B . . , .
= 3 - Programa de Desarrollo de las Ciencias Basicas
70 QW

"l‘.‘\ (PEDECIBA)

Area Biologia — Subarea Genética

FACULTAD DE Tesis para la obtencién del grado de
i iencias Biologi PEDECIBA
c I EN c IAS Magister en Ciencias Bioldgicas MEC-UDELAR

Lic. Lucia Anza

J
S, Sy
N\

UDELAR | fcien.edu.uy

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE
RESTOS HUMANOS RECUPERADOS EN SITIOS
ARQUEOLOGICOS DEL OESTE DE URUGUAY

Orientador:
Dr. Gonzalo Figueiro
Departamento de Antropologia Bioldgica, FHCE — Universidad de la Republica

Co-Orientadora:
Dra. Monica Sans
Departamento de Antropologia Bioldgica, FHCE — Universidad de la Republica

Tribunal:
Dr. Bernardo Bertoni
Dra. Laura del Puerto
Dra. Gabriela Russo

Montevideo, 2023



w

5.

INDICE

U U] = o ISP PPPPPTRNt 4
JAY (=T LYol 0 1= o1 o LSRR 6
INTRODUCCION. ..ottt bbbt 7
1.1. EL ADN mMiItocoNndrial........uviiieeeieie ettt nrre e e e e e 8
1.1.1. Estructura y variabilidad del ADN mitocondrial .......ccccceeviviiiiiiiiieeiniiee e, 9
1.1.2. Caracteristicas como mMarcador 8ENELICO ......cvcvreeiiriiiieeeiiiieee e e e e 11
1.1.3. Variantes del ADN mMitocondrial ..........cooveeiiiiiiieeiieiieccreeeee e 14
1.2. ADN mitocondrial ameriCan0 .......ccccvveeeeeeeiiecicireeeee et e et e e e e e e e 16
1.3. Consideraciones en el estudio de ADN antiguo y su importancia..........c.cceeu.... 20
1.4. Antecedentes de ADN antiguo €n UrUSUaY......ccccveeeeruiieeeeiiieeeseiieeeeesiieee e e 25
1.5. Relacidn con poblaciones Cercanas ......cccucuveeeieciieeeesiiiee e e eeciee e e saee e 27
1.6. Otros marcadores utilizados en restos antiguos ..........cccceeeevveeeieiiieeeescieee e 28
COBIETIVOS ...ttt e e et e e e e et a e e e e e baa e e e eestaeeeeesbaeeeeensseeeeennnees 31
2.1, ODbjJEtiVO BENEIAL...ciii it s e e 31
2.2. Objetivos @SPECIFICOS ....uuiiieiiiee et e 31
VHIPOTESIS .......oovete ettt bbb bbbt s s seans 32
«MATERIALES Y IMETODOS ..ottt ettt s sttt 33
4.1.0btencidn de |as MUESEIAS ......eeiiiciiiee e e e e e e e aaee s 33
4.1.1. Descripcion del sitio €n eStUdiO.....ccccecceiiiiieeee e 33
4.1.2. Individuos analizados.......ccccuuuiiiiiieiic e 36
4.1.2.1. Eleccion de 1as PIEZas......cccuuirieeeieieciiiiiiee e e ccctvere e e e e e e et e e e e e e e e s 36
4.1.2.2. Caracteristicas de 1as MUESLIaS.......ccccvuviieieeeieccciree e e 37
4.2. Metodologia de trabajo con ADN antiguo........ccceevveciiiiieieeee s 39
4.2.1. Preparacion de 1as MUESEIAS......ceuiiieiecciiiiiiee et e e e e eeetrer e e e e e e e e nneees 40
4.2.2. EXEracCion de ADN ......cooiiiiiiiiiieiee ettt e e e et e e e e e e nnaeaees 40
4.2.3. Amplificacidn de las regiones hipervariables |y ll.......cccccoeeeeiiiiiieeeei e, 42
4.2.3.1. Desarrollo y sintesis de cebadores especificos......cccceceveririiciiiieeeeee e, 42
4.2.3.2. Verificacidon y purificacion de los productos amplificados.........cccccceeunennneee. 45
4.3. AnAlisis de [0S datOS.....cuuiiieiiiiie e e 46
4.3.1. Analisis de las secuencias de [as HVR T Y Hl.....ccooiiiciniieiiieieeieireeeeeee e 46
4.3.2. Analisis de las secuencias obtenidas por secuenciacidon masiva..................... 47
4.3.3. Recopilacion de secuencias antiguas y modernas de América del Sur ........... 47
4.3.4. Redes de haplotipos y afinidad gegrafica .......ccccoeevvvveeeiiieiieciiieeeeee e, 49
4.3.5. Analisis complementarios: marcadores NUCIEAres ..........cccoeevcvvvvveeeeeeeericnnnnen 50
4.3.5.1. Determinacion del sexo mediante el marcador amelogenina...................... 51
4.3.5.1.1. Amplificacion por PCR de los genes AMELX y AMELY ......cccovvveeveeeeevennnnen. 52
4.3.5.2. Estudio de la variante T1540C del gen EDAR.......cccvevveeeeeiiciiireeeeeeee e, 53
RESULTADOS ... eitiiieeetiee ettt e e e ettt e e ettt e e e st e e e s estaeeeeasnaeeeeensaaeeeesnsaeeeeanssneesennens 54



5.1, EXErACCiON A€ ADN. oottt ettt et et e e e et e e e et e s e eteeseeeanns 54

5.1.1. Contaminacidn de 1as eXtraCCioNes ........ccccveeeeriiieeeiniiiee e e srree e sriaeee e 57
5.2. ANAliSiS A€ 10S AAtOS ....uviiiiiiiieieriiiie et e e s aae e e 58
5.2.1. Analisis de las secuencias HVR [y [l .....cooiiiiiiiiiiiiiiei e 58
5.2.1.1. Afinidades Ge0grafiCas......cccveuiiiiiriiiieeeee et 58
5.2.2. Analisis de las secuencias mitocondriales completas........ccccccveevciveeiiniiienennns 65
5.2.3. Andlisis complementarios: marcadores nucleares .........cccccveeeeeeeeecccnnveeeennnn. 72
5.2.3.1.Determinacién del sexo mediante el marcador amelogenina..........cccceee.... 72
5.2.3.2. Estudio de la variante T1540C del gen EDAR ........covciiieiiiiieeeenciiee e 74
6. DISCUSION.........ooiniiiinieiriee ettt sttt nnnes 76
6.1. Rendimiento de las extracciones de ADN .........cooocuieiiiriieeeinniieee e srieee e 76
6.1.1.Eficiencia del material de partida .........cccoeviviieeciiee e 78
6.1.2.Degradacion del ADN en las muestras analizadas........ccccceeecveeeeenciieeeccciieeeenns 80
6.1.3. Contaminacion de 1as eXtracCiones .......cccveevieeiiieeniieeniie e 81
6.2. ANAIiSiS dE 10S AAtOS....uiiiiiiiiiiiiiiieerie e 85
oI Y= Tol U =T o Vol = R AV 2 S IR | 85
6.2.2. Secuencias mitocondriales completas.....c.cccoeccviiiiieiii e, 86
6.2.3. Afinidades Se0GIrafiCas......ccuiiiiiiiie e e 86
6.2.4. Andlisis complementarios: marcadores NUCIEAres .........cceecvveeeeecvieeeeccveeeeenns 92
6.2.4.1. Determinacion del sexo mediante el marcador amelogenina...................... 93
6.2.4.2. Estudio de la variante T1540C del gen EDAR.......ccceeiiviccriiieeiee e, 93
7. CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS .......ccoociiiiiieeiee et 95
7.1. Consideraciones fiNAles .........ciiiiiiiiiiiiee e e 95
7.2. Perspectivas @ fULUIO ...t e e 96
8. BIBLIOGRAFIA ..ottt sttt sttt ssennes 98

9 ANEXO ... s 121



RESUMEN

El estudio del ADN antiguo ha permitido dilucidar las relaciones evolutivas entre
formas de vida pasadas y modernas, destacandose como tdpicos centrales el origen de las
poblaciones humanas modernas y la reconstruccién de la historia genética de las
poblaciones junto con los procesos evolutivos que incidieron sobre las mismas. En
Uruguay, el andlisis del ADN antiguo de restos humanos ha permitido asignar a los
individuos estudiados haplogrupos y linajes especificos y relacionarlos con los procesos de
poblamiento humano del continente. En la region oeste del pais, del sitio Colonia
Concordia (departamento de Soriano), se han recuperado unos 50 restos de individuos
indigenas, que se encuentran actualmente en colecciones de museos. Este sitio presenta
la serie esqueletal de mayor tamafio y mejor estado de conservacién del litoral oeste, por
lo que su andlisis constituye una oportunidad de conocer la variabilidad genética de las
poblaciones de esta regidn, sus vinculaciones con poblaciones vecinas, y las relaciones de
parentesco entre los individuos enterrados en el sitio.

En la presente Tesis, se colectaron muestras de restos humanos correspondientes
a 17 individuos enterrados en el sitio Colonia Concordia presentes en colecciones de
museo. Se extrajo ADN de estas muestras y se amplificaron las regiones hipervariables | y
Il del genoma mitocondrial mediante PCR en tiempo final. Los productos obtenidos fueron
secuenciados y comparados con bases de datos para determinar el haplogrupo
mitocondrial correspondiente. Adicionalmente, se analizdo el ADN obtenido por
secuenciacion masiva de un individuo de Colonia Concordia y otro del sitio Campo
Morgan, en el departamento de Rio Negro. Se construyeron bases de datos con
secuencias de diversas poblaciones tanto antiguas como modernas de Sudamérica para la
realizacion de andlisis comparativos.

En las muestras extraidas y analizadas en la Facultad de Humanidades y Ciencias de
la Educacidon se obtuvo una tasa de éxito de las extracciones y la identificacion de ADN
antiguo enddgeno muy baja (11,8%), relacionada al ambiente donde fueron colectadas las

muestras y su antigliedad, asi como a su manipulacién y permanencia por largo tiempo en



las colecciones. Las secuencias obtenidas se identificaron como pertenecientes al
haplogrupo A2 y al subhaplogrupo C1d. En el andlisis, a dichas secuencias se les suman las
dos muestras obtenidas por secuenciacidn masiva, ambas pertenecientes al
subhaplogrupo Cl1b. Los estudios comparativos para estos cuatro individuos sefialaron una
cercania con secuencias del actual territorio argentino, y una ausencia de similitud con
poblaciones de Brasil. Se destaca que estos individuos presentaron linajes particulares no
encontrados en otras poblaciones antiguas o modernas.

Estudios posteriores con genomas mitocondriales completos permitiran aumentar
la resolucién y la designacidn de los mismos a linajes especificos para aportar informacién

sobre el poblamiento de la region oeste de Uruguay.
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1. INTRODUCCION

Desde la mitad del siglo XX un gran nimero de trabajos, utilizando marcadores
cldsicos como grupos sanguineos y polimorfismos de enzimas, han podido determinar el
origen asiatico de los primeros pobladores de las Américas (Crawford, 1998; O’Rourke,
2006). La evidencia reciente sefala que los primeros humanos en llegar al continente
americano se dispersaron de una poblacion que vivid en aislamiento genético por miles de
afios en Beringia, una plataforma de tierra entre Alaska y Eurasia. El aumento de la
temperatura y descenso del nivel del mar hacia el final del Pleistoceno permitiria el acceso
a las Américas a través de un corredor libre de hielo por tierra y por la costa Pacifica
(Waters, 2019). La colonizacion inicial habria estado caracterizada por un cuello de botella
muy pronunciado resultando en un pequefio numero de fundadores (Raff et al., 2011).
Tanto las investigaciones arqueoldgicas como los estudios de diversidad genética en
poblaciones humanas modernas indican una colonizacién inicial de las Américas algun
tiempo antes de los 15.000 afios antes del presente (Raff et al., 2011).

Mediante la utilizacién de secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt), cromosoma Y
y marcadores autosdmicos se ha ido obteniendo un mayor poder de resolucién en la
confirmacién del origen euroasiatico de los indigenas americanos y en las estimaciones del
momento del ingreso de los primeros pobladores al continente americano (O’Rourke &
Raff, 2010).

Con el desarrollo de nuevos métodos de genética molecular se hizo posible la
obtencién de ADN de muestras antiguas y la caracterizacién de patrones de variacidon
genética en la prehistoria (Raff et al., 2010). No puede dejarse de mencionar que el
trabajo con muestras antiguas presenta ciertas dificultades, empezando por Ila
descomposicion espontanea que ocurre en todas las macromoléculas bioldgicas (Lindahl,
1993). Otro factor es la incidencia del ambiente en el cual se preservé el resto biolégico
(Seersholm et al.,, 2021). Asi, el éxito en la obtencion de ADN es en gran medida

dependiente del estado de preservacion biomolecular (Seersholm et al., 2021). Sin



embargo, los estudios de ADN antiguo en poblaciones del Cono Sur de América del Sur son
de particular interés, ya que es el drea mds distante de Beringia, por lo cual
corresponderia a las ultimas fases del poblamiento americano (de Saint Pierre et al.,

2012a).

1.1. ELADN MITOCONDRIAL

La mitocondria es un orgdnulo celular involucrado en muchas vias metabdlicas
pero su principal funcién es la generacion de la mayoria de la energia celular, en forma de
moléculas de adenosin trifosfato (ATP), a través del sistema de fosforilacion oxidativa
(Fernandez-Silva et al., 2003). Ademads, las mitocondrias juegan un papel importante en la
apoptosis, participan en la transduccion de sefales para la proliferacién celular y en el
metabolismo de aminoacidos, lipidos, colesterol, esteroides y nucleétidos, entre otras
funciones (Chinnery, 2006).

