RaxML (Stamatakis, 2016). Se determinaron los soportes de ramas para el arbol de
Maxima Verosimilitud luego de 1000 réplicas de Bootstrap. Todo el analisis se llevo a cabo
bajo la opcion ML + rapidbootstrap, donde la busqueda del arbol 6ptimo se realiza
estrictamente por ML pero los arboles de bootstrap se obtienen bajo métodos mas flexibles

(e.g. Neighbor Joining).

Para aquellos trabajos disponibles en la bibliografia cuya resolucién de analisis contemplaron
las regiones hipervariables | (HVI), Il (HVIl) o la Region Control, se realizé una busqueda

manual de las posiciones diagndsticas y otras de interés para los resultados aqui presentados.
Analisis demograficos: estimacion de los tiempos de coalescencia y BSP

La historia demografica y los tiempos de coalescencia de los clados de interés para esta tesis
fueron calculados mediante una aproximacion bayesiana con el programa BEAST v2.7.4
(Bouckaert et al., 2019). Previo a este analisis y a fin de determinar los limites entre regiones
genodémicas reconocidas, las secuencias obtenidas (véase la Tabla S4) fueron incorporadas

en la base del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y procesadas usando
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BLAST. Posteriormente, se utilizé esta informacién para determinar el esquema o6ptimo de
particiones de la matriz mitogenémica mediante el programa PartitionFinder v.2.1.1 (Lanfear
etal., 2012). Este programa, escrito en lenguaje Phyton, determina el mejor esquema de
particion de los datos a partir del alineamiento en formato phylip y especificaciones requeridas
en el archivo partition_finder.cfg (Apéndice L). A su vez, este programa estima el mejor modelo
evolutivo para cada bloque, lo que es especialmente util cuando se utilizan datos de
mitogenomas completos ya que la tasa de mutacion y, por lo tanto, el modelo evolutivo, puede
no ser homogéneo para toda la matriz. La asignacién de diferentes modelos evolutivos por
bloque permite mejorar la estimacion de los analisis filogenéticos subsiguientes (Lanfear et al.,
2012). PartitionFinder se corrié bajo los siguientes parametros: i) largos de rama ligados entre
particiones, ii) rcluster como algoritmo de busqueda, iii) seleccién de modelos evolutivos
cubriendo todos los formatos (models = all) y iv) Criterio Bayesiano de Informacion (BIC) para
la seleccién de modelos y del esquema de particiones estadisticamente mejor soportado.
Luego de este procedimiento se hallé un total de cinco (5) particiones en cada matriz. Sin
embargo, el mejor modelo de sustitucion para cada una resultd ser el mismo (GTR + G + 1),
por lo tanto, los analisis siguientes fueron realizados asumiendo la matriz como una unica

particion.

Los tiempos de coalescencia se estimaron con BEAST 2 (Bouckaert et al., 2019) bajo un
modelo de arbol Bayesian Skyline (Drummond et al., 2005), implementado en la libreria
BDSKY de BEAST, corriendo 4 cadenas de Markov durante 400 x 10° generaciones vy
muestreando cada 1000 generaciones. Esto se realizé haciendo una corrida inicial para una
inspeccién de los parametros y posteriormente, se realizaron corridas sucesivas ajustando los
parametros hasta su convergencia, es decir, hasta obtener valores de ESS mayores a 200 en

cada uno de ellos.

El modelo de evoluciéon molecular seleccionado fue TN93 con gamma 0,026 para la matriz
constituida por los individuos de la Patagonia central recopilados en esta tesis (N = 48). El
modelo y los valores de gamma fueron calculados empiricamente por el algoritmo jmodeltest
(Posada, 2008) implementado en RaxML. Dado que PartitionFinder no cuenta con la totalidad
de los modelos posibles, se decidi6é implementar el modelo estimado por jmodeltest (TN93 +

G) y no el arrojado inicialmente por PartitionFinder (GTR + G + I).

La busqueda filogenética de BEAST se realizé con el algoritmo neighborjoining2 utilizando un
reloj molecular estricto con parametros por default. La filogenia resultante fue comparada con
el arbol obtenido por ML inferido previamente por RaxML. La raiz del arbol que incluye todas
las regiones fue calibrada entre 15.000 y 30.000 afios, en tanto que la raiz del arbol de

Patagonia central fue calibrada entre 10.000 y 15.000 afios, segun informacion presentada en
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recientes estudios (Prates et al., 2020). Los terminales de los arboles fueron calibrados
utilizando sus edades radiocarbdnicas AP ingresadas en la pestana tip dates de BEAUTI.
Dado que se ha reportado que la inexactitud en las dataciones tienen poco efecto en las
estimaciones filogenéticas bayesianas calculadas por BEAST (Molak et al., 2012, 2015), se
utilizaron fechados asociados o de contexto en aquellas muestras que no presentaban
datacién directa y, en aquellos casos donde se reportaba un rango temporal, se ingreso el

valor medio.

La convergencia de los parametros fue evaluada con Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018) y los
arboles finales procesados con TreeAnnotator (https://www.beast2.org/treeannotator/) y

FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Por ultimo, se estimé el tamafo poblacional efectivo a lo largo del tiempo a partir de un modelo
coalescente bayesiano skyline extendido (BSP por sus siglas en inglés Byesian Skyline Plot)
(Drummond et al., 2005). Este modelo permite estimar el tamafio efectivo poblacional y

evaluar cambios demogréficos a través del tiempo.
Analisis de diversidad genética

Para evaluar la diversidad genética de la muestra poblacional bajo estudio, se estimaron
diferentes parametros calculados mediante el programa DnaSP v6 (Rozas et al., 2017) con la
opcion Pairwise-Deletion. Estos parametros incluyeron el numero de haplotipos (h), el numero
de sitios polimérficos (S), la diversidad nucleotidica (17), la diversidad haplotipica (Hd) y el
numero promedio de diferencias nucleotidicas (k). Al usar la opcion Pairwise-Deletion, se
excluyeron las posiciones de bases no secuenciadas (gaps) en las comparaciones entre pares
especificos. Estos parametros fueron estimados para el conjunto completo de individuos de
la Patagonia central (N = 48). Ademas, con el fin de evaluar la diversidad genética segun las
variables de interés especificadas en los objetivos particulares de este estudio, también se
calcularon estos parametros para conjuntos de individuos categorizados por clados,
microrregiones y temporalidad. Esto permite evaluar, en parte, los objetivos particulares 1, 3

y 4, respectivamente.
Analisis de diferencias genéticas entre microrregiones de interés

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el entorno R (R Core Team, 2022) mediante

funciones puntuales y scripts especificamente desarrollados (Apéndice M).

A fin de evaluar diferencias genéticas entre las microrregiones de interés para este estudio

(objetivo particular 3), se utilizé la prueba exacta de Fisher (Fisher, 1962). La prueba se llevd
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a cabo mediante la funcion nativa de R fisher.test, con aproximacion del valor p mediante un

procedimiento Monte Carlo con 2000 réplicas.

Mediante este analisis se puso a prueba la independencia entre las regiones o microrregiones
geograficas establecidas a priori y las frecuencias de los clados mitocondriales hallados para
cada microrregion. Esto se llevd a cabo contrastando la Hipétesis nula (HO) de no asociacion
entre las frecuencias de clados y las microrregiones geograficas establecidas con la Hipotesis
alternativa (H1) de que existe asociacion entre las frecuencias de clados observadas y las
microrregiones geograficas establecidas. Si el valor p asociado a la prueba de Fisher es menor
a 0,05 se rechaza la hipdtesis nula y, por lo tanto, se concluiria que hay diferencias
significativas en la distribucion de los haplotipos entre las microrregiones, lo cual puede sugerir
patrones de migracion o evolucion diferencial en las poblaciones humanas que las habitaron

en el tiempo comprendido en esta tesis.

Para indagar mas sobre la posible estructuracion y diferenciacién genética entre las regiones
y microrregiones establecidas, se calcularon distancias PhiST a partir de las secuencias
alineadas en formato fasta identificadas por microrregion. El indice PhiST estima la
proporcion de la varianza genética entre pares de poblaciones. El valor de PhiST varia entre
0 y 1, donde 0 indica que no hay diferenciacion genética entre los pares de poblaciones
analizados y 1 indica una mayor diferenciacion genética entre los grupos. Los valores de
PhiST fueron calculados con la funcidén pairPhiST de la libreria “haplotypes”, bajo 1000
permutaciones para el calculo del valor p. Los valores p fueron representados graficamente

usando la funcion levelplot de la libreria “lattice.”
Analisis de variaciéon temporal

Con el fin de poner a prueba si existe una variacion de la diversidad genética de la muestra
poblacional bajo estudio a lo largo del periodo comprendido (entre 6080 y 200 anos AP)
(objetivo particular 4), se realizé una prueba de Mantel. La prueba se llevd a cabo con la
libreria “ape” (Paradis & Schliep, 2019) de R. El modelo de evolucion molecular seleccionado
fue el TN93 (Tamura & Nei, 1993) y el parametro gamma fue ajustado a 0,0203. Tanto el
modelo de evolucién molecular como el parametro gamma fueron estimados empiricamente

mediante el algoritmo de ModelTest implementado en RaxML.

La prueba de Mantel evalua la correlacion entre la matriz de distancias genéticas y la matriz
de distancias temporales Euclideana generada a partir de las dataciones radiocarbénicas ('#C
anos AP) de los individuos bajo estudio (Tabla S5.1 y Tabla S5.2, respectivamente). El

coeficiente de correlacion de Pearson es calculado entre estas dos matrices de distancias.
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Este coeficiente varia entre -1 y 1, donde 1 indica correlacién positiva, 0 indica ausencia de
correlacion y -1 indica correlacién negativa. Si la Hipétesis nula (HO) de no correlacién o
asociacion significativa entre ambas matrices no es rechazada (valor p > 0,05), entonces
podemos concluir que no se observan cambios sustanciales en la estructura genética de la
poblacién a lo largo del periodo analizado y que la variacion observada en las distancias
genéticas podria ser el resultado de variacion aleatoria o de algun mecanismo evolutivo

subyacente en proceso que no es susceptible de ser capturado en los analisis.
6.6 Informacioén proveniente del ADN autosémico
Estimacion del sexo molecular

Se estimo el sexo molecular para cada muestra basada en el método descripto por Skoglund
et al. (2013). El método consiste en estimar un estadistico Ry que representa la fraccion entre
el numero de reads que mapearon al cromosoma Y y el numero total de reads que alinearon
a ambos cromosomas sexuales. En caso de ser el cociente menor a 0,016, se infiere que el
sexo molecular para ese individuo es XX, mientras que si el Ry es superior a 0,075 la muestra
es asignada al sexo molecular XY. Los resultados obtenidos fueron contrastados con las
determinaciones de sexado estimadas mediante métodos bioantropoldgicos por la Dra. Silvia
Dahinten y las Lic. Gabriela Millan y Nadia Mohamed (Tabla S1).

6.7 Recursos informaticos

Parte de los analisis llevados a cabo en la presente tesis fueron realizados utilizando la
infraestructura y recursos de supercémputo del Laboratorio Nacional de Visualizacion
Cientifica Avanzada del LIIGH (LAVIS-LIIGH, UNAM, Meéxico). Estos analisis fueron

ejecutados a través de una cuenta de acceso personal e intransferible.
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CAPITULO 7: RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Estado general de cada muestra y autenticidad de los resultados
Procesamiento

Un total de 21 dientes (en su mayoria molares y premolares) y 29 huesos diversos (Tabla S2;
Figura 11) procedentes de 49 individuos'’ fueron procesados utilizando la menor cantidad de
material arqueoldgico posible (~0.02g). Treinta y ocho de estos individuos se enmarcan en los
permisos solicitados en esta tesis doctoral, mientras que los restantes 12 fueron solicitados
en el marco del trabajo en proceso de publicacion de Parolin et al. (en preparacion) y cuyos
permisos seran reportados apropiadamente en ese trabajo (Tabla S1). De la totalidad de
controles negativos incluidos en el procesamiento, un total de diez (10) fueron secuenciados.

No se observé contaminacion en ninguno de ellos (Tabla S2).

-] 42% N=21 Dientes

Huesos largos

60% metatarsal
20% falange Huesos cortos
20% metacarpal

50% temporal
33,3% craneo s/e | Huesos planos
16,7% escapula

Figura 11: Tipo de material arqueolégico procesado. N total = 50. s/e: sin especificar. Para mas

informacion remitirse a Tabla S2. Las figuras muestran lo mas representativo de cada categoria.

Recuperacion de ADN

Del total de muestras procesadas, 41 fueron secuenciadas mas de una vez utilizando

protocolos de extraccion (Dabney etal., 2013; Rohland & Hofreiter, 2007) y distintas

17 El individuo CNP_ABI_072 fue procesado dos veces.
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estrategias de bibliotecas (captura mitocondrial y shotgun) segun el requerimiento mostrado
por cada muestra en la primera ronda de secuenciacion (Tabla S2). Veintisiete fueron
sometidas a captura de ADNmt para mejorar la resolucién de sus resultados. De estas 27, no
se obtuvieron resultados en cinco (5) de ellas. En dos (2) no se logré aumentar mas de 1,5X
sus profundidades de cobertura, lo cual no cumple con el minimo requerido de 3X establecido
a priori en la presente tesis para garantizar la correcta asignacion de variantes alélicas a los
respectivos haplotipos mitocondriales. Las restantes muestras mostraron una mejora
considerable en cuanto a profundidad de secuenciacion implementando el método de captura
de ADNmt (Tabla S2). Los resultados de las diferentes corridas de secuenciacion fueron
unidos bioinformaticamente para cada muestra mediante la herramienta samtools v.0.1.18
(Tabla S2).

En resumen, de la totalidad de muestras procesadas y secuenciadas (N = 50), se obtuvieron
buenos resultados en 33 (eficiencia 33/50 = 66%; Tabla S3). Las muestras que no presentaron
buenos resultados correspondieron tanto a dientes como huesos de diferentes tipos y
presentaron temporalidades diferentes, por lo que no es posible afirmar ninguna tendencia de
estas variables con relacion a la recuperacién de material genético enddégeno. Si bien se ha
reportado que algunos tipos de sustratos como los huesos densos (fémur o tibia) o el hueso
temporal, son mejores que otros en términos de preservacion de ADN (Hansen et al., 2017,
Pinhasi et al., 2015), las condiciones ambientales en general y, en particular la temperatura,
son el factor fundamental para la preservacion e integridad del ADNa (Hofreiter et al., 2015).
En el caso particular del Noreste de la provincia del Chubut, si bien las condiciones de
temperatura y humedad son optimas para la preservacion del material arqueolégico, otros
factores como los fuertes vientos y las lluvias dejan al descubierto enterratorios, acelerando
la meteorizacién de los restos y propiciando alteraciones antrépicas en los sitios. Asimismo,
son frecuentes los hallazgos fortuitos debido a la urbanizacién de la zona lo cual, también

modifica el estado de preservacion de los restos arqueolégicos (Gémez Otero, 2012).

Los resultados para la totalidad de las muestras y sus diferentes corridas de secuenciacion se
detallan en la Tabla S2.

7.2 Validacion de ADN antiguo
Validacién del ADN antiguo: longitud de fragmentos

Mediante el programa ATLAS (Kieser et al., 2020), se obtuvieron longitudes de fragmentos
esperados para ADNa en la totalidad de las muestras secuenciadas (entre 60 y 150 pares de

bases - pb) (Peyrégne & Priifer, 2020) (Tabla S2). La frecuencia de distribucion de la longitud
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de los fragmentos se obtuvo mediante el programa MapDamage v2.0 (Jonsson et al., 2013)

(véase Figura 6 del capitulo 4).

Los métodos de extraccion implementados mostraron eficiencias de recuperacion diferentes
en cuanto a la longitud de los fragmentos. Mientras el método de extraccién desarrollado por
Rohlan & Hofreiter (2007) recupero fragmentos de entre 60,83 y 105,82 pb con un promedio
de 85,3 pb; el método de Dabney et al. (2013) recuperdé fragmentos mas cortos, con un minimo
de 62,18 y un maximo de 90,93 pb siendo el promedio 77,05 pb de longitud. Esta observacién
fue corroborada comparando la longitud de los fragmentos recuperados de muestras
secuenciadas por ambos métodos de extraccion (A05, C17 y D26; Tabla S2). Los largos de
fragmentos para estas muestras y sus respectivos métodos de extraccion se detallan en los
graficos de longitud del Apéndice N. Bajo estas observaciones, por lo tanto, podriamos decir
que ambos métodos son complementarios y se recomienda su utilizacion conjunta para

recuperar la totalidad de fragmentos de ADNa de una muestra.
Validacién del ADN antiguo: patrones de dario

Debido a su alta susceptibilidad a la contaminacién con fuentes externas (ADN moderno
proveniente de la manipulacion de los restos durante el trabajo arqueolégico y de laboratorio),
ademas de los recaudos especificados en el capitulo 6 referidos al tratamiento y manipulacion
de material arqueolégico, el ADN recuperado de las muestras estudiadas requiere de estricta
validacion. La identificacién de transiciones Citosina (C) por Timinas (T) incrementadas en el
extremo 5’ del fragmento secuenciado, y el resultante aumento de sustituciones de Guaninas
(G) por Adeninas (A) en el extremo 3’ causado por la actividad enzimatica reparadora, es
considerado el estandar de excelencia en la autentificacion del material genético antiguo
(Skoglund et al., 2014). Estos patrones de dafio caracteristicos fueron validados a través del
programa MapDamage v2.0 (Jonsson et al., 2013) para cada muestra, tanto para ADN nuclear

como para ADNmt. Un ejemplo de este patron se muestra en la Figura 7 del capitulo 4.