Con respecto a su origen evolutivo, la hipdétesis mas establecida y aceptada es que
las mitocondrias derivan de una alfaproteobacteria aerdbica, metabolizadora de oxigeno,
gue ingresé como un endosimbionte al ancestro de las células eucariotas, que habria sido
anaerdbica. Esto ocurriria hace aproximadamente dos mil millones de afos, en el correr
de la transicion a una atmodsfera oxidante, produciéndose desde alli la evolucién a las
actuales células eucariotas (Sagan, 1967).

La existencia en la célula de un elemento genético citoplasmatico, diferente del
nucleo, se propuso por primera vez a fines de la década de 1940 después de la descripcion
de mutantes de levadura que mostraban defectos respiratorios transmisibles a través de
un factor citoplasmatico (Ephrussi et al., 1949). No fue hasta muchos afios mas tarde que
el ADNmt se descubrié visualizdndose por primera vez en células de pollo mediante
microscopia electrénica en la década de 1960 (Nass & Nass, 1963). Desde entonces se ha
obtenido una imagen detallada de su estructura, contenido genético y modo de expresion,
y se fue dilucidando su variabilidad y su modo de herencia en diferentes grupos de

organismos.



1.1.1. ESTRUCTURA Y VARIABILIDAD DEL ADN MITOCONDRIAL

Aunqgue el ADNmt es bastante diverso en el dominio eucariota, la organizacion del
genoma mitocondrial de los mamiferos se conserva significativamente (Fernandez-Silva et
al., 2003). Entre estos, el ADNmt humano es una molécula doble hebra, circular, de un
tamafio aproximado de 16569 pb (pares de bases) (Figura 1). Las dos cadenas de ADNmt
pueden distinguirse por su diferente composicidon de bases. Debido a que una de ellas es
rica en guaninas, pueden separarse por densidad en gradientes desnaturalizantes, dando
una cadena pesada o H y una cadena ligera o L (Fernandez-Silva et al., 2003).

La numeracidon de las posiciones nucleotidicas del genoma mitocondrial humano,
por convencién, se describen de acuerdo a la Secuencia de Referencia de Cambridge (CRS,
por sus siglas en inglés, Anderson et al., 1981), que constituye la primera secuencia
humana completa y su versidn posterior revisada y corregida por Andrews et al. (1999),
conocida como rCRS. La posicion numero uno fue designada arbitrariamente dentro de la
hebra L en la regiéon control y continla a partir de esa posicion a lo largo de toda la

molécula (Anderson et al., 1981; Andrews et al., 1999).



Region Control (desde la posicién 16024 a la 576)
Comprende las regiones

HVRI (16024-16365)

HVRII (73-340)

HVRIII (438-574)
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L(CUM)
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[CJARNr
B Complejo |
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G
/ ATP6 COIll B ARNts
ATPS [_INo codificante

Fig. 1. Representacion de la molécula de ADN mitocondrial. Se indica la estructura genética y las
posiciones nucleotidicas correspondientes. El circulo interior representa la hebra L (ligera),

S(UCN)

ARNmM

COIll

mientras que el externo representa la hebra H (pesada) del ADN mitocondrial. Py,, Py, y P, indican
los puntos de iniciacion de la transcripcidn para las hebras H y L, respectivamente. Oy y O,
representan los origenes de replicacion para las hebras H y L, respectivamente. Las flechas indican
la direccion de transcripcién y replicacion. Los genes que codifican las subunidades de los
complejos del sistema de fosforilacidn oxidativa aparecen en violeta, verde, azul y rojo. ND1 a ND6
mas ND4L son genes que codifican las subunidades del Complejo I, Cyt b es un gen que codifica
para la subunidad del Complejo 1ll, COI-COIll son genes que codifican las subunidades cataliticas
del Complejo IV, ATP6, ATP8, son genes que codifican las subunidades del Complejo ATP sintasa.
Los genes de ARN ribosomal figuran en amarillo (ARNr 12S y 16S) y los 22 genes de ARN de
transferencia en gris, nombrados mediante una sola letra utilizando el cddigo estdndar para
aminodcidos. Ademas, se sefiala la regidn control y las regiones hipervariables que la componen.
Adaptado de Amorim et al. (2019).

En cuanto a su contenido genético, el ADNmt incluye dos genes de ARN ribosomal
llamados ARNr 12S y 16S, 22 genes de ARN de transferencia (ARNt); y 13 genes que

codifican para polipéptidos que son subunidades de cuatro complejos del sistema de
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fosforilacién oxidativa (Fernandez-Silva et al., 2003; Figura 1). La mayoria de las secuencias
son unicas, es decir, no son repetitivas, presenta pocas secuencias intergénicas y no posee
intrones. Los genes de ARNt se distribuyen regularmente entre los otros genes,
interviniendo en el procesamiento de ARN (Fernandez-Silva et al., 2003).

Ademas de las secuencias codificantes, el genoma mitocondrial presenta dos
regiones no codificantes que contienen la mayoria de los elementos regulatorios
(Fernandez-Silva et al., 2003). La regién principal, denominada region control o bucle de
desplazamiento (D-loop), tiene aproximadamente 1.1 kb de largo y contiene las
principales secuencias reguladoras para la transcripcion e iniciacién de la replicacién del
ADNmt (Fernandez-Silva et al., 2003). En una célula metabdlicamente activa esta regién
forma una estructura de triple cadena constituida por la incorporacién de un segmento
naciente de ADN de la cadena H de unos 680 pb que permanece alineado a la hebra L
parental (Amorim et al., 2019; Fernandez-Silva et al., 2003). Esta regién también es la mas
variable en secuencia y tamafio entre las diferentes especies (Ferndndez-Silva et al., 2003).
En humanos, la regidn control se extiende entre las posiciones 16024-16569 y 1-576 (van
Oven & Kayser, 2009).

Dentro de esta regidn se destacan tres secuencias altamente variables,
denominadas como Regién Hipervariable | (HVR I) que se extiende desde la posicién
16024 a la 16365, Region Hipervariable Il (HVR Il), entre las posiciones 73 y 340, y la
Regién Hipervariable 1l (HVR Ill), entre las posiciones 438 y 574 (Figura 1; Lutz et al.,
2000).

1.1.2. CARACTERISTICAS COMO MARCADOR GENETICO

Los estudios en el campo de la genética mitocondrial han destacado una serie de
peculiaridades que lo diferencian del genoma nuclear, y muchas de ellas lo convierten en
un marcador adecuado y facil de utilizar para estudios genéticos.

En primer lugar, el ADNmt se encuentra en un alto nimero de copias en muchos

tejidos. En los mamiferos, las células somaticas pueden llegar a contener hasta 1000
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mitocondrias y, a su vez, cada mitocondria presenta varias (de dos a diez) copias de
ADNmt (Amorim et al., 2019), mientras que de ADN nuclear solamente presentan dos
copias. Esta propiedad, junto con la ubicacidn extranuclear y citoplasmatica, permiten la
obtencién de un mayor numero de copias en una extracciéon, lo que facilita la
amplificacion del ADNmt en comparacidon con las secuencias nucleares (Pakendorf &
Stoneking, 2005). Esta caracteristica hace que el ADNmt sea preferentemente utilizado en
los casos en el que el material genético de partida es escaso o estd muy degradado, como
se encuentra en restos fdsiles o arqueolégicos, material de museo o muestras bioldgicas
obtenidas de forma no invasiva, como pueden ser pelos, fecas o restos de animales

muertos.

En animales superiores, el ADNmt muestra un patréon de herencia materna y es
haploide, a diferencia del ADN nuclear que presenta herencia biparental y en células
somaticas es diploide. Si bien el espermatozoide contiene mitocondrias en la regidn de la
pieza intermedia y en el flagelo, el ADNmt paterno casi nunca se transmite a la progenie
(Amorim et al., 2019). Esto se debe a que existe una regulacién negativa significativa del
numero de copias de ADNmt durante la espermatogénesis, ademas de un mecanismo
dependiente de ubiquitina que degrada las mitocondrias del espermatozoide después de
la fecundacién (Gustafsson et al., 2016). Sin embargo, se han reportado casos de herencia
biparental en los ultimos afos. Por ejemplo, en un estudio reciente confirmaron la
transmisién de ADNmt biparental en 17 individuos de tres familias no relacionadas (Luo et

al., 2018).

En general todas las copias de ADNmt son idénticas, una condicién conocida como
homoplasmia. Sin embargo, debido a la transmision de ADNmt paterno o si ocurren y se
mantienen mutaciones de novo en su secuencia, puede dar lugar a la condicidon de
heteroplasmia (Fernandez-Silva et al., 2003), en donde hay una mezcla de dos o mds tipos
diferentes de genoma mitocondrial (Weissensteiner et al., 2021). La distribucién aleatoria

de las mitocondrias durante la divisién celular puede llevar a diferentes niveles de
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heteroplasmia e incluso homoplasmia en diferentes linajes celulares (Fernandez-Silva et
al., 2003). Se estima que alrededor del 14% de la poblacién tiene un segundo tipo de
ADNmt en una frecuencia de al menos 1%, siendo bastante probable, considerando el
numero de ADNmt en el cuerpo de una persona, que todos seamos portadoras de mas de
un tipo de ADNmt (Pakendorf & Stoneking, 2005). Sin embargo, la baja frecuencia de
heteroplasmia indica la existencia de un mecanismo que reduce el numero de

mitocondrias en la ovogénesis temprana (Pakendorf & Stoneking, 2005).

A diferencia del ADN nuclear, el ADNmt en la mayoria de los animales no
recombina, por lo que el genoma mitocondrial heredado de la madre es de tipo clonal, es
decir, la descendencia generalmente tendra, excepto por mutacién, exactamente el
mismo genoma mitocondrial que su madre (Amorim et al., 2019). Esto significa que los
linajes mitocondriales se pueden identificar de una manera mucho mas directa que los
linajes nucleares que, en especies que se reproducen sexualmente, agrupan
continuamente genes de dos individuos y se someten a recombinacién (Pakendorf &
Stoneking, 2005). La herencia monoclonal del ADNmt permite que estos linajes
individuales puedan ser rastreados en el tiempo y el espacio con relativa facilidad, por
estos motivos las secuencias de ADNmt se usan cominmente en estudios de filogeografia
(Galtier et al., 2009). Esta propiedad junto con su naturaleza haploide permite que la
deriva génica y los eventos fundadores tengan un rol mas significante en la extincién
estocastica y la fijacidn de linajes de ADNmt en contraste con los genes nucleares (Torroni

et al.,, 1993).

En humanos, la secuencia de ADNmt es altamente variable, presentando los genes
mitocondriales unas diez veces mas variacién en comparacion con los genes codificantes
nucleares (Ruiz-Pesini & Wallace, 2006). Esto se explica por una tasa de evolucién del
ADNmt mucho mas rapida que la del genoma nuclear, lo que define su gran utilidad para
estudios de alta resolucion de los procesos evolutivos (Brown et al., 1979). Se ha estimado

una tasa de sustitucién nucleotidica promedio para toda la molécula de ADNmt de
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aproximadamente 1,67 x 10 sustituciones por nucleétido y afio, o una mutacién cada
3.624 aiios (Soares et al., 2009). Varias razones se han postulado para explicar la elevada
tasa mutacional (Brown et al.,, 1979; Fernandez-Silva et al., 2003; Pinz & Bogenhagen,
1998). Primero, el ADNmt estd menos protegido por proteinas por lo cual estda mas
expuesto al daifo causado por radicales libres resultantes del metabolismo oxidativo.
Segundo, la mitocondria posee mecanismos de reparacién menos eficientes que el nucleo
y una ADNmt polimerasa de baja fidelidad. Finalmente, también ocurren mas eventos de
replicacion del ADNmt que del nuclear dentro de las lineas celulares. Por estos motivos, se
acumulan mas cambios en su secuencia en comparacién con genes nucleares.

A su vez, dentro de la misma molécula existen diferencias en la tasa de mutacidn:
en general en la regién control es diez veces mas alta que en la region codificante (van
Oven & Kayser, 2009). Esto se explica debido a que la seleccion purificadora elimina las
mutaciones deletéreas que ocurren en los genes que son esenciales para la supervivencia
del individuo, sin embargo, la region control, al ser una secuencia no codificante, acumula
mas mutaciones (van Oven & Kayser, 2009). También existen variaciones en las tasas de
mutacion entre diferentes posiciones nucleotidicas dentro de Ila regidén control,
encontrandose sitios hot spots, como las posiciones 146, 150, 152, 195, 16189, 16311,
16362 y 16519 (van Oven & Kayser, 2009).

1.1.3. VARIANTES DEL ADN MITOCONDRIAL

La variacion en las secuencias de ADNmt es debida a la acumulacion de mutaciones
a lo largo de los linajes heredados matrilinealmente (van Oven & Kayser, 2009). La
presencia de diferentes variantes de secuencias ha establecido diferentes niveles de
agrupacién en base a un conjunto definido de mutaciones que se relacionan
filogenéticamente. En el presente trabajo se utilizé una terminologia basada en Kemp &
Schurr (2010) y Raff et al. (2011). El grupo mas abarcativo lo constituyen los
“haplogrupos”, definidos como un grupo de ADNmts que presentan polimorfismos

especificos que se heredan ligados y que son definidos tanto para la region codificante
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como para las regiones hipervariables. Los haplogrupos se denominan con letras
mayusculas del alfabeto latino, como por ejemplo A, B, C y D utilizados en Torroni et al.
(1992); posteriormente las variantes americanas asignadas fueron A2, B2, C1 y D1
(Bandelt et al., 2003). La siguiente subdivision de este grupo la constituyen los
“subhaplogrupos”, estos refieren a aquellas secuencias que contienen mutaciones
adicionales a las que definen cada haplogrupo. En cuanto a la nomenclatura de los
subhaplogrupos, se les adiciona nimeros y letras en minuscula alternados, por ejemplo
A2a, Cl1d, D4h3. Dentro de este subconjunto, encontramos diferentes “haplotipos” que
contienen una o mas mutaciones ademdas de las mutaciones que definen a los
subhaplogrupos y haplogrupos, y que corresponden a linajes locales o individuales. Los
haplotipos se describen utilizando también la alternancia de letras y numeros, por

ejemplo C1d1b2.