De la totalidad de muestras analizadas (N=50) se obtuvieron graficos de patrones de dafio en
40 de ellas (Apéndice N).

Validacion del ADN antiguo: estimacion de contaminacion

El grado de contaminacion del ADNmt fue estimado para cada muestra mediante el programa

schmutzi desarrollado por Renaud et al. (2015).

La contaminacion estimada varié entre 1 y 3% para la mayoria de las muestras (Tabla S2).

Aquellas muestras para las cuales, debido a su bajo contenido de fragmentos de ADNa, no
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pudo estimarse el grado de contaminacion y cuyos patrones de desaminacién no mostraron
el dafno esperado para ADNa, fueron eliminadas de los analisis subsiguientes (muestras: C19,
C20, D27, E42, E43, F50, G60).

Las muestras que pasaron los estandares de verificacion (N=33) se especifican en la Tabla

S3 junto a sus respectivos valores de contaminacion promedio.
ADN endoégeno, cobertura horizontal y vertical

La Tabla S3 presenta los porcentajes de recuperacion de ADN endégeno nuclear vy
mitocondrial para aquellas muestras que pasaron los estandares de verificacion una vez
unidas sus diferentes corridas de secuenciacién y sometidas a filtros de calidad y eliminacién
de duplicados producto de artificios de PCR (para mas detalle véase el capitulo 6). EI ADN
endogeno varié entre 0,05 y 68,3% con un promedio de 15% para el ADN nuclear (Tabla S3)
y entre 0,01 y 0,58% con un promedio de 0.1% para el ADNmt (Tabla S3). Estos resultados

son consistentes con un buen estado de preservacion de las muestras arqueolégicas.

No se observo una tendencia en la recuperacién de ADN enddgeno nuclear por secuenciacion
shotgun segun el tipo de material procesado en aquellas muestras que arrojaron buenos
resultados (N=33), ni segun la datacion de las mismas (Figura 12; Tabla S3). El mayor
porcentaje de ADN enddgeno nuclear fue recuperado de la muestra C17 correspondiente a la
parte petrosa de un hueso temporal (68% de recuperacién; Tabla S3; Figura 12). Otros dos
huesos temporales procesados, mostraron también un grado alto de preservacion de ADN
(muestras F51 y D26 — 25,6 y 10,9%, respectivamente). La buena preservacion de material
genético en la porcidn petrosa del hueso temporal ha sido ya reportada en la bibliografia
(Hansen et al., 2017; Pinhasi et al., 2015) y, si bien métodos de muestreo menos invasivos se
han establecido para este hueso (Sirak et al., 2017), es importante mencionar que su uso ha
sido criticado en la literatura reciente (vease p.ej. Prendergast & Sawchuk, 2018) y que se ha
recomendado evitar su destruccién debido a su valor informativo en estudios de procesos
microevolutivos a partir de analisis morfométricos (Smith, 2011). Por lo tanto, y viendo que
también es posible recuperar cantidad significativa de ADNa a partir de otros tipos de sustratos

(Figura 12), se recomienda no procesar este hueso.

La profundidad de secuenciacion, también llamada cobertura vertical (X), fue estimada
mediante el programa ATLAS (Kieser et al., 2020). Se recuperaron profundidades que van
desde 1,5X a 173,1X para ADNmt (Tabla S2 y S3). Como fue especificado en la seccion de
metodologia, se establecid como criterio un minimo requerido de 3X para la correcta

asignacion de variantes alélicas en la definiciéon de nuevos linajes mitocondriales. Para las
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posiciones nodales esperadas, el criterio fue un poco mas permisivo en casos donde la
cobertura (X) no llegaba a ser 3X. Asi, por ejemplo, el individuo A06 fue asignado como C1b
aunque la mutacion G11914A!, una de las nodales del clado C, se encontrara en 1/1 X de
cobertura. Mediante las diferentes corridas de secuenciacion y captura de ADNmt fue posible
secuenciar entre 15807 y 16569pb del ADNmt, conocido como cobertura horizontal (Tabla S2
y S3).
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1200470 |D34 | 0.06% gza == 0.05%

34— 0,06%
690£50 | F49 1 0.12% F49 T 0,12% [ Dientes
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270460 |E39 B 0,30% E39 0,30% Il 9
1540+50 |D33 B 0,36% 2:2 S —— (), 36% [ Huesos cortos
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y .
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Figura 12: Porcentaje de ADN nuclear enddgeno (%) recuperados para las muestras que pasaron los
estandares de verificacion establecidos para ADN antiguo y que fueron sometidas a secuenciacion
shotgun (N=32). La libreria G61c fue capturada por mitocondrial directamente por lo que no se presenta
en esta figura. Los datos aqui mostrados corresponden al mejor resultado obtenido por secuenciacion
shotgun para cada una de las muestras. La datacion en afios radiocarbénicos (“C AP) se incluye en la
columna del margen izquierdo: n/p: dato no publicado; HTF: Holoceno Tardio Final (desde 1900 a 200
afos AP); HTI: Holoceno Tardio Inicial (desde los 3900 a los 2000 afios AP). Con un asterisco (*) se
indica las dataciones asociadas, no realizadas directamente sobre el individuo muestreado. Las flechas

negras indican los huesos temporales mencionados en el texto.
7.3 Abordaje de los objetivos e hipétesis: nivel interregional
Haplogrupos y linajes

Se obtuvieron resultados validados segun los criterios anteriormente mencionados para un

total de 33 individuos analizados en el marco de esta tesis doctoral. Veinte de estos

77



Resultados y discusion

corresponden al HTF, 10 al HTI, dos (2) al periodo comprendido entre los 200 afios AP y el
presente (conocido como periodo post-contacto) y una (1) sin especificar. La mayoria de estas
muestras cuentan con datacién directa publicada (N = 17) mientras que a siete (7) muestras
se las asocian con dataciones indirectas de contexto. En ocho (8) se define un rango temporal

por tratarse de fechados directos sin publicar y una (1) no cuenta con datacién (Tabla S3).

A estas muestras se le suman los resultados del trabajo de Parolin et al. (en preparacion)
procesadas en Bustamante Lab de la Universidad de Stanford (Estados Unidos) en el afio
2016 y cuyos permisos y metodologias seran reportados apropiadamente en su trabajo. En
cuanto a rangos temporales, la muestra poblacional asciende a 31 muestras del HTF, 13 al
HTI, dos (2) al post-contacto y una (1) al Holoceno medio (HM) (Tabla 3) segun la divisién
adoptada por Gémez Otero & Svoboda (2022) y especificada en el capitulo 6 de la presente

tesis. Para mas especificacion ver Tabla S3.

Contabilizando las muestras ya mencionadas de Parolin et al. (en preparacion), se
identificaron un total de 40 haplotipos diferentes en los 48 individuos analizados. Los
haplogrupos y sub-haplogrupos mitocondriales fueron asignados usando Phylotree build 17
(van Oven, 2015) y Haplogrep 2 (Weissensteiner et al., 2016) y reclasificados en base a
literatura pertinente (Tabla 3), acorde a lo mencionado en el capitulo 6. Dieciocho de estos
haplotipos, fueron asignados al clado D1 (45%), ocho (8) al C1b (20%), ocho (8) al B2 (20%)
y seis (6) al C1c (15%). No se detecto la presencia de los clados A2 ni D1j en los individuos

estudiados.
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Tabla 3: Individuos analizados que pasaron los estandares de verificacion para ADN antiguo incluidos
los analizados en Parolin et al. (en preparacidon). Se presentan los datos asociados y la asignacion al
clado de ADN mitocondrial (ADNmt) estimada. Para mas detalles de contexto ver Tabla S1y S3.

Clado ID . aa Datacion Rango Clado
ADNmt Lkl arqueolégico L] 14C APt temp<g>ral ADNmt

B2 F51 CNP_ABI_078-2 PV 1530 + 50* HT. final B2ak1
AEH148 CNP_ABI_022 Transicion 1400 + 60 HT. final B2ak1b1
AEH153 CNP_ABI_016 PV 880 + 50* HT. final B2ak1b1
Cc22 CNP_ABI_021-S36 VIRCH 500-1000 HT. final B2ak1b2
G58m CNP_ABI_080 VIRCH >1000 (n/p) HT. final B2ak1b1
AEH142 CNP_ABI_043 Transicién 2640 + 50 HT. inicial | B2ak1a
G57cm CNP_ABI_PF_14 VIRCH 1690 + 60 HT. final B2b15
AEH146 CNP_ABI_026 VIRCH 1400 + 60 HT. final B2b16a

C1 B09cm CNP_ABI_021-S1 VIRCH 500-1000 (n/p) HT. final C1b35
G53cm CNP_ABI_033 VIRCH >1000 (n/p) HT. inicial | C1b35
AEH141 CNP_ABI_047 VIRCH 6070 + 80 HM C1b35
AEH150 CNP_ABI_037 VIRCH 1090 £ 70 HT. final C1b35
D28c CNP_ABI_PF_19 Meseta 1100 + 50 HT. final C1b35
A04cm CNP_ABI_061 VIRCH 1390 + 80 HT. final C1b32
A06m CNP_ABI_060-A2 VIRCH 1900 + 90* HT. final C1b32
D34cm CNP_ABI_046 PV 1200 £ 70 HT. final C1b33
E41c CNP_ABI_076 Transicién 2430 + 80 HT. inicial | C1c11g
AEH143 CNP_ABI_018 Transicion 2410 £ 50 HT. inicial | C1c11g1
C24-2cm CNP_ABI_FB-04 SEP 2290+ 70 HT. inicial | C1c11gia
B14Dm CNP_ABI_FB-01 SEP 2200 + 80 HT. inicial | C1c11
B15m CNP_ABI_FB-03 SEP 2070 + 80 HT. inicial | C1c11
AEH144 CNP_ABI_032 PV 2010 + 50 HT. inicial | C1c11i
D33cm CNP_ABI_014 Transicion 1540 + 50 HT. final Clct1i

D1 G61c CNP_ABI_090_A1 PV s/d s/d D1g
A01cm CNP_ABI_070-A1 Transicién 2990 + 60* HT. inicial | D1g
A02cm CNP_ABI_070-A2 Transicion 2990 * 60* HT. inicial | D1g
AO3m CNP_ABI_PF_21 PV 2410+70 HT. inicial | D1g
E39cm CNP_ABI_019-3 VIRCH 270 + 60 HT. final D1g5a
F45m CNP_ABI_019-8 VIRCH 270 + 60 HT. final D1g5
AEH159 CNP_ABI_039-1 VIRCH 310+ 70 HT. final D1g5
AEH158 CNP_ABI_006 Meseta 350 + 50 HT. final D1g5
C23D CNP_ABI_FB-02 SEP 2143 +23 HT. inicial | D1g5
E38cm CNP_ABI_050 Transicion 370 + 50 HT. final D1g5a2
D26cm CNP_ABI 007 Meseta 350 * 50* HT. final D1g5a2a
AEH154 CNP_ABI_001-2 Transicién 770 £ 50 HT. final D1g5a2a
F44cm CNP_ABI_019-1 VIRCH <200 Post-cont D1g5a2a1
F49cm CNP_ABI_072 VIRCH 690 + 50 HT. final D1g5a2a1
AEH156 CNP_ABI_013 Transicién 550 + 60 HT. final D1g5a2a1
AO7m CNP_ABI_078-1 PV 1530 + 50 HT. final D1g5a1
B10m CNP_ABI_021-S2 VIRCH 500-1000 (n/p) HT. final D1g5aia
E40cm CNP_ABI_019-2 VIRCH <200* Post-cont D1g5ala
AEH152 CNP_ABI_015 PV 880 + 50 HT. final D1g5ala
AEH151 CNP_ABI_002 Transicién 1050 + 50 HT. final D1g5
B16cm CNP_ABI_FB-05 SEP 2123 £+ 23 HT. inicial | D1g5b
AO5cm CNP_ABI_060-A1 VIRCH 1900 + 90* HT. final D1u
AEH145 CNP_ABI_020 VIRCH 1990 + 60 HT. final D1g7
C17m CNP_ABI_021-S8 VIRCH 500-1000 (n/p) HT. final D1g7a
C25Dm CNP_ABI_021-S31+5 | VIRCH 500-1000 (n/p) HT. final D1g7a

I: Los ID Lab con cédigo AEH# corresponden a individuos procesados y analizados por Parolin et al. (en
preparacion). t: Los rangos y temporalidades de las dataciones no publicadas (n/p) corresponden a comunicacion
personal con la Dra. Anahi Benegas y la Lic. Soledad Caracotche. Para las referencias de las dataciones ver Tabla
S1. Los rangos temporales fueron establecidos siguiendo el criterio de Gémez Otero y Svoboda (2022) como HM:
Holoceno medio (7400-4000 afios AP); HT: Holoceno tardio: inicial (3900-2000 afios AP) y final (1900-200 afios
AP); Post-contacto (<200 afios AP). PV: Peninsula Valdés; VIRCH: valle inferior del rio Chubut; SEP: Sureste de

la provincia del Chubut. s/d: sin datacién. El asterisco (*) corresponde a dataciones indirectas.
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Estimacion filogenética: comparacion interregional

Se construyeron redes de haplotipos para los clados B2, C1b, C1c y D1g en base a
mitogenomas de individuos publicados en la literatura provenientes de Chile y de la regién
central de Argentina (incluyendo la regidon pampeana), asi como de las sub-regiones
Patagonia norte, sur e insular, incorporando, ademas, muestras de individuos de otras
regiones y paises necesarias para la topografia final de los arboles filogenéticos segun lo
observado en los recientes trabajos de Garcia et al. (2021) y Motti et al. (2023). Las
delimitaciones regionales se especifican en la Figura 1 y aclaraciones pertinentes fueron
desarrolladas en la seccidon de marco teérico y metodologia de la presente tesis (véase
capitulos 2 y 4). Los mitogenomas de los individuos publicados en Nakatsuka et al. (2020)
fueron extraidos del genoma completo publicado en el European Nucleotide Archive (ENA) y
procesados bioinformaticamente de la misma forma que las muestras de los individuos de la

presente tesis.

Luego de varias pruebas, se llegé a la conformacién final de cada red de haplotipos y a su
respectivo arbol filogenético (Figuras 13-16). Las muestras incluidas en las redes se
especifican en la Tabla S4 y sus graficos estan disponibles en el Apéndice O. Tal como fue
especificado en el capitulo 6, para aquellos trabajos disponibles en la bibliografia cuya
resolucion de analisis contemplaba las regiones HVI, HVIlI o Region Control, se realizé una
busqueda manual de las posiciones diagndsticas y otras de interés para los resultados aqui
presentados. Se aclara que las posiciones mutadas respecto del genoma mitocondrial
humano de referencia (rCRS), seran detalladas anteponiendo la base de referencia a la
posicion y especificando la base mutada al final de esta. Es decir, por ejemplo, A13263G

refiere a la mutacion del alelo de referencia A por el alelo G en la posicién 13263.

Los arboles filogenéticos de los haplotipos mitocondriales fueron reducidos a las ramas de

interés discutidas a continuacién en el texto.

Haplogrupo B2

El haplogrupo B2 fue encontrado en ocho (8) de los 48 individuos analizados (20%). Cuatro
(4) de los cuales corresponden a la presente tesis mientras que otros cuatro (4) individuos
fueron tomados de Parolin et al. (en preparacién). Las muestras corresponden a individuos
recuperados de sitios arqueolégicos de la costa norte de Patagonia central que fueron
fechadas entre 880 + 50 y 2640 + 50 anos AP (Tabla S3). La red de haplotipos para este clado
fue construida a partir de 40 mitogenomas y 35 haplotipos diferentes obtenidos de individuos

antiguos y contemporaneos disponibles en la bibliografia publicada y bases de datos (Tabla
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S4; Apéndice O). La Figura 13 muestra el arbol filogenético acotado a las ramas de los sub-

haplogrupos de interés para la presente tesis.