Se asume que todas las variaciones del ADNmt humano descienden de un Unico
linaje surgido en Africa alrededor de 200.000 afios antes del presente (Ruiz-Pesini &
Wallace, 2006; van Oven & Kayser, 2009), representado como “Eva” (Figura 2). De este
haplotipo derivan cuatro ramas: LO, L1, L2 y L3, que constituyen haplogrupos especificos
de Africa Sub-sahariana (Ruiz-Pesini & Wallace, 2006). Del linaje L3, en el noreste de
Africa, irradiaron otros dos haplogrupos, M y N, aproximadamente hace 65.000 — 71.000
afios (Cabrera et al., 2018; Ruiz-Pesini & Wallace, 2006). Unicamente estos dos linajes
abandonaron Africa para extenderse hacia la regién templada de Eurasia (Ruiz-Pesini &
Wallace, 2006). El haplogrupo N dio origen a todos los haplogrupos mitocondriales
europeos: H, 1, J, T, U, K, V, Wy X. A partir de los haplogrupos tanto M como N surgen los
linajes especificos de Asia, y de estos sélo tres linajes (A, Cy D) colonizaron el noreste de
Siberia y todo el continente americano una vez que aparece la actualmente sumergida
plataforma terrestre de Beringia (Ruiz-Pesini & Wallace, 2006). Durante eventos de
migraciones posteriores, el haplogrupo X coloniza América del Norte y el haplogrupo B
alcanza las zonas templadas y tropicales de América del Norte, Central y del Sur (Ruiz-

Pesini & Wallace, 2006).
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Fig. 2. Regién de origen de los haplogrupos mitocondriales y la subsecuente expansién hacia el
resto de los continentes. “EVA” corresponde al haplogrupo original africano del cual derivan todos
los linajes mitocondriales. Figura tomada de Figueiro et al. (2021).

1.2. ADN MITOCONDRIAL AMERICANO

Estudios tempranos de la variabilidad de ADNmt a través de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), una delecién de 9 pares de bases y la
secuencia de la HVR | (Brown et al., 1998; Forster et al., 1996; Schurr et al., 1990; Torroni
et al., 1993) de nativos americanos revelaron que estas poblaciones derivan Unicamente
de cinco haplogrupos independientes de ADNmt: A, B, C, D y X (Kemp et al., 2007;
O’Rourke & Raff, 2010). Las mutaciones que definen los haplogrupos de nativos

americanos se encuentran en la Tabla 1.

Estos linajes indican que la poblacion fundadora habria experimentado un
significativo cuello de botella genético, lo que explica el bajo numero de haplogrupos
encontrado y la diversidad mitocondrial reducida de los nativos americanos, en

comparacion con la encontrada en otros continentes (O’Rourke & Raff, 2010; Waters,
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2019). La limitada diversidad genética también fue observada en la variabilidad del
cromosoma Y, encontrandose Unicamente dos linajes: haplogrupos C y Q (O’Rourke &
Raff, 2010; Waters, 2019). El evento de reduccién poblacional también ha sido

evidenciado a escala gendmica (Skoglund & Reich, 2016).

Tabla 1. Polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) que definen linajes de ADN mitocondrial
nativo americano. Modificado de O’Rourke & Raff (2010).

Variantes SNPs HVR | SNPs HVR Il SNPs region codificante
A 16290, 16319 235 663, 1736, 4248, 4824, 8794
A2 16111, 16362 146, 153 8027, 12007
A2a 16192 3330
A2b 16265 11365
B 16189 8281-8289d
B4 16217
B4b 499 827, 4820, 13590, 15535
B2 3547,4977, 6473,9950, 11177
X 16189, 16278 153 6221, 6371, 13966, 14470
X2 195 1719
X2a 16213 200 8913, 12397, 14502
C 16327 249d 3552A, 9545, 11914, 13263, 14318
C1 16298, 16325 290-291d
Clb 493
Clc 1888, 15930
cid 16051 7697
ca 2232A, 6026, 11969, 15204
Cac 16245 11440, 13368, 14433, 15148
D 16362 4883, 5178A
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D4 3010, 8414, 14668

D4h3 16301, 16342 152 3396, 3644, 5048

D1 16325 2092

D2 16129, 16271 3316, 7493, 8703, 9536, 11215
D2a 11959
D4b1 16319 8020, 10181, 15440, 15951

El nimero de los SNPs refiere a la posicién nucleotidica con respecto a la secuencia de referencia revisada
de Cambridge (rCRS; Andrews et al., 1999).

Los estudios iniciales de ADNmt indicaron que los primeros pobladores de América
derivan de poblaciones asiaticas, debido a los polimorfismos compartidos entre nativos
americanos y asiaticos (Schurr et al., 1990; Torroni et al., 1993; Wallace et al., 1985).
Andlisis de genomas completos posteriormente han sefialado que la poblacion ancestral
de nativos americanos se origind en Eurasia, separandose de poblaciones asiaticas del
este hace 36.000 afios atrds y con las cuales se mantuvo el flujo génico hasta hace 25.000
afios atrds (Waters, 2019). También existiria flujo génico con poblaciones ancestrales de
Siberia de ancestria euroasiatica, hasta hace aproximadamente 25.000 — 20.000 afios
(Waters, 2019). La poblaciéon que daria origen a los primeros pobladores de América
habria estado en aislamiento genético de las poblaciones asidticas durante su instancia en
Beringia para luego avanzar hacia el sur una vez que las capas de hielo que rodeaban el
area se derritieron hacia el final del Ultimo maximo glacial, durante el Pleistoceno tardio

(Raff et al., 2011; Skoglund & Reich, 2016; Tamm et al., 2007).

Las primeras hipotesis sobre el poblamiento de América habian sefialado a la
cultura indigena Clovis como los primeros pobladores. Esta cultura se desarrolld en
América del Norte y esta caracterizada por una tecnologia de punta de proyectil acanalada
asociados en sus sitios arqueoldgicos con restos de megafauna del Pleistoceno (Heintzman
et al., 2016). Los sitios hallados fueron datados aproximadamente entre 13.000 y 12.700

aflos radiocarbdnicos antes del presente, y considerado como fecha de la primera
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dispersién humana hacia América (Waters, 2019). Posteriormente, diversas fuentes de
evidencia revelaron ocupaciones previas a los Clovis. A través de andlisis de genomas
mitocondriales completos se ha estimado la llegada de los primeros pobladores al
continente americano hace aproximadamente 16.000 afios (Llamas et al., 2016), lo cual
estd en acuerdo con la evidencia arqueolégica que data sitios en América del Norte desde

aproximadamente 15.500 afios atras y para América del Sur, 14.200 afios (Waters, 2019).

Dentro de las hipétesis mas aceptadas, se han postulado dos posibles rutas de
entrada al continente americano desde Beringia: por tierra o bordeando la costa (de Saint
Pierre et al., 2012a; Waters, 2019). La hipdtesis que considera el primer poblamiento a
través de la costa pacifica es la mdas soportada por la informacidn cronoldgica, ya que esa
ruta habria empezado a estar disponible hace aproximadamente 16.000 afios (Waters,
2019). Ademas, mediante estudios filogeograficos utilizando ADNmt antiguo de bisonte,
se presentd evidencia del tiempo de dispersion de los mismos a través del corredor
terrestre entre Beringia y el interior de Norteamérica, determindandose que pudo ser
totalmente habitable a partir de 13.000 afos antes del presente (Heintzman et al., 2016).
Probablemente esta ruta pacifica es la mas importante para el poblamiento a lo largo de
todo el continente americano, mientras que el corredor postglacial tendria un impacto
mas significativo en la region norte de América del Norte (de Saint Pierre et al., 2012a).

En cuanto al poblamiento de Sudamérica, dado que las poblaciones del Este
presentan bajos niveles de heterocigosidad, se ha propuesto una rapida colonizacion
inicial de la parte oeste de América del Sur, llegando a través de la costa Pacifica, para
luego poblar la regién este del Cono Sur (de Saint Pierre et al., 2012a; Moreno-Mayar et
al., 2018). Se ha considerado una rapida radiaciéon en diferentes poblaciones dada a la
presencia de polimorfismos especificos de haplotipos nativos americanos restringidos a
ciertas localidades geograficas (Torroni et al., 1993). A medida que avanzaron en el
continente, procesos microevolutivos como la deriva genética fueron actuando vy

estructuraron la distribucion genética en diferentes proporciones a lo largo del territorio,
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y como consecuencia fueron apareciendo linajes asociados a determinadas regiones
geograficas (Cardozo et al., 2021; de Saint Pierre et al., 2012a; Perego et al., 2010).

A través de la secuenciacién de genomas mitocondriales completos, y, por lo tanto,
debido al aumento de la resolucion en la variacion mitocondrial, se han detectado 16
haplogrupos y subhaplogrupos amerindios fundadores (de Saint Pierre et al., 2012a).
Entre ellos, A2, B2, Clb, Clc, Cld, C1d1, C4c, D1 y D4h3a se encuentran distribuidos a lo
largo de todo el continente americano, mientras que los restantes: A2a, A2b, D2a, D3,
D4el, X2a y X2g muestran una distribucién restringida a Norteamérica (Cardozo et al.,
2021; de Saint Pierre et al., 2012a; Kashani et al., 2012; Perego et al., 2010).

El estudio de ADN en restos arqueoldgicos es imprescindible para detectar la
presencia de linajes nativos americanos asi como su relacién filogenética y la estructura
filogeografica de las poblaciones que de otra manera seria indetectable. Por ejemplo, en
el andlisis realizado sobre dos individuos de 5.000 afios de antigliedad de la Columbia
Britanica se detectd el haplogrupo asiatico M que no habia sido hallado en poblaciones
antiguas de América y tampoco en las actuales (Malhi et al., 2007). Otro ejemplo es en el
sitio arqueoldgico Yana en Siberia, que, mediante el andlisis de ADN de piezas dentales, se
descartdé su relacion con los nativos americanos (Sikora et al., 2019). Por lo tanto, el
analisis de ADN antiguo es la mds adecuada fuente de informaciéon para estudiar los
movimientos poblacionales en el pasado y los eventos microevolutivos que definieron a

las poblaciones durante el poblamiento de América (Kemp et al., 2007; Raff et al., 2011).

1.3. CONSIDERACIONES EN EL ESTUDIO DE ADN
ANTIGUO Y SU IMPORTANCIA

Se denomina “ADN antiguo” a aquellos fragmentos de ADN extraidos de material
biolégico preservado o fosilizado (Brown & Brown, 1994), como son las muestras de
ejemplares de museo, restos arqueoldgicos y restos paleontoldgicos. Los trabajos
pioneros que demostraron la existencia de ADN en este tipo de material se remontan a la

década de 1980, empleando técnicas de clonado. El primer trabajo fue realizado por
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Higuchi et al. (1984), donde lograron extraer y clonar un fragmento de 229 pb de ADN
mitocondrial de la piel de un ejemplar de museo de unos 140 afios de antigliedad. Este
ejemplar correspondia a una especie denominada quagga (Equus quagga quagga), un
mamifero extinto emparentado con las cebras (Higuchi et al., 1984). El segundo trabajo
exitoso en esta tematica fue el realizado por Pdabo (1985), donde se logré extraer y clonar
un fragmento de ADN que presentaba una secuencia de un repetido Alu de una momia
egipcia datada en unos 2.400 afios de antigliedad. Sin embargo, no fue hasta el desarrollo
de la reaccidn en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) (Mullis et al.,
1986; Saiki et al., 1988) que se produjo un incremento de la eficacia en la obtencién de
fragmentos de ADN antiguo, ya que esta técnica permite aumentar el nUmero de copias
de un fragmento a partir de pocas o incluso una copia Unica del ADN original (Pdabo et al.,
2004). Desde entonces, han surgido otros trabajos donde se descubrié la posibilidad de
amplificar ADN antiguo proveniente de tejidos duros preservados, como huesos y dientes
(e.g. Hagelberg et al., 1989; Hanni et al., 1990; Horai et al., 1989). Otro de los trabajos que
también se destaca en el estudio de ADN antiguo, es el realizado por Krings et al. (1997),
en el cual se lograron obtener las primeras secuencias de ADNmt de Neandertal, siendo

también las primeras secuencias obtenidas de un hominino extinto.

Sin embargo, el trabajo con ADN antiguo presenta dificultades debido a que
frecuentemente la molécula se encuentra dafiada tanto fisica como quimicamente, lo cual
limita la informacién que puede ser obtenida (Brown & Brown, 1994). Ademas,
generalmente soélo se puede obtener una pequeiia fraccion del ADN enddgeno presente
en la muestra (HOss et al., 1996).

Naturalmente el ADN se encuentra sometido a varios factores que alteran su
estabilidad quimica, siendo las causas mas frecuentes los dafios causados por hidrdlisis y
por oxidacion de la cadena (H0ss et al., 1996). Uno de los dafios producidos por hidrdlisis
es la ruptura del enlace N-glicosidico entre el azucar y la base nitrogenada, resultando en
la liberacion de esta ultima (Lindahl, 1993). Dentro de este tipo de dafio, el evento mas

frecuente es la pérdida de purinas o depurinacién, que ocurre en tasas mas altas que la
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pérdida de pirimidinas (Lindahl, 1993). En el sitio libre de base (sitio apurinico o
apirimidinico) se induce un corte en la cadena de ADN, causando pérdida de la
informacién genética (Lindahl, 1993). Otra forma comun de dafo hidrolitico es la
desaminacion de bases nitrogenadas (Hofreiter et al., 2001). La tasa de desaminacion para
la citosina y su homdloga 5-metilcitosina es particularmente elevada, siendo una reaccién
menos frecuente en purinas (Lindahl, 1993). La citosina desaminada es convertida en
uracilo, una base no presente en el ADN, y la 5-metilcitosina en timina, lo cual, si no es
reparado, puede inducir a la fijacion de una mutacidn (Lindahl, 1993). En cuanto al dafio
oxidativo, es generado por radicales hidréoxido y superdxido, subproductos del
metabolismo oxidativo, o por radiaciones ionizantes (HOss et al., 1996; Lindahl, 1993).
Estos radicales actian frecuentemente sobre los residuos de guanina, convirtiéndolos en
8-hidroxiguanina, que se aparea preferencialmente con adenina en lugar de citosina, por
lo cual se genera una transversion durante la replicacién (Lindahl, 1993). Los radicales de
oxigeno también son capaces de distorsionar la doble hélice del ADN, a través de la
formacién de enlaces covalentes dobles entre purinas y el esqueleto de azucar-fosfato y
de dimeros de purinas (Lindahl, 1993). Ademas, luego de la muerte de un organismo, es
frecuente que ocurra el dafio por oxidacion de las pirimidinas a hidantoinas, compuesto

que bloguea a la ADN polimerasa impidiendo la PCR (Hoss et al., 1996).

Cuando el organismo esta vivo, los mecanismos de reparacion celular permiten
mantener la informacién genética, reparando las modificaciones causadas (Lindahl, 1993).
Cuando el organismo muere, el ADN deja de ser reparado y los dafios se acumulan
(Hofreiter et al., 2001). Esto lleva a la alteracidon de la composicidon quimica de las bases
nitrogenadas (Kemp & Smith, 2005), lo cual impide la extensién durante el proceso de
amplificacién por PCR (Kress & Erickson, 2012). Otra consecuencia muy importante es que
estos dafios acumulados llevan a la fragmentacién de la cadena, en un proceso que es
dependiente del tiempo (Allentoft et al., 2012). La reduccién a fragmentos pequeiios es
causada tanto por actividad enzimatica una vez que el organismo muere y por clivaje

hidrolitico del enlace fosfodiéster en el esqueleto azucar-fosfato (Pdabo et al., 2004). Se
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estima que el ADN totalmente hidratado es espontdneamente degradado en unos pocos
miles de afos (Lindahl, 1993). La tasa a la cual ocurre la fragmentacién se ve afectada por
factores ambientales como la temperatura, el pH, la humedad y la composicidn quimica
del ambiente donde se encuentran los restos (Seersholm et al., 2021). Ademas, el ataque
de los microorganismos puede destruir por completo el ADN luego de la muerte del
organismo (MacHugh et al., 2000). Debido a este proceso de degradacidn, en general, no
se preservan fragmentos de gran tamafio en restos antiguos (Paabo et al., 2004). Es por
ello que varios autores han sefalado que en el trabajo con ADN antiguo existe una
relacién inversa entre el éxito en la amplificaciéon y el tamafio del amplicén (Hoss et al.,
1996; Paabo et al., 2004). Esto lleva a la necesidad de la utilizacidn de oligonucledtidos
que amplifiquen por PCR fragmentos cortos, menores a 200-300 pb (O’Rourke et al.,
2000a; Paabo et al., 1989).

Otra de las consideraciones a tener en cuenta al trabajar con ADN es la
contaminacién con ADN exdgeno durante la extraccidon del material genético y posterior
amplificacién por PCR (Lindahl, 1993). EI ADN contaminante moderno, al encontrarse
menos afectado por la degradacién puede verse preferencialmente amplificado en un
procedimiento de PCR y resultar en un falso positivo (Kemp & Smith, 2005). También
muchas extracciones presentan inhibidores, como taninos, acidos humicos y fulvicos,
productos de degradacién derivados del suelo, o los productos de Maillard, subproductos
de la reduccidn del azlcar, que ocasionan el color marrén en las extracciones de ADN e

impiden la amplificacion por PCR (O’Rourke et al., 2000a).

Dado que los tejidos blandos raramente se preservan y normalmente presentan
una mayor contaminacion por parte de los microorganismos, las fuentes de ADN antiguo
mas utilizadas son las piezas dseas y dentales (Orlando et al., 2021). Se ha observado una
mejor preservacion de fragmentos de ADN en muestras de hueso, dado a la unién y
estabilizacién del ADN con la hidroxiapatita, un mineral del tejido dseo (MacHugh et al.,
2000; Tuross, 1993, 1994), reduciendo la velocidad de desintegracién a la mitad (Lindahl,

1993; MacHugh et al., 2000). En el caso de los dientes, el ADN se preserva mejor dado a
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gue estd menos expuesto a los factores ambientes y menos afectado por el tipo de
sustrato donde permanecen los restos (O’Rourke et al., 2000a).

La caracteristica del ADN antiguo de encontrarse altamente fragmentado es una de
las ventajas para la utilizacion de secuenciacion masiva paralela, también llamada
secuenciacién de alto rendimiento o Next-Generation Sequencing (NGS), dado que los
moldes utilizados por este tipo de tecnologias deben ser fragmentos muy cortos de ADN
(Stoneking & Krause, 2011). La aplicacién de estas tecnologias desde el 2005 han traido
cambios revolucionarios al campo del analisis de ADN antiguo (Knapp & Hofreiter, 2010;
Orlando et al., 2021). La secuenciacién masiva permite obtener millones de reads (o
lecturas) paralelas de diferentes variantes de secuencia presentes en una muestra, lo que
hace que esta estrategia sea mds adecuada y rentable que el método tradicional de
secuenciacion Sanger (Shokralla et al.,, 2012). Ademds de las mencionadas ventajas, la
secuenciacion de alto rendimiento proporciona una menor probabilidad de que los ADNs
contaminantes sean secuenciados, dado que siendo ADN moderno no se encontraria
degradado en fragmentos cortos (Stoneking & Krause, 2011). Como ejemplos de su
aplicaciéon se pueden destacar el primer genoma humano antiguo obtenido de un cabello
de un individuo de 4.000 afios de antigliedad de Groenlandia (Rasmussen et al., 2010) y
los genomas de otros homininos: Neandertales (Green et al., 2010) y Denisovanos (Reich
et al.,, 2010), de gran importancia ya que se reveld su contribucion a poblaciones
modernas no africanas y poblaciones modernas de Australasia y Oceania, respectivamente
(Orlando et al., 2021). Si bien trabajar con secuencias completas de ADNmt presenta
muchas ventajas, la utilizacion de secuencias cortas como son las HVR auln siguen siendo
informativas dado a que representan el 40% de la variabilidad conocida en un 4% del

genoma (Soares et al., 2009).
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1.4. ANTECEDENTES DE ADN ANTIGUO EN URUGUAY

Se ha estimado una edad radiocarbdnica de ocupacién del territorio uruguayo
entre 10.400 y 12.600 afios antes del presente (Sans et al., 2015 y las referencias en el
mismo). Sin embargo, el resto humano mas antiguo publicado hasta el momento fue
datado en 3.520 * 60 afios antes del presente, ubicado en el este del pais (Mut, 2015).
Para la region oeste, el fechado radiocarbdnico mas antiguo sobre restos humanos es de
1.910 £50 afios antes del presente, correspondiente al sitio arqueolégico denominado “El
Cerro” (Castillo, 2004).

Numerosos sitios arqueoldgicos se han encontrado a lo largo de todo el territorio,
fundamentalmente al oeste y este del pais (Figueiro, 2014). Se asocian mayormente en
ambos casos a estructuras monticulares, que particularmente en la regién oriental, se
consideran de origen antrépico y se han denominado como “cerritos de indios”. Estas
manifestaciones arqueoldgicas demuestran los complejos procesos socioculturales de las
poblaciones que habitaban el pais desde hace mas de 5.000 aifos hasta el siglo XVII
(Bracco, 2006). El registro arqueolégico del area corresponde a grupos de cazadores-
recolectores-pescadores con presencia de horticultura. En cuanto a la funcién de los
monticulos, se han interpretado como espacios ceremoniales o cementerios colectivos,
como espacios habitacionales y monumentales (e.g. Bracco, 2006; Bracco et al., 2000;
Cabrera, 2005; Figueiro et al.,, 2017; Gianotti, 2015; Iriarte, 2006; Lépez Mazz, 2001;
Milheira & Gianotti, 2018; Moreno et al., 2014).

En el litoral oeste, gran parte del acervo arqueoldgico generado fue realizado a
partir de trabajos de arquedlogos aficionados (Figueiro, 2014), sin embargo, actualmente
se estan realizando trabajos para contextualizar adecuadamente este acervo (por ejemplo
Gascue et al., 2016, 2022). Las poblaciones del Oeste estarian asociadas a grupos
ceramistas, que se habian adaptado a los ambientes fluviales (Figueiro, 2013a). Los
monticulos correspondientes a las localidades del Oeste son mas bajos, presentando
mayor similitud con aquellos encontrados en el Delta del Parand, en Argentina, a lo largo

de la costa opuesta del Rio Uruguay (Gascue et al., 2016).
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El primer analisis de ADN antiguo en Uruguay fue llevado a cabo por Sans & Portas
en 2001, en el cual se utilizaban marcadores en los cromosomas X e Y para la
identificacion del sexo de restos arqueoldgicos. Afios después, el estudio de ADN de
poblaciones antiguas de Uruguay tuvo su punto de partida con el trabajo de Bertoni et al.
(2004), donde se secuencid la HVR | de cinco individuos recuperados en yacimientos
arqueoldgicos del Departamento de Rocha. Los resultados permitieron incluir en
haplogrupos previamente establecidos a cuatro de ellos, siendo tres individuos
pertenecientes al haplogrupo C vy el restante al haplogrupo B (Bertoni et al., 2004). Desde
este estudio preliminar pudo establecerse que dos de los individuos pertenecientes al
haplogrupo C, hallados en el mismo sitio, presentaron el mismo linaje. A su vez, en
estudios posteriores, se pudo identificar este mismo linaje en el charrda Vaimaca Peru y
en poblaciones modernas de Uruguay (Sans et al., 2010, 2012, 2015). Adicionalmente,
Sans & Figueiro (2009) identificaron en poblaciones pasadas del Este una frecuencia de
haplogrupos similar a lo encontrado en diversas muestras de la poblacién uruguaya actual
(Bonilla et al., 2004; Sans et al., 2006). Posteriormente, comparaciones entre muestras del
Este y el Oeste con el componente indigena del Uruguay actual también han destacado la
similitud en frecuencias de los haplogrupos (Figueiro, 2013a). Estos hallazgos han
evidenciado una continuidad de las poblaciones indigenas del Uruguay (Figueiro, 20133,
2013b; Sans et al., 2015), lo cual aporta a la construccion de la identidad nacional, asi
como resalta el valor del patrimonio arqueoldgico a través de la identificacién de lazos
genéticos entre las poblaciones antiguas y actuales. También se ha propuesto, en base a la
evidencia utilizando ADNmt antiguo, que los individuos encontrados en los monticulos
estarian emparentados por via materna (Figueiro et al.,, 2017). Incluso, analizando
individuos de sitios indigenas del este y el oeste de Uruguay, se ha detectado una
diferenciacién entre las poblaciones de ambas regiones en el Holoceno tardio (ultimos
2.500 afios), encontrando distintos valores de diversidad genética, 0,70 y 0,82,
respectivamente (Figueiro, 2013a).

Los primeros genomas completos de individuos antiguos de Uruguay fueron

recientemente publicados, proporcionando evidencia a favor de otra posible ruta de
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poblamiento de Sudamérica a través de la costa atlantica, conectando mediante una
ancestria profunda individuos antiguos del este de Uruguay y del este de Brasil (Lindo et

al., 2022).

1.5. RELACION CON POBLACIONES CERCANAS

Muchos estudios en genética de poblaciones antiguas se han dedicado a responder
preguntas en relacion a la colonizacidon de las Américas, sin embargo, poco se detalla
acerca de las interacciones locales o regionales entre poblaciones (Garcia et al., 2018).

En base a evidencia arqueoldgica, el rio Uruguay y el Rio de la Plata se han
postulado como una de las principales rutas de migracién, dispersion inicial y circulacién
humana durante el poblamiento de la region sureste de Sudamérica (Suarez, 2017). Se ha
registrado el transporte de materias primas (piedras preciosas, calizas, etc.) que podrian
evidenciar movimientos extrarregionales (Flegenheimer et al., 2003; Saccone, 2020).

Se ha vinculado a los habitantes de la region este de Uruguay con el sur de Brasil
dado que comparten semejanzas a nivel arqueoldgico a través de las construcciones de
“cerritos de indios” (Cabrera, 2005), sin evidencia genética de una vinculacion mas
reciente debido a migraciones entre los individuos precolombinos de ambas regiones
(Figueiro et al., 2017; Lindo et al., 2022; Sans et al., 2015).