Los estudios llevados a cabo en poblaciones contemporaneas de Patagonia continental y
Tierra del Fuego muestran un decrecimiento en la frecuencia de B2 de norte a sur con
ausencia del mismo en poblaciones del extremo mas austral del continente, como Selk’nam y
Aonikenk (Lalueza-Fox et al., 1997) y Yamana y Kawesqgar (de Saint Pierre, Bravi, et al.,
2012). Esto llevg, inicialmente, a hipotetizar una migracién original portadora solo de los clados
C y D (Lalueza-Fox et al., 1997) o la desaparicion en poblaciones ancestrales de B2 por deriva
génica (Moraga et al., 2000). Sin embargo, los recientes hallazgos de B2 en relativa alta
frecuencia para poblaciones antiguas, principalmente en Patagonia sur (provincia de Santa
Cruz) (Arencibia et al., 2019; Franco et al., 2017; Moraga et al., 2016), ha llevado a repensar
los escenarios plausibles para este clado, sugiriendo que su baja frecuencia en poblaciones
ancestrales podia deberse, en realidad, a un sesgo muestral y no al efecto de la deriva génica,
algo que se hipotetiza, podria haber sucedido en las poblaciones de Patagonia insular
(Arencibia et al., 2019).
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Figura 13: Arbol filogenético reconstruido a partir de 40 mitogenomas y acotado a las ramas internas B2b y B2ak. Los nimeros en circulos corresponden a mitogenomas de
individuos discutidos en el texto y especificados en Tabla S4. Las mutaciones corresponden a transiciones a no ser que se especifique lo contrario. En color bordé se presentan
las mutaciones de la Regién Control del ADNmt. Subrayado se indican las posiciones recurrentes. Los rectangulos con fondo negro corresponden a nuevas definiciones de

clados. Rangos temporales en afios 14C AP: Holoceno medio: 7400-4000; Holoceno tardio inicial: 3990-2000; Holoceno tardio final: 1990-200; post-contacto: <200. Para mas
especificaciones ver Tabla S4.
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Hasta la escritura de esta tesis, en poblaciones antiguas de Patagonia, el clado B2 ha sido
reportado en Patagonia central en cuatro (4) individuos por Parolin et al. (2017) (muestras
incluidas en la presente tesis); en un (1) individuo localizado en el sitio Bafio Nuevo 1 (sur-
oeste de Chubut) por Reyes et al. (2012); en cinco (5) individuos de la provincia de Santa Cruz
(Patagonia sur; sitio Lago Salitroso) por Arencibia et al. (2019); y en 11 individuos de los sitios
Rio Bote y Oreja de Burro al sudoeste de la misma provincia por Moraga et al. (2016) y Franco
et al. (2017). En la aqui delimitada Patagonia sur (Figura 1), Moreno Mayer et al. (2018)
reportaron la presencia de este haplogrupo en un individuo del sitio Cueva Ayayema ubicado
en la regién central del archipiélago de Chile (Regién Magallanes). Un reciente trabajo basado
en el analisis de las regiones HVI y HVII*® mitocondrial reportd el hallazgo de un individuo
asignado al sub-haplogrupo B2b en el sitio Bahia Buena localizado en el Estrecho de
Magallanes (individuo 70452) (Balentine et al., 2022). Fechado en 6679-6895 afios cal AP,
este individuo constituye el registro mas antiguo y austral del haplogrupo B2 hallado hasta el
momento para la transicién Patagonia sur/Patagonia Insular, con datacion semejante a la
reportada en la regién pampeana por Posth et al. (2018) y Roca-Rada et al. (2021) (fechado:
6080 £ 150 afos AP; sitio Laguna Chica). Sin embargo, cabe aclarar que el rango analizado
por Balentine et al. (2022) abarca solo las posiciones 16190 a 16355 y que, ademas,
solamente fueron reportadas las mutaciones T16217C y T16330A. Con esta informacion no
es posible llegar a la asignacion B2b informada por los autores por lo que se estima que su

asignacion es apresurada y/o dudosa.

En cuanto a los fechados, para la costa norte de Patagonia central, estos fueron estimados
entre 2640 £ 50 a 880 + 50 afos AP (Parolin et al., en preparacién). En Patagonia sur, se
estimaron entre los 3800 y 3600 afios AP para los individuos reportados por Moraga et al.
(2016) y Franco et al. (2017) al suroeste de Santa Cruz y resultan ser mas tempranos respecto
de los reportados en el centro-oeste de la misma provincia por Arencibia et al. (2019) (entre
690 + 40y 352 + 40 afios AP), demostrando una continuidad del linaje de al menos 3000 afios
AP.

En un trabajo de compilacion, para la region central del pais, Nores et al. (2022) comunicaron
el clado B2 en nueve (9) individuos de la provincia de Cérdoba, datados entre 4450 £ 80 y
420 £ 41 afos AP (Tabla S4). Muchos de los individuos reportados por estos autores fueron
previamente analizados por mitogenoma completo en el trabajo de Garcia et al. (2021). En

este trabajo, Garcia et al. (2021) identificaron nuevos sub-haplogrupos que, estos

18 Balentine et al. (2022) también analizaron segmentos adicionales segun el requerimiento necesario para la
identificacion de algunos sub-haplogrupos (ver su trabajo para mayor informacion).
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investigadores consideraron locales del centro de Argentina, entre ellos B2ak y B2b2

discutidos a continuacion.
Sub-haplogrupo B2ak

Debido a la alta frecuencia y diversidad del sub-haplogrupo B2ak y su rama interna B2ak1
definidos por las posiciones A11590G y C16142T, respectivamente, Garcia et al. (2021)
proponen un origen en el centro y centro-oeste de Argentina de gran profundidad temporal y
con posterior distribucion hacia el noroeste argentino (NOA) y Chile. Esto explicaria, segun
los autores, la presencia de un linaje B2ak1 con datacion mas reciente (~1300 afios AP) en la
provincia de Salta (Carnese et al., 2010 en Nores et al., 2022). Recientemente, Motti et al.
(2023), adhiriendo al origen local y posterior dispersion propuesta por Garcia et al. (2021),
hallaron B2ak1 en dos (2) individuos del sitio EI Guanaco 1 ubicado en la costa sur de la
provincia de Buenos Aires (region pampeana) asignados al HTI (2280 + 30; Tabla S4),
demostrando la conexion entre el centro del pais y la region pampeana delimitada por los

autores.

El analisis de los resultados aqui presentados, muestra un patréon mas complejo con nuevas
ramas internas. En el caso del sub-haplogrupo B2ak1a, la red construida demuestra que el
haplotipo del individuo AEH142 de la costa norte de Patagonia central es nodal o ancestral
para este sub-haplogrupo (Figura 13; #17). Oportunamente, la profundidad temporal de este
individuo, fechado en 2640 + 50 afnos AP, resulta ser mas antigua que las reportadas para el
centro del pais (rango entre 533 + 42 y 2156 + 86 anos AP). Una nueva rama interna es
definida aqui como B2ak1b y soportado por cuatro (4) individuos de la costa norte de la
provincia del Chubut y un (1) individuo del sur de Buenos Aires (Motti et al., 2023). Esta rama
interna contiene a su vez dos clados nombrados como B2ak1b1y B2ak1b12 (Figura 13, Tabla
S4). Los tiempos de coalescencia calculados mediante BEAST para estos nuevos clados
fueron estimados en 3591,38 anos AP (2576,14; 4768,81) para B2ak1b y en 2098,56
(1400,04; 2968,66) y 2679,2 (2400; 3227,18) para B2ak1b1 y B2ak1b2, respectivamente
(Apéndice P).

Los fechados de los individuos asignados a B2ak1, apoyan la hipotesis inicial de Garcia et al.
(2021) respecto del origen en el centro del pais para este clado (Tabla S4) siendo el individuo
#199 fechado en 4450 * 80 afios AP, el individuo mas antiguo hasta el momento encontrado
para este sub-haplogrupo (Figura 13 #12). Sin embargo, los hallazgos aqui reportados
permiten inferir un patron de diversidad mas complejo que resulta, seguramente, de los

contactos entre poblaciones ancestrales de ambas regiones aqui delimitadas.
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Por su parte, en poblaciones contemporaneas, la variante diagnéstica C16142T de B2ak1, ha
sido reportada en diferentes regiones de Chile (de Saint Pierre, Bravi, et al., 2012; Gomez-
Carballa et al., 2016). Sin embargo, ninguno de estos individuos contiene, ademas, algunas
de las posiciones comprendidas en la Region Control observadas para los individuos aqui
analizados (léase posiciones 16261, 16092, 16390, 46 y 207). Asimismo, debido a que la
resolucién de la mayoria de los estudios en poblaciones contemporaneas no involucra la
region codificante del ADNmt, no fue posible corroborar la presencia de A11590G diagndstica

de B2ak en los individuos de estos estudios.

A diferencia del trabajo de Garcia et al. (2021), la transicién diagndstica de B2ak1 no ha sido
reportada en las poblaciones patagdnicas actuales. En la ciudad de Trelew ubicada en el
VIRCH (Chubut, Argentina), B2 (27,1%) fue hallado con predominancia del sub-haplogrupo
B2i2 (38.5%) (Tamburrini et al., 2021). Los recientes hallazgos en estudios de ADNa, incluidos
los aqui presentados, hasta el momento y con la salvedad de que muchos no alcanzan la
resolucion necesaria para su determinacion, no han reportado el sub-haplogrupo B2i2 en
poblaciones antiguas. Esto apoya la hipotesis sobre un origen tardio del clado, al menos en
lo que respecta a la Patagonia central y al centro de Argentina (de Saint Pierre, Gandini, et al.,
2012). No obstante, no puede descartarse que su ausencia en tiempos mas tempranos sea

debido a un sesgo muestral.
Sub-haplogrupo B2b

Otro de los clados que merece discusion en el marco de los hallazgos producidos en esta
tesis, es el sub-haplogrupo B2b definido por la transicion G6755A. El mismo se encuentra
distribuido en poblaciones contemporaneas de Norte- y Sud- América con alta frecuencia en
la region andina, principalmente en Peru (Gémez-Carballa et al., 2018). Este linaje pareceria
haberse originado en el norte de Mesoamérica hace aproximadamente 16.600 afos AP (rango
15.600-17.500 afios AP) (Brandini et al., 2017) con una posterior diversificacion y distribucion
tanto por costa pacifica como atlantica (Gémez-Carballa et al., 2018). Roca-Rada et al. (2021)
reportan la presencia de un haplotipo B2b ancestral a la diversificacion de los clados B2b3 y
B2b14 en un individuo del sitio Laguna Chica (Buenos Aires, region Pampeana) datado en
6080 + 15 afios AP. Por su parte y en base al andlisis de poblaciones antiguas y
contemporaneas, Garcia et al. (2021) reportan nuevos sub-haplogrupos locales de B2b y

modificaciones a las definiciones propuestas por otros autores.