En el caso de la regidon oeste, se han observado similitudes econdmicas,
tecnoldgicas y estilisticas entre las poblaciones del margen izquierdo del rio Uruguay con
aquellos habitantes de su margen derecho y del Paranda medio e inferior, en el actual
territorio argentino, lo cual puede evidenciar contacto entre dichos grupos humanos
(Gascue et al., 2019a). Se destaca una gran similitud a nivel de la estructura del registro
arqueoldgico entre el bajo rio Uruguay y el Parana inferior, evidenciando la presencia de
sociedades complejas adaptadas a entornos similares hacia el final del Holoceno tardio
(Gascue et al., 2019a). Incluso se han encontrado similitudes en base a la dieta rica en

proteinas animales de individuos de ambas margenes del Rio Uruguay (Gascue et al.,
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2016). Estas semejanzas han permitido relacionar a las ocupaciones de la regidn oeste del
pais con las unidades arqueoldgicas de la margen derecha del rio Uruguay y el Parana
medio e inferior (Bortolotto et al., 2020). Ademas, hay evidencias que apuntan a un
intercambio cultural regional basado en la presencia de moluscos marinos y restos 6seos
de mara y guanaco (Gascue et al., 2019b, Gascue et al., 2022). Sin embargo, también se ha
destacado una alta estabilidad residencial en sitios del oeste de Uruguay, evidenciada a
partir de las materias primas locales utilizadas para la manufactura de herramientas asi
como su uso, el consumo final de presas y el gran nimero de inhumaciones encontradas

(Gascue et al., 2022).

Si bien ya habia sido propuesta una red de interaccidon de larga distancia entre
Uruguay y Argentina en el limite Pleistoceno/Holoceno (Flegenheimer et al., 2003), por los
linajes locales encontrados y otras lineas de evidencia del contexto arqueoldgico,
fundamentalmente del este de Uruguay, se ha sugerido una reduccién de la movilidad
durante el Holoceno (Sans et al., 2015).

Trabajando con ADN mitocondrial de individuos contemporaneos de la totalidad
del territorio uruguayo, Figueiro et al. (2022) revelaron multiples vinculos de profundidad
temporal variable de las poblaciones de Uruguay con otras de América del Sur. Entre ellas,
se destacan las vinculaciones con Patagonia, la regién del Chaco y el centro de Argentina.
Si bien al trabajar con muestras modernas no puede establecerse con claridad la
profundidad temporal de estos vinculos, algunos deben haber implicado movimientos a

través del rio Uruguay.

1.6. OTROS MARCADORES UTILIZADOS EN RESTOS
ANTIGUOS

La gran mayoria de los trabajos que se basan en ADN antiguo utilizan el ADNmt,
debido a su alto numero de copias por célula (Raff et al., 2011). Esta caracteristica

determina un mayor éxito en la amplificacién de un fragmento mitocondrial comparado
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con la amplificacidon de secuencias nucleares, con dos copias por gen en los organismos
diploides (O’Rourke et al., 2000a). Sin embargo, ha sido posible el estudio de marcadores
nucleares, incluso antes de la aplicacién de la secuenciacion masiva (e. g. Filon et al., 1995;
Hummel & Herrmann, 1991; Lassen et al., 1996; Palmirotta et al., 1997; Zierdt et al,,
1996).

Uno de los primeros intereses al estudiar restos &éseos humanos es la
determinacién del sexo, ya sea en las ciencias forenses para la identificacién de individuos,
asi como en arqueologia y paleoantropologia para una adecuada reconstruccion del
pasado (Stewart et al., 2017). Muchas veces el grado de fragmentacién de las piezas dseas
arqueoldgicas impide determinar caracteres morfoldgicos u osteométricos distintivos. En
aquellos restos esqueletales correspondientes a subadultos (infantes, nifios y
adolescentes) es mas dificultosa la asignacién de sexo por morfologia dsea. Ademas, es
importante la utilizacion de otras herramientas que permitan la distincion del sexo, ya que
en trabajos anteriores se ha visto que las poblaciones del oeste del pais, como las
analizadas en este trabajo, presentan un menor dimorfismo con respecto a las del este
(Figueiro & Sans, 2011), lo cual dificulta ain mas la asignacion. En el marco de este trabajo
identificar el sexo de los individuos es de gran importancia para plantear patrones de
entierro diferencial de manera de ampliar el conocimiento en cuanto a la organizacion

social de las poblaciones pasadas.

Otro de los marcadores nucleares de interés es el gen del receptor de la
Ectodisplasina A (EDAR), dado a su asociaciéon con el rasgo morfolégico denominado
“incisivo en pala”, hallado en frecuencias elevadas en poblaciones nativas americanas y
del este de Asia, y poco frecuente en poblaciones de origen africano y europeo (Hanihara,
2008; Hlusko et al., 2018; Turner, 1979). El diente en pala se define por la presencia de
una concavidad delimitada por crestas en la cara lingual de los incisivos (Acosta, 2021). Se
ha reportado una frecuencia del 95 y 100% en poblaciones indigenas prehispanicas de
América (Hanihara, 2008; Sutter, 2005). En poblaciones modernas también fue

identificado este rasgo fundamentalmente en asidticos como en indigenas americanos
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(Kimura et al., 2009). Este rasgo ha sido asociado en poblaciones asidticas a una mutacién
no sinénima T1540C del gen EDAR (Kimura et al., 2009; Park et al., 2012). El gen se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 2 (2g11-13) (Acosta, 2021). La mutacion
consiste en un polimorfismo de nucledtido Unico o SNP (single nucleotide polymorphism),
rs3827760, en la posicién 1540, donde se sustituye la base T por C, generando un cambio
de aminodcidos de valina a alanina (Fujimoto et al., 2008). La variante se denomina EDAR
T1540C segun nucledtidos o V370A seglin aminoacidos (Kimura et al., 2009).

El gen EDAR tiene una variedad de efectos pleiotrépicos, ademds de la forma de
los incisivos en pala, como la densidad de las glandulas sudoriparas y la ramificacién de los
conductos de las glandulas mamarias. Recientemente se ha propuesto que las poblaciones
nativas americanas habitantes de Beringia habrian experimentado una fuerte seleccién
positiva sobre el gen EDAR, por la ventaja que la variante aporta en la transmision de
nutrientes de la madre al hijo a través de la leche materna en condiciones de escasa
radiacion solar (Hlusko et al., 2018). Por estos motivos, la presencia de la variante EDAR
T1540C es un indicativo de ancestria indigena, y es de interés el estudio de su presencia

también en poblaciones antiguas.

* %k %

En la presente Tesis se pretende generar datos para las poblaciones indigenas
antiguas del oeste de Uruguay, mediante el analisis de ADN de varios individuos de
Colonia Concordia y de un individuo proveniente de la localidad cercana de Campo
Morgan. Estos andlisis tienen la finalidad de detectar linajes geograficamente restringidos
o compartidos con otras regiones y asi aportar detalles del poblamiento y microevolucion
locales. Complementariamente, se amplificaron dos marcadores nucleares, en primer
lugar, para la determinacién molecular del sexo de los individuos en estudio, v,
seguidamente, para la identificaciéon de una variante de alta frecuencia en poblaciones

indigenas, con el objetivo de poder evaluar su potencial en futuros estudios.
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2. OBIETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Aportar al conocimiento de los sitios arqueolégicos Colonia Concordia y Campo
Morgan, ubicados en el oeste de Uruguay, desde el punto de vista genético por medio del

analisis de ADN mitocondrial de restos humanos enterrados en los mismos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Extraer ADN y amplificar las HVR | y Il de los individuos recuperados del sitio Colonia
Concordia, departamento de Soriano.

2) Determinar haplogrupos, subhaplogrupos y linajes maternos de las muestras mediante
el analisis de las secuencias de las HVR | y I, y de dos secuencias obtenidas por
secuenciacion masiva, una proveniente de un individuo de Colonia Concordia y otra
proveniente de un sitio arqueoldgico préximo al anterior, Campo Morgan, ubicado en el
departamento de Rio Negro.

3) Comparar las secuencias obtenidas con poblaciones antiguas y modernas de regiones
vecinas a nivel de similitud de secuencia, y determinar las afinidades geograficas.

4) Determinar el sexo de los individuos en estudio mediante marcadores moleculares en
los cromosomas X e Y.

5) Amplificar el gen EDAR e identificar la presencia de la variante T1540C en las muestras.
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3. HIPOTESIS

En primer lugar, dada la propuesta de reduccidén de la movilidad durante el
Holoceno, se espera determinar linajes locales con polimorfismos exclusivos de la regidn
oeste de Uruguay. Por otra parte, se espera encontrar variantes compartidas con
poblaciones de Argentina, debido a la proximidad geografica asi como su morfologia y

rasgos culturales similares.

En segundo lugar, se espera que el sexo inferido mediante rasgos morfolégicos

adultos se corresponda con el obtenido a través de marcadores moleculares.

Por ultimo, se espera que los individuos estudiados presenten la variante T1540C

para el gen nuclear EDAR dada su alta frecuencia en poblaciones indigenas americanas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1, OBTENCION DE LAS MUESTRAS

4.1.1. DESCRIPCION DEL SITIO EN ESTUDIO

El sitio Colonia Concordia es un monticulo ubicado a las orillas del rio Uruguay en
la localidad La Concordia, al noroeste del departamento de Soriano, Uruguay. Se localiza a
los 33° 36.987 de latitud Sur y a los 58° 24.965 de longitud Oeste (Figura 3, Rodriguez,
2019). También es llamado Cafiada Saldaifa debido a su cercania con la cafada de ese
nombre. El sitio fue excavado durante el siglo XX por los arqueélogos amateurs Antonio
Taddei, Francisco Oliveras y Rodolfo Maruca Sosa. Se encuentra ubicado a 180 metros
aproximadamente de la costa, y fue considerado, en un primer momento, como un
monticulo artificial construido por indigenas (Maruca Sosa, 1957). Recientemente se ha
demostrado que la formacién del monticulo se debe principalmente a la acumulaciéon
natural de sedimentos causada por la dindamica fluvial, aunque no se descarta que otros

procesos pudieran haber actuado generando una mayor elevacién (Gascue et al., 2022).

33



0 1600
e ET—
ﬁ%‘:‘:}_ kilometers
x -
N 2 = HE:? (=4 X:
. 1
It
#.
-

Fig. 3. Mapa con la ubicacién de los sitios estudiados: 1- Colonia Concordia; 2- Campo Morgan.

Rodolfo Maruca Sosa declaré que “se han extraido unos 50 restos de indigenas”
(Maruca Sosa, 1957: 176), incluyendo tanto individuos adultos como infantiles, de los
cuales 20 eran esqueletos casi completos (Maruca Sosa, 1957). A partir de los huesos
largos que fueron analizados se estimaron las alturas entre un metro sesenta centimetros
y un metro sesenta y ocho centimetros (Maruca Sosa, 1957). Entre las piezas halladas son
de particular interés los restos pertenecientes a una mujer enterrada boca abajo junto con
los restos de un subadulto de pocos meses de edad, cuyos huesos, ademas de ser los mas
pequeiios que fueron encontrados, tienen la caracteristica de observarse en buen estado
(Maruca Sosa, 1957). Estas piezas fueron particularmente colectadas para estudiar las

relaciones de parentesco de ambos individuos, ya que por la forma de enterramiento se
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consideran madre e hijo. Ademds se recuperaron restos faunisticos (nutrias, ciervos,
flandues, carpinchos, pumas y otros felinos, mulitas, peces y moluscos), instrumentos de
piedra (como morteros, boleadoras, etc.), instrumentos en huesos de ciervos, fiandues,
felinos y nutrias (como punzones, amuletos y otras aplicaciones), alfareria y lefia
carbonizada (Maruca Sosa, 1957).

En un estudio reciente (Rodriguez, 2019) se detectaron marcas de estrés musculo-
esqueletal en los miembros superiores de los individuos estudiados de Colonia Concordia,
lo cual es senal de la realizacién de diferentes actividades que implicaban la fuerza de los
miembros superiores como lo son la pesca, la caza, el remo, la fabricacién y utilizacion de
herramientas como morteros, guijarros, entre otros (Rodriguez, 2019). También se
observaron procesos inflamatorios en la zona de inserciéon de musculo, tendén y
ligamento (entesis), lo cual se asociaria con actividades fisicas u ocupacionales (Rodriguez,
2019).

Los restos obtenidos de Colonia Concordia quedaron inicialmente en manos de
Antonio Taddei, Francisco Oliveras y Rodolfo Maruca Sosa. Aquellos recuperados por
Taddei ahora estan presentes en el Museo Arqueoldgico Prof. Antonio Taddei en
Canelones y los restos recuperados por Oliveras forman parte actualmente de la Coleccion
Oliveras del Museo Nacional de Antropologia. En cuanto a los restos extraidos por Maruca
Sosa su ubicacién es desconocida, por lo tanto no fue posible acceder a la totalidad de los
restos exhumados.

Restos humanos del sitio fueron datados mediante carbono 14 obteniendo dos
fechados de 1.840 + 100 y 1.780 + 70 aiios antes del presente (Castillo, 2004; Gascue et
al., 2022), lo cual es considerado el marco cronolégico general de los entierros. El sitio
Campo Morgan, de interés por su proximidad a Colonia Concordia, carece de datos
cronolégicos. Sin embargo, para este sitio se asume una cronologia similar al sitio
arqueoldgico Isla del Vizcaino 1, datado en 1.510 £ 30 anos radiocarbdnicos antes del

presente (Gascue et al., 2019a).
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4.1.2. INDIVIDUOS ANALIZADOS

4.1.2.1. ELECCION DE LAS PIEZAS

Dado la evidencia de que el ADN se preserva mejor en las piezas dentales que en
los huesos (Figueiro, 2013a; Shook, 2005), preferentemente se colectaron molares de los
individuos. Los dientes presentan una cubierta de esmalte que ofrece mayor proteccién
frente a la degradacion del material hereditario remanente (Cardozo et al., 2021). En la
Figura 4 se muestra el ejemplo de dos muestras colectadas, A2 y S1, del sitio Colonia
Concordia. La muestra S4 (Tabla 2) no habia sido reconocida como parte de un esqueleto
humano, sino que se encontraba junto a restos de fauna, siendo identificada por el Dr.

Gonzalo Figueiro e incluida en este andlisis.

Fig. 4. Ejemplos de los individuos colectados en el Museo “Antonio Taddei”: A2 (izquierda) y S1
(derecha).
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4.1.2.2. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

Se recolectaron muestras (dentales u
Oseas) de restos de 17 individuos del sitio Colonia
Concordia, depositados en el Museo Nacional de
Antropologia  (Montevideo) y el Museo
Arqueoldgico Prof. Antonio Taddei (Tabla 2). Para
prevenir en lo posible que las piezas tuviesen ADN
exdgeno en su interior, se asegurd que estuvieran
integras y con buena preservacion macroscdpica.
Los individuos Al y S3 fueron identificados como
los que fueron hallados enterrados juntos, con el
individuo S3 ubicado entre los fémures del
individuo A1, un entierro primario en decubito

ventral de una mujer adulta (Figura 5).

Tabla 2. Detalle de las muestras analizadas en este estudio.

g el i
Fig. 5. Fotografia in situ del entierro de
los individuos Al y S3 (coleccion Museo
Taddei).

Individuo Material Museo y coleccién Edad y sexo

Al Segundo molar superior derecho Museo “Antonio Taddei”

Temporal derecho y segundo molar

A2 L Museo “Antonio Taddei”
superior izquierdo

S1 Fragmento de temporal derecho Museo “Antonio Taddei” 2,5-3,5 afios*
S2 Temporal izquierdo Museo “Antonio Taddei” 6-12 meses*

Hueso largo y ) . 6-12 meses*
S3 . Museo “Antonio Taddei

Costilla

S4 Petroso Museo “Antonio Taddei” 0-6 meses*

Museo Nacional de

37974 Tercer molar inferior

Antropologia/ Coleccion
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41101

47992

47994

47995

47996

47996 BIS

51983

55698

55961

61395

Cuarto metacarpo derecho

Dos fragmentos de costilla

Molar

Temporal izquierdo

Segunda costilla izquierda

Dos fragmentos de costillas

Dos fragmentos de hueso largo

Petroso izquierdo

Metacarpo

Segundo molar inferior izquierdo

Metacarpo

Falange

Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Museo Nacional de
Antropologia/ Coleccion
Oliveras

Adulto, posiblemente
entre 20-24 afios
Posible femenino**

Indeterminado
Subadulto/Adulto
joven**

Adulto
Posible masculino**

Adulto joven
Indeterminado**

Indeterminado
Subadulto/Adulto
joven**

Posible masculino**

Adulto
Posible masculino**

Adulto joven
Posible femenino**

*Determinado por el Dr. Gonzalo Figueiro **De acuerdo al trabajo realizado por Rodriguez (2019).
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4.2. METODOLOGIA DE TRABAJO CON ADN ANTIGUO

El estudio de ADN antiguo requiere la implementacién de estrictos protocolos y
precauciones anticontaminacién para muestras altamente degradadas (Knapp et al., 2012;
Yang & Watt, 2005). El Laboratorio de ADN Antiguo del Departamento de Antropologia
Bioldgica de la Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacién (FHCE), Universidad
de la Republica, se encuentra en un area aproximada de 16m?, y cuenta con los
implementos necesarios para minimizar la posibilidad de contaminacién con ADN
moderno: Inyector de aire con filtro, luz UV general y localizada, e instrumental y equipos
utilizados exclusivamente para extraccion, preservacion y montaje de PCR de ADN
antiguo: agitadores (horizontal y vortex), cabina para PCR con flujo laminar y luz UV,
centrifugas para tubos de 15y 1,5 mL, freezer -20°C, horno de temperatura regulable con
rotacidn, micropipetas operadas con puntas con filtro y UV crosslinker.

En el trabajo de laboratorio se cumplieron con las practicas para minimizar la
contaminacién, incluyendo el uso de mameluco con capucha, cubrezapatos, tapabocas y
dos pares de guantes de nitrilo descartables. Antes del ingreso al laboratorio y luego de
finalizar el trabajo en el mismo, la luz UV fue encendida como minimo 20 minutos. Todas
las superficies y el instrumental a utilizar fueron limpiadas antes, durante y después de su
uso con hipoclorito de sodio al 10%. También las piezas de instrumental fueron irradiadas
con UV localizado, al igual que todos los reactivos a excepciéon de los que pudieran sufrir
dano con la radiacion UV, como el mix utilizado para PCR, los cebadores y los extractos de
ADN.

Las reacciones de PCR y todas las operaciones post-PCR se efectuaron fuera del
laboratorio de ADN antiguo, en el laboratorio de genética molecular del Departamento de
Antropologia Bioldgica. No se realizé el reingreso al laboratorio de ADN antiguo luego de
haber estado en el laboratorio post-PCR, de manera de evitar la contaminacién con

productos de PCR y ADN moderno.
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4.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

En primer lugar se debieron eliminar los contaminantes presentes en la superficie
del material, para lo cual las piezas fueron tratadas con hipoclorito de sodio al 10%.
Molares y piezas mds pequefias fueron incubadas en un tubo estéril de 50 mL con
hipoclorito de sodio en rotaciéon a temperatura ambiente por 10 minutos. Para las piezas
de mayor tamafio, como por ejemplo los huesos petrosos, se limpid la superficie externa
con dicho compuesto. Luego se descartd el hipoclorito y se enjuagaron las piezas dos
veces con agua destilada (ddH,O DNA-free) para remover cualquier resto del producto. Al
material dentro del tubo se realizd un tercer lavado con agua destilada que incluyé un
periodo de incubacidn y rotacién por 10 minutos a temperatura ambiente, para luego
descartar toda el agua posible. Posteriormente a este tratamiento, fueron irradiadas con
luz UV dentro del crosslinker durante una hora o hasta que la pieza estuviese
completamente seca. Finalmente se utilizdé un torno de manualidades para la
pulverizacion del material interno de las piezas dseas y en el caso de los dientes la

obtencidn del polvo de dentina.

4.2.2. EXTRACCION DE ADN

Una vez que las piezas fueron reducidas a polvo, se les agregd 3 mL de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5M (pH 8,0), que es un agente quelante, utilizado para
la captura de los iones calcio de la hidroxiapatita, logrando separar la matriz mineral de la
pieza del ADN que haya en la misma. En casos donde el material estaba muy fragmentado,
como es el caso de las muestras S3, 41101, 55698, 61395, fueron procesadas utilizando
FASTPREP (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EE.UU.), agregando EDTA a la matriz, hasta
obtener una fragmentacion completa de la pieza. Se le anadié 30 uL de Proteinasa K (20
mg/ml, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) para degradar las proteinas que
conforman la matriz organica de las piezas, y se incubd toda la noche a 55°C. Se

adicionaron 20 uL de la misma Proteinasa K y se la dejé hasta el dia siguiente. Luego de
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este periodo, se centrifugaron los digeridos a 5000 revoluciones por minuto (rpm) durante
tres minutos y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Se redujo su volumen,
concentrando el ADN presente en el mismo, utilizando un filtro de centrifuga Amicon®
Ultra-4 4 mL (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) hasta alcanzar un volumen
aproximado de 250 pL, siendo sometidos a una centrifugacién de 69 a 85 minutos a 3500
rpm. El concentrado se transfirié a un nuevo tubo. El ADN del material digerido se purificd
mediante el uso de un agente caotrdpico (HOss & Padbo, 1993) y se capturd a través de
columnas de silice en un ambiente de pH acido (Yang et al., 1998). Para ello se utilizaron
las soluciones provistas por un kit comercial de purificacion de productos de PCR basado
en columnas de silice (QlAquick® PCR purification kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). El uso
de kit comerciales tiene la ventaja de reducir al minimo la manipulacién y la preparacién
de soluciones, evitando la contaminacidn en algunos de estos pasos. Primero se afiadieron
5 volumenes de buffer de captura (buffer PB) al tubo al cual se transfirié el sobrenadante.
Debido a que el ADN sdlo se une a las columnas de silice estando a un pH acido, se agregdé
15 plL de acetato de sodio 3 M (pH 5,2) a la mezcla. Se transfirid, en tandas de 750 uL, la
mezcla de EDTA y buffer de captura a través de columnas de silice, incubando por cinco
minutos previamente a su centrifugacion a maxima velocidad por un minuto, repitiendo el
procedimiento hasta terminar todo el contenido del tubo. Luego se realizaron dos lavados,
para eliminar todo aquello que no se unid a las columnas, utilizando 750 uL de buffer de
lavado con etanol (buffer PE) y descartando el eluido generado en la centrifugacién a
maxima velocidad por un minuto. Se eluyé el ADN adherido a la columna utilizando el
buffer de eluciéon (buffer EB) del kit. Se afiadieron 30 pL del buffer a las columnas, luego
fueron incubadas por 10 minutos a 37°C y finalmente se centrifugaron a velocidad
maxima, también por un minuto, recolectando el eluido en un nuevo tubo de 1,5 mL. Este
procedimiento se realizé dos veces, obteniendo un volumen final de 60 pL para cada
extracto.

Se realizaron tandas de extraccién de hasta tres piezas y siempre se incluyd un

blanco de extraccidon, que consiste en un tubo sin material sometido a los mismos
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reactivos y procedimientos que las demas muestras. Cada uno de los materiales utilizados
fue previamente irradiado con luz UV.

Se midié la concentracidn del ADN en los extractos a través de las lecturas Qubit
con el kit de alta sensibilidad (HS) para ADN de cadena doble, con el fin de detectar trazas
de ADN en las muestras; se incluyeron los blancos de extraccién en las lecturas para
confirmar la ausencia de ADN en ellos, de manera de descartar errores de manipulacién
durante los procedimientos de extraccién. Los blancos de extraccion también fueron
incluidos en las reacciones de PCR.

Por ultimo, con el objetivo de detectar posibles fuentes de contaminacién humana,
se determiné el haplogrupo mitocondrial de los integrantes del laboratorio que estuvieron

en contacto con las muestras y areas de trabajo.

4.2.3. AMPLIFICACION DE LAS REGIONES HIPERVARIABLES | Y 1I

Fragmentos de ambas regiones hipervariables se amplificaron utilizando Ia
reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) en tres a cinco fragmentos solapantes (Kemp et
al., 2007; Raff et al., 2010). Se emplearon 30 pL de las reacciones de amplificacidon por PCR
con mastermix ImmoMix™ 1X incluyendo una enzima hot-start DNA polimerasa (BioLine
Reagents, London, England, United Kingdom), cebadores 160 nM cada uno (forward y
reverse), H,0 ultrapura libre de ADNasas y ARNasas, y 3,0 uL de ADN molde.

Cada porcién de la regidn hipervariable fue sujeta a 45 ciclos de PCR: 10 minutos
de desnaturalizacién inicial a 95°C, seguido por 30 segundos de desnaturalizacién a 95°C,
30 segundos a la temperatura de annealing, y 30 segundos de extension a 72°C, seguida

por cinco minutos de extension final a 72°C.

4.2.3.1. DESARROLLO Y SINTESIS DE CEBADORES ESPECIFICOS

Dado el alto grado de fragmentacién del ADN en las muestras estudiadas, no fue

posible la amplificacién utilizando los cebadores desarrollados previamente por el Dr.
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Gonzalo Figueiro, por lo cual fue necesario disefiar cebadores capaces de amplificar
regiones aun mas pequefias.

Para el disefio de cebadores especificos que amplifiquen fragmentos cortos de
125-130 pb de la HVR I se utilizaron los programas Primer3Plus (Untergasser et al., 2007) y
Primer-BLAST (Ye et al.,, 2012). Entre los cebadores que se obtuvieron mediante el
programa, la eleccidon de aquellos a sintetizar se realizd6 de acuerdo a que presentaran
menor complementariedad tanto en su propia secuencia como entre el cebador sentido y
el antisentido, de manera de evitar la formacién de estructuras secundarias, y que el
contenido de bases GCy el valor de la temperatura de hibridacidn (Tm) fuera similar entre
los pares de cebadores. Mediante la herramienta OligoAnalyzer se evalué la formacién de
dimeros (tanto homo como heterodimeros) y especialmente el potencial de formacidn de
estructuras secundarias, evaluando existencia, estabilidad y la Tm de las mismas en los
cebadores disefiados. Aquellos que fueron seleccionados se enviaron a sintetizar a la

compaiiia Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.).

Tabla 3. Cebadores empleados para la amplificacidon de la HVRI. Los cebadores “F” extienden la hebra
“L” del genoma mitocondrial y los “R” la hebra “H”. La posicién esta numerada de acuerdo a la secuencia
de referencia revisada de Cambridge (Andrews et al., 1999).

L . . Tamano Temp. de
Cebador Posicion (5’-3’) Secuencia L. . Ref.
amplicon annealing

GTT CTT TCA TGG GGA AGC .
LAHV1F 16023-16043 AGA Este estudio

128 pb 56°C
GGT GGT CAA GTA TTT ATG

LAHV1R 16151-16128 Este estudio
GTA CCG
ACA TTA CTG CCA GCC ACC )
LAHV2F 16098-16117 AT Este estudio

128 pb 56°C
GAG GGT TGA TTG CTG TAC

LAHV2R 16225-16204 Este estudio
TTG C
GCC AGC CAC CAT GAA TAT Kemp et al.
16126F 16106-16126 145 pb 53°C
TGT (2007)
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16230R

LAHV3F

LAHV3R

16249F

16331R

HVR1_P2Fb

HVR1_P2R

LAHVAF

LAHV4R

HVR1_P3F

HVR1_P3R

LAHVS5F

LAHVS5R

16251-16230

16156-16179

16283-16263

16232-16249

16355-16331

16162-16182

16296-16276

16240-16259

16365-16345

16266-16288

16422-16401

16322-16341

16450-16433

GGA GTT GCA GTT GAT GTG
TGAT

GTA CAT AAA AAC CCA ATC
CACATC

TGT TGG TAT CCT AGT GGG
TGA

CAC ACA TCA ACT GCA ACT

GGG ATT TGA CTG TAA TGT
GCTATGT

AAA ACC CAA TCC ACA TCA
AA

GGG TGG GTA GGT TTG TTG
G

AAC TGC AAC TCC AAA GCC
AC

GGG ACG AGA AGG GAT TTG
ACT

CCC ACT AGG ATA CCA ACA
AACC

ATT GAT TTC ACG GAG GAT
GG

ATT TAC CGT ACA TAG CAC
AT

CGA GGA GAG TAG CACTCT

127 pb

123 pb

134 pb

125 pb

156 pb

128 pb

55°C

53°C

53°C

59°C

53°C

50°C

Kemp et al.
(2007)

Este estudio

Este estudio

Kemp et al.
(2007)

Kemp et al.
(2007)

Raff et al.
(2010)

Raff et al.
(2010)

Este estudio

Este estudio

Raff et al.
(2010)

Raff et al.
(2010)

Este estudio

Este estudio
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Tabla 4. Cebadores empleados para la amplificacién de la HVRII. Los cebadores “for” extienden la

hebra “L” del genoma mitocondrial y los “rev” la hebra “H”. La posicidn estd numerada de acuerdo a la
secuencia de referencia revisada de Cambridge (Andrews et al., 1999).