Sobre el analisis de los individuos de la presente tesis, algunas modificaciones fueron
realizadas en el arbol presentado por Garcia et al. (2021) para B2b (Figura 13). La

incorporacién del individuo G57, fechado en 1690 £ 60 afios AP, reconfigura la definicién de
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B2b15 definido ahora por una transicion en la posicién T6680C y soportado por los individuos
VA41 de Santiago del Estero y KP172340 y KP172324 de la provincia de Chaco (Garcia et al.,
2021) (Figura 13 #1-3). Asimismo, un nuevo sub-haplogrupo es definido por la transicién
G3316A y es nombrado como B2b16 en Motti et al. (2023). También el individuo A460 de
Magallanes (sitio Cueva Ayayema, Chile) publicado por Moreno Mayer et al. (2018) y datado
en 4520 £ 30 afnos AP presentd la posicion diagndstica G6755A de B2b. Si bien este individuo
no fue incluido en las redes de haplotipos por presentar posiciones no secuenciadas
(comunmente conocidas como “gaps”), su haplotipo fue analizado manualmente, no
hallandose otra variante compartida con los individuos aqui presentados, lo que hace suponer
que es un haplotipo ancestral a la diversificacién de las ramas internas de B2b. Los fechados
de los individuos incluidos en el sub-haplogrupo B2b16 (Figura 13; Tabla S4), lleva a suponer
que su origen en la region se dio en tiempos tempranos. El tiempo de coalescencia para este
sub-haplogrupo fue estimado en ~10000 afos (7760,63; 12200,10) por Motti et al. (2023),
consistente con el rango estimado en la presente tesis 7557,29 (6406,55; 8747,59) (Apéndice
P).

Si bien las posiciones 6680 y 3316 no han sido analizadas por la mayoria de los trabajos
publicados para la regiéon patagdnica, algunas inferencias pueden hacerse a partir de la
Region Control. La variante T16140C, encontrada en el individuo AEH146 de Parolin et al. (en
preparacion), ha sido reportada en diferentes regiones chilenas por Gémez-Carballa et al.
(2016), siendo por lo tanto una mutacion recurrente dentro de B2. El individuo Huilliche036
publicado por Yang et al. (2010) presenté ademas la variante C16173T, también hallada en el
individuo antiguo AEH146 por Parolin et al. (en preparacion). Esta ultima variante fue también
reportada en el individuo contemporaneo 02-0297 de la || Region Antofagasta, Chuquicamata
(Chile) pero sin la co-ocurrencia de T16140C (Gémez-Carballa et al., 2016). La variante
C16214T hallada en el individuo G57 (Figura 13 #4) fue reportada previamente en el individuo
02-0242 de Gomez-Carballa et al. (2016).

Los hallazgos aqui presentados, junto con los ya publicados por colegas, demuestran la
presencia del clado B2 en poblaciones antiguas de latitudes altas y una diversidad interna
mayor a lo pensado en base a estudios de poblaciones patagdnicas contemporaneas. Tal
como menciona Brandini et al. (2017) B2b resulta ser informativo a la hora de pensar la
dispersion de este linaje por Sudamérica. Segun la propuesta de estos autores, el linaje habria
divergido en el norte de Sudamérica generando variantes por ambas vertientes, tanto la
pacifica como la atlantica. Esto invita a repensar la historia del clado B2 de forma local. Para
las regiones pampena y patagonica, pareceria haber ciertos clados locales no hallados hasta

el momento en areas mas australes. Sin embargo, esto puede deberse a un sesgo muestral
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y metodoldgico de la Patagonia sur, aqui delimitada por los paralelos 46° y 52° S (Figura 1).
Asimismo, el trabajo aqui presentado, refuta la observacion de Roca-Rada et al. (2021)
respecto de la ausencia al Este del Cono Sur de Sudamérica de los clados B2b y C1c
(discutido en su seccion correspondiente), demostrando su relativa alta incidencia vy

profundidad temporal (Tabla S4).

Haplogrupo C1b

El haplogrupo C1b fue hallado en ocho (8) de los 48 individuos provenientes de Patagonia
central (20%). Dos (2) de los cuales fueron tomados de Parolin et al. (en preparacion). Los
fechados van desde el HM para uno (1) de los individuos (6070 + 80 afios AP) hasta el HTI
para los restantes (fechadas entre 1090 + 70 y1900 £ 90 afios AP). Dos individuos no cuentan
con fechado publicado por lo que solo fue posible asignarlos a los periodos delimitados por
Gobmez Otero & Svoboda (2022) como HTF y HTI (Tabla 3). Luego del filtrado de las muestras
de interés para esta tesis, la red de haplotipos quedd constituida por 44 mitogenomas y 40
haplotipos diferentes obtenidos de individuos antiguos y modernos (Tabla S4; Apéndice O).

El arbol filogenético acotado a las ramas de interés se presenta en la Figura 14.

Junto con D1g, el C1b es el haplogrupo mas frecuente en poblaciones patagoénicas
contemporaneas con haplotipos compartidos a ambos lados de la cordillera y una alta
predominancia del sub-haplogrupo C1b13 virtualmente restringido al Cono Sur (de Saint
Pierre, Bravi, et al., 2012; de Saint Pierre, Gandini, et al., 2012; Postillone, Martinez, et al.,
2020; Tamburrini et al., 2021). Al igual que para el linaje D1, C1b ha mostrado una clina de
frecuencias aumentando de norte a sur para la region Patagdnica alcanzando altas
frecuencias en poblaciones Yamana (38.1% de C1b y 9.5% de C1b13) (de Saint Pierre, Bravi,
et al., 2012). Los estudios realizados hasta el momento en poblaciones antiguas de la regién
patagonica han demostrado la alta incidencia del clado C1b y una restringida y baja frecuencia
del sub-haplogrupo C1b13.

En poblaciones ancestrales de Patagonia Norte, tanto vertiente andina como costa atlantica
(Rio Negro) se ha reportado la incidencia de C1 en dos (2) individuos sin datar del Museo de
la Patagonia de Bariloche y en un individuo de la localidad de San Antonio Oeste de la misma
provincia fechado en 1588 + 46 (Crespo, Favier Dubois, et al., 2017; Crespo, Russo, et al.,
2017). En la provincia de Santa Cruz (Patagonia sur), Crespo, Russo et al. (2017) reportaron
la presencia de C1 en dos individuos sin fechar, mientras que Arencibia et al. (2019) lo
identificaron en tres (3) individuos del sitio Lago Salitroso (noroeste de Santa Cruz); dos (2)
de los cuales fueron datados en 380 £ 40 y 539 £ 46 afios AP. Debido a que en estos trabajos

solo se analizé la regidén HVI, resulta dificil inferir si estos individuos pertenecen o no al
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haplogrupo C1b o a alguna de sus variantes. En el trabajo de Arencibia et al. (2019), uno de
los individuos presentd la variante C16266T, diagnéstica de C1b19b definido por Garcia et al.
(2021), mientras que los haplotipos de otros dos individuos — SAC 834 de Arencibia et al.
(2019) y MB21 de Crespo, Russo et al. (2017) - presentaron ademas la transicion A16171G,
una de las variantes que definen el sub-haplogrupo nombrado en este trabajo como C1b35
(Figura 14).

En un trabajo posterior realizado en Patagonia sur, mas precisamente en la costa norte de la
provincia de Santa Cruz, Arencibia et al. (2022) identificaron dos (2) individuos C1b13
fechados en 2400 £ 50 y 1820 + 60 afos AP. En Patagonia Insular, tras el analisis de la Regién
Control, Motti et al. (2020) reportaron la presencia de C1b en diez (10) individuos del
cementerio de la Misién Salesiana en Tierra del Fuego, uno (1) de los cuales fue asignado
como C1b13. En Patagonia central, el unico registro del clado C1b13 es el reportado por
Moraga et al. (2022) en un individuo de la regién de los Chonos. En lo que respecta al presente
estudio, no se observo este sub-haplogrupo. Dado el nimero relativamente alto de individuos
analizados en el Nordeste de la provincia del Chubut y a pesar del hallazgo de un individuo
con este linajes en la costa pacifica, podria inferirse que su origen estaria restringido a
latitudes mas altas que las inicialmente interpretadas para este linaje (de Saint Pierre, Bravi
et al., 2012; de Saint Pierre, Gandini et al., 2012). Si bien los recientes hallazgos de este sub-
haplogrupo permiten inferir su presencia en la regiéon patagdénica con gran profundidad
temporal y su continuidad hasta tiempos histéricos, es necesario ampliar el numero de

individuos analizados para poder interpretar el origen y la dispersion de este clado.