Posicion Tamaiio Temp. de
Cebador Secuencia Ref.
(5’-3’) amplicon  annealing
ii29for 8-29 GGT CTA TCA CCC TAT TAA CCA C Vigilant et
144 pb 50°C al. (1989)
ii133revA 152-132 AGG ATG GGG CAG GAATCA AAG
iil152forA 132-152 CTTTGATTCCTG CCC CAT CCT Disefiados
164 pb 51°C por el Dr.
ii273rev 296-273 GGAAATTITTTIGTTATGA TGT CTG
Gonzalo
ii260for 242-260 CAATTG AAT GTCTGCACAG Figueiro
140 pb 51°C

ii362rev 382-362 CAT ACC GCC AAA AGA TAA AAT

Todos los extractos fueron amplificados usando los cebadores de la Tabla 3. Estos
productos proporcionan cobertura de la HVR | desde las posiciones nucleotidicas de 16044
a 16432 de la secuencia de referencia revisada de Cambridge (Andrews et al., 1999). Para
el caso de la HVR IlI, las amplificaciones de los cebadores de la Tabla 4 cubren las
posiciones nucleotidicas desde 30 a 361 con respecto a la mencionada secuencia de

referencia.

4.2.3.2. VERIFICACION Y PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Para verificar la amplificacién del producto deseado se realizd para cada reaccion
una electroforesis cargando una alicuota de 10 pL de producto de PCR en un gel de
agarosa al 2% con buffer Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X a 100 V durante 40 minutos,

utilizando GoodView™ (Sbs) como agente intercalante. La visualizacién de las bandas se
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realiz6 mediante fluorescencia por luz UV. El tamano de los productos amplificados se
verificd por comparacidon con un estandar de peso molecular conocido compuesto de
bandas de ADN de largos en multiplos de 100 pb proporcionado por la empresa NZYTech
(Lisboa, Portugal).

Aquellos fragmentos que pudieron ser amplificados fueron purificados mediante el
tratamiento con 3,0 pL de fosfatasa alcalina y 1,5 uL de exonucleasa | sobre 15 pL de
producto de PCR, en un volumen final de 19,5 L. Este tratamiento se realiza previamente
a la secuenciacién de los fragmentos con el objetivo de eliminar el exceso de
desoxinucledsidos trifosfatos (dNTPs) y cebadores, respectivamente. Se incubaron los
productos de PCR con dichas enzimas por 30 minutos a 37°C en un bafo seco y
posteriormente a 80°C por 15 minutos para inactivar las enzimas. Las muestras
amplificadas y purificadas se enviaron a secuenciar mediante secuenciacion Sanger a

Macrogen (Seul, Corea del Sur) y al Institut Pasteur de Montevideo.

4.3. ANALISIS DE LOS DATOS

4.3.1. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LASHVR 1Y Il

Las secuencias de ADN obtenidas se alinearon con la rCRS (Andrews et al., 1999) en
el programa MEGA versidon X (Kumar et al., 2018), revisandose las variantes obtenidas en
forma manual a fin de filtrar eventuales “mutaciones” debidas al dafio post-mortem al
ADN (Hofreiter et al., 2001). Se determinaron los haplogrupos de los individuos analizados
empleando el programa Haplogrep v2.2 (Weissensteiner et al., 2016). A medida que se
obtenian las secuencias y se les asignaba un haplogrupo, aquellas que no presentaron
variantes indigenas, y que, por lo tanto, se asumieron como contaminadas, no se

continuaron amplificando y fueron descartadas de andlisis posteriores.
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4.3.2. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS POR SECUENCIACION
MASIVA

En cuanto a las secuencias obtenidas mediante secuenciacion masiva, el Centro de
Geogenética de la Universidad de Copenhague proporcioné los archivos BAM (Binary
Alignment/Map format; Li et al., 2009) del mapeo de las lecturas al genoma mitocondrial
correspondientes a dos individuos de interés para esta tesis: el individuo 55698 de Colonia
Concordia y el individuo 15736 procedente de Campo Morgan. Se exportaron los datos de
las secuencias a un formato leido por el software implementado para los analisis
comparativos utilizando un script desarrollado por el Dr. Gonzalo Figueiro y el MSc. Lucas
Ale para su uso con genomas mitocondriales (Figueiro et al., 2022) en el entorno R 3.6.3

(http://www.r-project.org/).

De acuerdo a la informacidn proporcionada por dicho centro, las estadisticas de
mapeo de las lecturas al genoma mitocondrial se obtuvieron mediante Qualimap 2.0
(Garcia-Alcalde et al., 2012). En relaciéon a la deteccion de variantes con respecto a la rCRS
se realizd utilizando el programa SNVer 0.5.3 (Wei etal., 2011), y posteriormente se
verificaron de forma visual a través del programa IGV 2.3.89 (Thorvaldsdéttir et al., 2013).
El analisis de dafio al ADN fue llevado a cabo utilizando el paguete MapDamage 2.0
(Jonsson et al. 2013) y la evaluacidn de contaminacién con ADN exdgeno fue efectuada

mediante el programa ContaMix (Fu et al., 2013).

4.3.3. RECOPILACION DE SECUENCIAS ANTIGUAS Y MODERNAS DE AMERICA
DEL SUR

Para la realizacion de andlisis comparativos de las secuencias antiguas obtenidas se
recopilaron secuencias de HVR del ADNmt de muestras antiguas y modernas de América
del Sur. Las mismas fueron obtenidas a partir de la bibliografia (Afonso Costa et al., 2010;
Arias et al., 2017; Baca et al., 2014; Barbieri et al.,, 2011, 2017; Batai & Williams, 2014;
Bobillo et al., 2010; Cabana et al., 2006; Cardoso et al., 2013; Carnese et al., 2010; Catelli
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et al.,, 2011; Corella et al., 2007; de Araujo et al., 2015; de Saint Pierre et al., 2012a; 2012b;
Fagundes et al., 2008; Fehren-Schmitz et al., 2014; Figueiro et al., 2022; Garcia et al., 2021;
Guevara et al., 2020; Horai et al., 1993; Kemp et al., 2009; Lewis et al., 2007; Llamas et al.,
2016; Marrero et al., 2007a; 2007b; Mendisco et al., 2014; Moraga et al., 2010; Pagano et
al., 2005; Reiux et al., 2014; Sala et al., 2010; Sala & Corach, 2014; Sandoval et al., 2013;
Sandoval et al., 2009; Sans et al., 2021; Sevini et al., 2014; Simao et al., 2019; Taboada-
Echalar et al., 2013; Tamm et al., 2007, Wang et al., 2007) y de las bases de datos on line:
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y EMPOP (http://empop.org). Para
cada una de las secuencias se le asignd la regién geografica de procedencia, el haplogrupo
que le fue determinado, asi como los polimorfismos que presenta. Las secuencias
incluidas provienen de Argentina, Brasil, Chile, Bolivia, Paraguay, Perd, Colombia vy
Ecuador (Figura 6). En el Anexo se proporcionan detalles sobre los datos de las secuencias

utilizadas de acuerdo al haplogrupo identificado (Tablas anexas 1, 2 y 3).

48



kilometers

Fig. 6. Paises a los cuales pertenecen las poblaciones empleadas para el andlisis comparativo.
Referencia: amarillo — Colombia; verde — Brasil; violeta — Ecuador; rojo — Perd; marrén —
Altiplano peruano-boliviano; naranja— Bolivia; negro — Paraguay; azul — Chile; celeste —
Argentina; rosado — Uruguay.

4.3.4. REDES DE HAPLOTIPOS Y AFINIDAD GEOGRAFICA

Para las secuencias obtenidas de un mismo haplogrupo, se reconstruyeron
filogenias intraespecificas, llamadas redes de haplotipos, utilizando el programa
NETWORK versién 5.0.0.3 (Bandelt et al., 1999). Este programa se basa en el método de
maxima parsimonia empleando el algoritmo “Median-Joining” para la construccién de
las redes, en ausencia de recombinacidn entre las secuencias estudiadas. Se utilizé la

opciodn post-procesamiento de calcular la red mas parsimoniosa: MP calculation (Polzin
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& Daneschmand, 2003), para resolver posibles reticulaciones y obtener los arboles mas
cortos. Ademads, se le asigndé a cada sitio polimdrfico un valor de importancia
filogenética relativa para la construccion de la red de acuerdo a las tasas mutacionales
descritas por Soares et al. (2009). Se construyeron dos redes de haplotipos para Cld y
A2: una abarcando todas las secuencias HVR | por un lado, y otra incluyendo solamente
a aquellos individuos que contaran con secuencias HVR | y HVR Il. La importancia de
analizar ambas redes se debe a que un mayor numero de datos, como es el caso de las
redes HVR |, permite ampliar las regiones geograficas estudiadas. A su vez, la
incorporacion al analisis de ambas regiones hipervariables aumenta la resolucién de

afinidades de acuerdo a un mayor grado de polimorfismo.

4.3.5. ANALISIS COMPLEMENTARIOS: MARCADORES NUCLEARES

En una extraccién de acidos nucleicos, el ADN nuclear se encuentra en menor
numero de copias que el ADNmt, lo cual hace que amplificar secuencias nucleares sea mas
dificultoso en extractos de ADN antiguo (O’Rourke et al., 2000a). Sin embargo, su andlisis
es de gran interés dado a que puede aportar informacién que complemente los estudios
de ADNmt. Por ejemplo, el estudio realizado por Mut (2019) para estudiar la estructura
poblacional y procesos demograficos en la poblacién uruguaya, a través de los linajes
paternos, utiliza marcadores localizados en el cromosoma Y.

El andlisis de marcadores del ADN nuclear es de importancia para evaluar su
potencial en futuros estudios en poblaciones antiguas. En este trabajo se utilizd el
marcador amelogenina para la determinacién molecular del sexo (Mannucci et al., 1994) y
el gen EDAR, que es de interés dado a que presenta una variante de alta frecuencia en

poblaciones indigenas (Hlusko et al., 2018).
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4.3.5.1. DETERMINACION DEL SEXO MEDIANTE EL MARCADOR
AMELOGENINA

Para establecer la viabilidad del estudio del ADN antiguo nuclear en muestras
arqueoldgicas del oeste, se aplicaron técnicas moleculares para la determinacion del sexo
utilizadas previamente en el Laboratorio de ADN Antiguo (Mut, 2013). Como en la especie
humana el sexo es determinado por sus cromosomas, se utilizan marcadores moleculares
asociados a los cromosomas sexuales para identificar el sexo. Entre los mas utilizados se
encuentran el gen SRY (Sex-determining Region Y), que se basa en la presencia/ausencia
de amplificacién de un fragmento de dicho gen (Drobnic, 2006; McKeown et al., 2000), y
también el gen codificante de la amelogenina, una proteina presente en el esmalte dental,
gue tiene una copia en cada cromosoma sexual pero las mismas difieren en su tamano y
secuencia de bases (Sullivan et al., 1993). En el caso del gen SRY, dado que la ausencia de
amplificacién puede darse porque la PCR no sea exitosa, para evitar falsos negativos, es
preferible la utilizacion de cebadores que amplifiquen fragmentos en ambos cromosomas
sexuales (Mannucci et al., 1994). En humanos, los genes que codifican para la proteina
amelogenina, AMELX y AMELY, se ubican en la regién p22.1-p22.3 del cromosoma X y en
la region p11.2 del cromosoma Y, respectivamente (Nakahori et al.,, 1991; Salido et al,,
1992). Los métodos de determinacidén sexual mediante este gen implican la utilizacidn de
cebadores disefiados en las regiones conservadas de ambas copias, que permitan la
amplificacién de un fragmento que difiere en tamafio en ambos cromosomas. Esto se
debe a que la copia del cromosoma X presenta una delecién de 6 pb dentro del intrén 1
del gen, lo que genera fragmentos de diferente longitud que pueden facilmente
distinguirse mediante electroforesis en gel (Mannucci et al., 1994). Si el individuo es
masculino se observan dos bandas en el gel, una de mayor peso molecular
correspondiente a la amplificacion en el cromosoma Y, y otra de menor peso
correspondiente a la amplificacion en X. Si el individuo es femenino se observa una Unica

banda correspondiente a la amplificacidén del gen en ambos cromosomas X.
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4.3.5.1.1. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES AMELX Y AMELY

La determinacidon molecular del sexo Unicamente se realizd para aquellas muestras
en las cuales se identificaron haplogrupos indigenas. Se llevd a cabo mediante
amplificacién por PCR de un fragmento homdlogo del gen de la amelogenina, presente en
los cromosomas X e Y, utilizando los cebadores disefiados por Mannucci et al. (1994),
detallados en la Tabla 5. Los productos de PCR esperados tienen un tamafio de 106 pb
para el cromosoma Xy 112 pb para el cromosoma Y. Las reacciones de amplificaciéon por
PCR se realizaron en un volumen final de 30 uL, conteniendo los mismos componentes del
mix utilizados para la amplificacion de ADNmt, y también agregando 3,0 uL de ADN molde.
Las condiciones de ciclado también se utilizaron las mismas que para el ADNmt, excepto

por la temperatura de annealing, que, de acuerdo a estos cebadores, fue de 55°C.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la determinacidn molecular del sexo y el tamafio esperado del
fragmento del gen amelogenina.