Continuando con el extremo sur de la regién patagdnica, en la transicion Patagonia
sur/Patagonia Insular y en el extremo sur de Tierra del Fuego, en un trabajo reciente, Balentine
et al. (2022) reportaron la presencia de C1b en 27 individuos fechados entre 1293 y 1376, y
510 y 561 cal AP (muchas de las cuales no cuentan con datacion), mientras que para la region
pampeana (centro-este de Argentina), C1b fue hallado en seis (6) individuos asignados al HM
y en dos (2) del HT recuperados de la provincia de Buenos Aires (Motti et al., 2023; Roca-
Rada et al., 2021) (Tabla S4). En la provincia de Cérdoba, San Luis y Santiago del Estero
Garcia et al. (2021) reportaron la presencia del clado en siete (7) individuos antiguos de
diferentes sitios arqueoldgicos y 18 contemporaneos, identificando nuevos clados locales y
modificaciones a los ya definidos por otros autores. En este trabajo se proponen algunas

modificaciones de las definiciones presentadas por estos autores (

Figura 14).
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En lineas generales y acordando con la interpretacion de Roca-Rada et al. (2021), se
observaron haplotipos poco diversificados del clado basal para los individuos recolectados en
las provincias de Buenos Aires y Cérdoba (pampa y centro del pais; Figura 1). El individuo
ASO_S49 (#1) fechado en 7612 + 53 afios AP resulto ser basal a la rama C1b, mientras que
otros individuos como LCH.E2-11.2, ASO_B10_S17 y 68JM fechados en 7000 + 80, 5930 *
15y 2470 + 60 respectivamente, solo se diferenciaron por un paso mutacional del haplotipo
basal C1b (Figura 14 #2-4). Para los restantes tres individuos reportados por Roca-Rada et
al. (2021), se determiné un nuevo sub-haplogrupo caracterizado por la transicién A por G en
la posicion 11084 y nombrado tentativamente C1b36 (Figura 14) cuyo tiempo de coalescencia
fue estimado en 8916,92 anos AP (intervalo 8031,95; 9944,69). Esta variante diagnostica fue
también reportada en un individuo contemporaneo de Colombia (KY645592; Arias et al.,
2018), no compartiendo ningun otro polimorfismo con los individuos aqui estudiados. Los
individuos antiguos 121y 126 de Cérdoba (Garcia et al., 2021) y 66JM de Buenos Aires (Motti
et al., 2023), si bien también se los asigna al clado basal C1b, presentan mayor cantidad de
pasos mutacionales, uno de ellos generando un nuevo sub-haplogrupo con un individuo de la
costa norte de Patagonia central (D34; #18) nombrado aqui como C1b33 y cuyo tiempo de
coalescencia estimado fue de 3021,45 afios AP (intervalo 1575,73; 4704,51) (Figura 14,
Apéndice P).

Es interesante notar la distribucion particular de la diversidad del clado C1b el cual pareceria
presentar variantes caracteristicas y restrictivas a las regiones geograficas aqui delimitadas.
Mientras que para los individuos antiguos de la region pampeana se observan linajes poco
diferenciados de la rama basal, para la regién Patagonia central, la mayoria de los individuos
se conglomeran bajo el sub-haplogrupo aqui nombrado como C1b35 (Figura 14; Apéndice
P). Por su parte, la totalidad de los individuos de Patagonia insular reportados en los trabajos
de Nakatsuka et al. (2020), Raghavan et al. (2015) y de la Fuente et al. (2018) se agrupan
bajo el sub-haplogrupo C1b34. Los tiempos de coalescencia estimados para estos dos nuevos
sub-haplogrupos fueron estimados en 7582,73 afios AP (intervalo 6452,46; 8866,68) y
6013.04 (intervalo 4038,94; 8369,4), respectivamente sugiriendo un surgimiento relativamente
anterior del clado C1b35 (Apéndice P).

Si bien Roca-Rada et al. (2021) proponen a la region pampeana (centro-este del pais) como
una posible fuente de diversidad genética a partir de la cual se habria originado el pool
genético de los antiguos pobladores de Patagonia, la distribucién aqui presentada y mas alla
del individuo basal ASO_S49, pareceria indicar caracteristicas particulares de cada region y/o
sub-region respecto de los clados hallados, no necesariamente consistente con la hipétesis

planteada por estos autores.
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<200. Para mas especificaciones ver Tabla S4.
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Haplogrupo C1c

La red de haplotipos para este haplogrupo fue construida a partir de 22 mitogenomas y 18
haplotipos diferentes obtenidos de individuos antiguos y contemporaneos disponibles en la
bibliografia publicada y bases de datos (Tabla S4; Apéndice O). El arbol filogenético
construido a partir de esta red se muestra en la Figura 15. En el marco de la presente tesis,
el clado fue hallado en siete (7) de los 48 individuos analizados (14,6%). Cuatro (4) rescatados
de la costa norte y tres (3) de la costa sur de la provincia del Chubut y fechados por datacién
directa entre 1540 + 50 y 2430 £ 80 afios AP. Dos (2) de los individuos corresponden a Parolin

et al. (en preparacion) (Tabla 3).

C1c es un clado ampliamente distribuido en América y debido a su amplia distribucién a lo
largo del continente y a los tiempos de coalescencia estimados, es considerado uno de los
linajes pioneros en la migracién hacia el sur de los Paleoamericanos (Achilli et al., 2008). Su
presencia ha sido informada en muestras de América del Norte (Scheib et al., 2018), en
Colombia (Arias et al., 2018), en Brasil (Avila et al., 2022), en Peru y Bolivia (Llamas et al.,
2016) y en Chile (de Saint Pierre, Bravi, et al., 2012; Gomez-Carballa et al., 2016). En
poblaciones contemporaneas de Argentina ha sido reportado en poblaciones del centro y
centro-oeste (Cérdoba y San Luis), NOA (Santiago del Estero) y sur (Chubut) del pais (Garcia
et al., 2018; Parolin, Toscanini, et al., 2019; Salas et al., 2008; Tamburrini et al., 2021).

Asimismo, los fechados reportados en el extremo mas austral del continente sudamericano,
ubicados en el Estrecho de Magallanes (sitio Punta Santa Ana 1, Chile) y en la region Norte
del archipiélago de Tierra del Fuego, permiten suponer que el clado C1c habria alcanzado el
extremo sur del continente en una fase relativamente temprana del poblamiento, tal como
menciona Parolin, Galimany et al. (2019). Esto es consistente con las profundidades
temporales estimadas para el clado C1c, algunas de las cuales han reportado edades
cercanas alos 15.864 afos AP (Achilli et al., 2008; Tamm et al., 2007). En un trabajo reciente
y en base a 21 muestras en su mayoria del norte y sur de Norte América, Garcia et al. (2021)
estimaron el tiempo de coalescencia para este clado en 11.896 afios AP (intervalo 10.138,08-
13.796,05). En el presente estudio, la edad media estimada para el clado resulté ser unos
2000 anos mas tardia 9533,35 aunque con intervalo solapante a las edades reportadas por
estos autores (8289,62-10.886,31; Apéndice P).

En el presente trabajo, se proponen nuevos sub-haplogrupos y algunas modificaciones a las

definiciones establecidas por otros autores.
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especificaciones ver Tabla S4.
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Si bien es una de las mutaciones mas recurrentes del ADNmt, un trabajo en preparacion ha
permitido interpretar la transicion T152C como una variable diagndstica del clado nombrado
como C1c11 (Claudio Bravi com.pers 2023). En base en esta comunicaciéon personal, se
define aqui la organizaciéon interna de dicho clado. En la red de haplotipos analizada, esta
transicién solo fue observada en individuos antiguos, aunque trabajos de menor resolucién
realizados en poblaciones contemporaneas han reportado este polimorfismo. Ejemplo de esto
son los individuos Huilliche de Los Lagos (H95) y de Iquique (01-0136) reportados por de Saint
Pierre, Bravi et al. (2012) y Gémez-Carballa et al. (2016), respectivamente. El individuo
adscripto como Huilliche también present6 la variante 16298@ vy la variante recurrente
T16311C observadas en el individuo antiguo 112365 Selk’'nam de Norte de Tierra del Fuego
(Nakatsuka et al., 2020) y asignado en este trabajo como C1c11g1a (Figura 15 #3) y la
posicion (también recurrente) G16390A que junto con el polimorfismo G8573A define el clado
C1c11i (Figura 15). Las transiciones T16311C y G16390A fueron también reportadas en
individuos de poblaciones contemporaneas en el centro y noreste de Argentina y Chile (de
Saint Pierre, Bravi, etal., 2012; Garcia etal.,, 2018; Gobémez-Carballa etal., 2016).
Lamentablemente, la mayoria de las posiciones diagnésticas para C1c y sus sub-haplogrupos
se ubica en la region codificante, la cual no se ha analizado en la mayoria de los trabajos

publicados.

Para la region pampeana, las variables diagndsticas C1c + T152C han sido reportadas en tres
(3) individuos del sur de la provincia de Buenos Aires (sitio Arroyo Seco 2) por Roca-Rada et
al. (2021) fechados entre los 7615 + 90 y 6300 * 70 afios AP (Figura 15 #9, #10 y #11).1°
También Posth et al. (2018) reportaron las variantes diagndsticas para C1c, en este caso con
ausencia de la transicion T152C, en un individuo del sitio Arroyo Seco 2 con el mismo fechado
indirecto (6300 + 70 afos AP, muestra 17090).

En la costa norte de Patagonia central, Parolin, Galimany et al. (2019) documentaron la
presencia C1c + T152C en un individuo con una profundidad temporal de 2410 £ 50 afios AP.
El individuo mencionado en ese estudio como Calle Tehuelches e incluido en el presente
estudio como AEH 143, ha sido interpretado como un linaje norteamericano C1c8 en el trabajo
de Parolin, Galimany et al. (2019) por la presencia de C16114T en la Region Control. Sin
embargo, entendiendo que no existe otra correlacién mas que este sitio recurrente entre las
muestras modernas de América del Norte (GeneBank ID: EU327891 and EU431087) y las
analizadas en el presente trabajo y bajo la interpretacion de que C1¢c8 y C1c11g no son grupos

hermanos derivados de un ancestro comun con este polimorfismo, se propone un nuevo clado

19 Dos de los tres individuos reportados por Roca-Rada et al. (2022) presentan datacion indirecta. Ver Roca-Rada
et al. (2022) para mayor detalle.
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nombrado tentativamente como C1c11g y ramas internas (C1c11g1 y C1c11g1a) soportado
por las muestras E41, AEH143, C24-2 (#1, #2 y #4,; este estudio) y 112365 (#3; Nakatsuka et
al., 2020) con una profundidad temporal de, al menos, 2430 + 80 afios AP (Figura 15). El
tiempo de coalescencia estimado para el sub-haplogrupo C1c11g fue de 6317, 76 anos AP
(intervalo 4580,41; 8105,92) (Apéndice P). En Patagonia sur, recientemente Arencibia et al.
(2022) mediante el analisis de mitogenomas, reportaron las variantes diagndsticas de
C1c11g1 (T7085C, G3736A, C11515T y A13032G) en tres individuos de la costa norte de la
provincia de Santa Cruz. Las dataciones reportadas por los autores (algunas tomadas de

contextos arqueoldgicos) se encuentran entre los 1110 £ 60 y 810 + 60 afios AP.

Otros individuos de la costa sur de Patagonia central analizados en este estudio presentaron
el mismo haplotipo C1c11 + G709A +G1719A (sitio Cabo dos Bahias, muestras B14 y B15).
Estos compartian el mismo enterratorio cuyos analisis de contexto determinaron como
multiple y primario, con fechados estimados en 2200 + 80 y 2070 £ 80 anos AP, por lo que se
conjetura que formaron parte de un mismo locus de entierro (Millan et al., 2022). A su vez,
otros dos individuos de la costa norte de la provincia del Chubut (D33c y AEH144) presentaron
las variantes G8573A y G16390A propuestas aqui como diagndsticas del clado C1c11i (Figura
15; #7 y #8) y cuyo tiempo de coalescencia fue estimado en 4170,89 afios AP (2361,18;
6164,09), unos 2000 afios mas recientes que el clado C1c11g (Apéndice P).

En la sub-region Patagonia insular, por su parte, el ahora clado C1c11 ha sido reportado en
dos individuos antiguos del sitio Punta Santa Ana y datados en 6290 + 30 (individuo 5832;
Moreno Mayer et al., 2018) y 6540 + 110 afios AP (Moraga, com. pers citado en Parolin,
Galimany et al., 2019) y en un individuo reportado por Nakatsuka et al. (2020) del Norte del
archipiélago de Tierra del Fuego de 5205 £ 58 afios AP de antigliedad. Tanto el individuo 5832
como el 17090 reportado por Posth et al. (2018) fueron eliminados de las redes de haplotipos
por presentar baja cobertura tanto horizontal como vertical. En el caso del individuo 5832, se
pudo verificar la presencia de la posicion C16114T con buena profundidad, mientras que la
variante T7085C solo se hallé en un read secuenciado (1 de 1). Se verificé la ausencia con
buena profundidad de los restantes polimorfirmos que se encuentran dentro de las subramas
de C1c11g.

Continuando con la sub-region Patagonia insular, cabe mencionar a los dos (2) individuos
analizados por Motti et al. (2020) provenientes del antiguo Cementerio de la Misién Salesiana
ubicado en la ciudad de Rio Grande, Tierra del Fuego y que data del afio 1920. Uno de ellos
presento la posicion diagnostica T152C y las variantes distintivas C151T y G124A no halladas

en los individuos analizados en esta tesis.
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Resultados y discusion

Futuros trabajos en poblaciones contemporaneas y antiguas de la region patagonica cuya
resolucion permita analizar la porcion codificante del ADNmt, permitiran esclarecer la filogenia
de este clado. Por el momento, su presencia en individuos tanto en la costa norte de la
provincia del Chubut como en individuos de la costa norte de la provincia de Santa Cruz
(Arencibia et al., 2022) permite refutar la observacion de Roca-Rada et al. (2022) respecto de

la ausencia de este linaje en individuos ancestrales del este del Cono Sur de Sudamérica.

Haplogrupo D1g

En el presente trabajo un total de 24 individuos y 17 linajes diferentes fueron asignados al
haplogrupo D1g o a algunos de sus sub-haplogrupos (Figura 16; Tabla 3). Siete (7) de estos
individuos fueron tomados de Parolin et al. (en preparacion). La red de haplotipos para este
clado fue construida a partir de 53 individuos y 34 haplotipos diferentes obtenidos de
mitogenomas completos de individuos antiguos y contemporaneos disponibles en la

bibliografia publicada y bases de datos (Tabla S4; Apéndice O).

Estudios de ADNmt llevados a cabo en poblaciones de Patagonia han demostrado que D1g
es el clado mas frecuente en la region, tanto en poblaciones antiguas (Arencibia et al., 2019;
Crespo, Favier Dubois, et al., 2017; de la Fuente et al., 2015; Postillone, Martinez, et al.,
2020), como contemporaneas con una distribucién casi exclusiva en el extremo sur de
Sudamérica y alta incidencia en el centro-sur de Argentina y Chile (Bodner et al., 2012; de
Saint Pierre, Bravi, et al., 2012; Postillone, Cobos, et al., 2020). Su alta frecuencia en una
limitada region geografica, su gran diversidad interna y los tiempos de coalescencia estimados
han llevado a hipotetizar un origen temprano del linaje en el proceso de colonizacién por los
primeros pobladores y un origen comun para las poblaciones por debajo del paralelo 40°S de
Chile y Argentina (Bodner et al., 2012; de Saint Pierre, Bravi, et al., 2012).

En poblaciones ancestrales, D1g ha sido reportado en estudios de Patagonia norte (Crespo,
Favier Dubois, et al., 2017), sur (Arencibia et al., 2019, 2022; Franco et al., 2017; Motti et al.,
2019) e insular (de la Fuente et al., 2015; Motti et al., 2020; Nakatsuka et al., 2020; Raghavan
et al., 2015). Para la regién pampeana (centro-este de Argentina), también ha sido reportada
su presencia por Postillone, Martinez et al. (2020) en nueve (9) individuos del sitio Paso Alsina
1, ubicado en la transicién Pampa-Patagonia, al sur de la provincia de Buenos Aires. En esta
misma provincia Roca-Rada et al. (2021) reportaron su presencia en un individuo del sitio
Arroyo Seco 2 (ASO_B10_S15) y de antigliedad asignada al Holoceno medio (7000 + 80 afnos
AP). Los tiempos de coalescencia estimados para este clado van desde los ~18.000 (Bodner
et al., 2012) hasta los ~15.000 (de Saint Pierre, Bravi, et al., 2012; Roca-Rada et al., 2021).

El tiempo estimado en esta tesis a p