Cebador Secuencia Tamaiio amplicén (pb) Ref.

AMEL F CCCTGG GCT CTG TAA AGA ATA GTG 106 en cromosoma X
Mannucci et al.

(1994)
AMEL R ATC AGA GCT TAA ACT GGG AAG CT 112 en cromosoma Y

La verificacion del éxito de la PCR se realizé6 mediante electroforesis en gel de
agarosa 4%. Posteriormente, para la discriminacidn de alelos se corrieron los productos de
PCR en un gel de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida 29:1) al 12% (p/v) con un tiempo
de corrida de la electroforesis de 5 horas a un voltaje constante de 80 V. Se tifi6 el gel con

nitrato de plata siguiendo el procedimiento descrito en Sanguinetti et al. (1994).
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4.3.5.2. ESTUDIO DE LA VARIANTE T1540C DEL GEN EDAR

El genotipado del polimorfismo EDAR T1540C (rs3827760) fue realizado mediante
PCR y posterior secuenciacion Sanger. Para ello, se disefaron cebadores especificos que
amplifican un fragmento que contiene el sitio variable T1540C, siguiendo los pasos y
utilizando los mismos programas que los descritos en la seccién 4.2.3.1. Los cebadores

seleccionados se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Cebadores disefiados para amplificar el polimorfismo T1540C del gen EDAR. La
secuencia leida y analizada corresponde a la hebra sentido (+).

Cebador Posicidn (5’-3’) Secuencia Tamaiio amplicén Ref.
EDARF 1447-1464 ATG CGG TCA AAG AGT TG Este
124 pb .
estudio
EDARR 1570-1553 TCA GCT CCA CGT ACA AC

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo como fue descrito tanto para ADNmt
como para los genes AMELX y AMELY, utilizando una temperatura de annealing de 50°C.

Los productos obtenidos fueron verificados y purificados siguiendo los mismos
pasos descritos para las HVR | y Il en la seccion 4.2.3.2. Los fragmentos purificados
también fueron secuenciados utilizando el método de Sanger en las plataformas de
Macrogen (Seul, Corea del Sur) y del Institut Pasteur de Montevideo.

Las secuencias de ADN obtenidas se alinearon con una secuencia del gen EDAR
extraida del GenBank (NG_008257.1) en el programa MEGA versién X (Kumar et al., 2018),

revisandose la presencia de la variante T1540C en forma manual.
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE ADN

La tabla 7 muestra el total de muestras analizadas y los resultados obtenidos en las
extracciones de cada pieza, asi como el tipo de material utilizado. En las que se pudo
obtener secuencias de las HVR | y Il parciales o completas, se asignaron los haplogrupos
correspondientes al conjunto de polimorfismos que presentaron mediante Haplogrep v2.2
(Weissensteiner et al., 2016). De las 17 muestras analizadas (Tabla 8), una (52) no
presentd cantidades suficientes de ADN en la extraccion, y un total de tres muestras no
pudieron ser amplificadas mediante PCR (52, 47992 y 47996 BIS). Unicamente dos de las
muestras presentaron mutaciones que permitieron incluirlas en linajes indigenas (S4 y
47995) y las restantes no pudieron ser incluidas como linajes nativos. Estos resultados
representan una tasa de éxito global de 11,8% en la extraccién de ADN enddgeno antiguo.
Los dos individuos exitosamente extraidos y amplificados en este trabajo presentan una
preservacién excepcional en comparacidn con las otras muestras, en especial el individuo

S4, cuyas amplificaciones fueron exitosas para todos los marcadores utilizados.

Tabla 7. Resultados de las extracciones de ADN de los individuos analizados. Se incluye el nimero de
experimentos de PCR realizado por muestra.

Individuo Material ADN Concentracién (ng/ul) Numero de PCR
Al Segundo molar superior derecho Si No se obtuvo lectura 18
Temporal derecho Si 9,33 19
A2
Segundo molar superior izquierdo Si 0,60 22
S1 Fragmento de temporal derecho Si 4,27 11
S2 Temporal izquierdo No Fuera de rango 8
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S3 Hueso largo y Costilla Si 8,13 18

S4 Petroso Si 6,10 19
37974 Tercer molar inferior Si 1,63 13
41101 Cuarto metacarpo derecho Si 0,42 4
47992 Fragmento de Costilla Si 10,70 2

Molar Si 20,00 8

47994
Temporal izquierdo Si 4,28 >
47995 Segunda costilla izquierda Si 7,22 21
47996 Fragmento de Costilla Si 2,67 7
47996 BIS Fragmento de hueso largo Si 0,74 8
51983 Petroso izquierdo Si 3,66 19
Diente Si 22,90 13
Metacarpo Si 11,40 4

55698
Segundo molar inferior izquierdo Si 3,83 10
55961 Metacarpo Si 2,75 5
8,50 4

61395 Falange Si

1,74 4

Tabla 8. Segmentos secuenciados en las HVR | y Il, nimero de amplificaciones para cada fragmento, mutaciones
encontradas en las secuencias de cada individuo y linaje mitocondrial inferido a través del programa Haplogrep
v2.2 (Weissensteiner et al., 2016).

Segmentos Segmentos ) Linaje
. Ndmero de . NdGmero de Mutaciones con . .
Muestra secuenciados . secuenciados . mitocondrial
amplif. amplif. respecto a la rCRS . .
delaHVRI dela HVRII inferido
16143-16251 3 16304Y 16366G 73G )
Al 8-152 1 n.d.
16277-16366 3 152C
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16073T 16077T

161117 16183C
16065-16225 8 16185T 16186T 1)
A2 8-152 1 n.d.
16280-16422 4 16187T 16189C

16311C 16390A 73G
112Y 114Y 152C

16223T 16294Y o
s1 16143-16422 4 n.d.
16296Y 16304Y
$3.1  16143-16358 3 162237 n.d.
16093C 16172.1C
16023-16225 2 8-152 1 W
53.2 16399R 73G 152C n.d.
16322-16422 1 242-382 1
263G 295Y
16111T 16131C
16189C 161921
16073-16251 3 16223T 16290T (H
54 2 48-382 6 A2a
16266-16421 16319A 16362C 73G
146C 153G 235G
263G
16111T 16183C
37974  16023-16421 5 8-152 1 16189C 16224C n.d.®
16311C 73G 152C
16023-16275 3 16079Y 16217C o
41101 n.d.
16280-16365 1 16248T 16311C
16065-16266 4 ‘)
47994 16224Y 16311C n.d.
16288-16365 1

16051G 16223T
16298C 16325C (n

47995  16023-16422 6 8-382 6 c1d
16327T 73G 146C

195C 263G 290-291d

16126C 16294Y

47996  16065-16422 5 n.d.
16296Y
51983  16140-16225 1 n.d.®
16223T 16320T 0
55698  16106-16422 13 n.d.
16325C 16399G
16162T 16223T 0
55961  16162-16374 2 n.d.
16320T
16223T 16320T 0
61395  16106-16422 6 n.d.
16399G

n.d. representa “no determinado”. ™ Probable contaminacion previa a los analisis moleculares; @ Linaje indigena; ®) Probable
contaminacién en el laboratorio. Variantes subrayadas corresponden a las que definen el linaje indigena identificado (van Oven &
Kayser, 2009). Variantes en negrita indican mutaciones adicionales.
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5.1.1. CONTAMINACION DE LAS EXTRACCIONES

En los blancos de extraccidn no se detectaron trazas de contaminacién ni tampoco
en los controles negativos de PCR. Sin embargo, sélo los individuos S4 y 47995 presentan
conjuntos de mutaciones diagndsticas para alguno de los haplogrupos fundadores de
ADNmt de América (Tabla 8). Por lo tanto, se asume que las extracciones de las demas
muestras fueron contaminadas con ADN exdgeno de investigadores previos al analisis de
ADN o de integrantes del laboratorio. Particularmente los individuos 37974 y 47994
presentan, respectivamente, cuatro y dos de las variantes del motivo 16111T-16189C-
16224C-16311C correspondiente al haplogrupo K de uno de los investigadores del
laboratorio (concretamente, el Dr. Gonzalo Figueiro).

Resalta la presencia de variantes relacionadas con haplogrupos mitocondriales
africanos en tres de los 17 individuos analizados (55698, 55961 y 61395). Solamente una
integrante del laboratorio presenta un linaje africano, sin embargo, los motivos de
secuencia no coinciden completamente con los encontrados en los individuos analizados,
lo cual sugiere que una contaminacion reciente es una explicacién improbable. Si el
resultado es producto de contaminacién, es probable que haya sido introducida antes de
haber sido colectada para la realizacion de analisis moleculares.

La transicién C>T en la posicidn 16325 en la secuencia del individuo 55698 (Tabla
8) podria ser considerada como producto del dafio post-mortem del ADN (Hofreiter et al.,
2001). Sin embargo, dado a la presencia en varias muestras de dobles picos podria
tratarse de contaminacidon con ADN exdgenos provenientes de diferentes fuentes o por
contaminacién cruzada con otras muestras presentes en la misma tanda de extraccion.
Esto podria explicar la presencia de las variantes 16223T, 16320T y 16399G en las
muestras 55961 y 55698 (Tabla 8), dado a su extraccién conjunta con la muestra 61395y a
gue se obtuvo el mismo haplogrupo (L3e2) para las tres amplificaciones.

Otros de los problemas en la asignacién de haplogrupos se observa en la muestra
S3.1, que el programa indica como perteneciente al haplogrupo N, pero en base a la
presencia de una sola variante (16223T). El fragmento amplificado es muy pequeiio para
la asignacién de un haplogrupo de manera eficiente, por lo cual esta muestra no es
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considerada en posteriores analisis, dado a que no puede detectarse si es ADN enddgeno

o contaminacion.

5.2. ANALISIS DE LOS DATOS

5.2.1 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS HVR I Y Il

En cuanto a las secuencias de las HVR | y Il de los individuos que pudieron
asignarse a haplogrupos americanos, S4 pertenece al haplogrupo A2 y 47995 pertenece al
subhaplogrupo C1d (Tabla 8). El haplogrupo A2 se caracteriza por las mutaciones 146C,
153G, 235G, 16111T, 16290T, 16319A, 16362C. Para el caso del subhaplogrupo C1d, se
define por las siguientes variantes 249d, 290-291d, 16051G, 16298C, 16325C, 16327T.

De acuerdo a las mutaciones presentes en el individuo S4, los resultados obtenidos
utilizando el programa Haplogrep indicaban su pertenencia al linaje A2a. Sin embargo, se
considerd improbable debido a que dicho subhaplogrupo, hasta el momento, se
encuentra restringido a territorios de América del Norte (Tackney et al., 2019). Ademas, la
variante en la HVR | que define al subhaplogrupo (16192T) también ha sido encontrada en
otras poblaciones de América del Sur asociado a diferentes linajes dentro del haplogrupo
A2 (e.g. Garcia et al., 2021; Llamas et al., 2016). Por su parte, la mutacion 16051G en las
secuencias obtenidas del individuo 47995 establece su correspondencia al subhaplogrupo

C1d, que estd presente en poblaciones indigenas americanas (Figueiro et al., 2011).

5.2.1.1. AFINIDADES GEOGRAFICAS

A través de la busqueda en las bases de datos de GenBank y EMPOP para el
individuo S4 se encontraron variantes compartidas con individuos de poblaciones

modernas de Brasil (Cardena et al., 2013; Ramallo et al.,, 2013), y de poblaciones
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modernas de la regién norte central de Venezuela (Castro de Guerra et al., 2012). En el
caso del individuo 47995 se obtuvieron coincidencias con individuos de poblaciones
modernas de Brasil (Cardena et al., 2013; Ramallo et al., 2013), individuos histdricos de
Tierra del Fuego (Motti et al., 2020), y poblaciones modernas de la regién norte central de
Venezuela (Castro de Guerra et al., 2012). Sin embargo, estas busquedas no permitieron

encontrar a las secuencias mas préximas en relacion a todas las variantes.

En las redes de haplotipos generadas a través del software Network, cada circulo
corresponde a un unico haplotipo, en donde el didmetro es proporcional al nimero de
secuencias representadas. La distancia entre haplotipos estd basada en el nimero de
mutaciones que los diferencian. Los nodos con menos casos corresponden en general a

haplotipos derivados.
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Fig. 7. Red de haplotipos de las secuencias recopiladas del linaje A2 segin HVR I|. La numeracién corresponde a la posicion de la mutacién en la rCRS
(Andrews et al., 1999). El haplotipo central esta definido por las mutaciones 16111T, 16223T, 16290T, 16319A y 16362C con respecto a rCRS. El simbolo

@ indica reversién al estado ancestral del nucledtido. La cruz indica individuos antiguos. Se sefala la posicién de la muestra S4 en la red.
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Fig. 8. Red de haplotipos de las secuencias recopiladas del linaje A2 segin HVR | y Il. La numeracién corresponde a la posicion de la mutacién en la rCRS
(Andrews et al., 1999). El simbolo @ indica reversién al estado ancestral del nucleétido. La cruz indica individuos antiguos. Se sefiala la posicidn del individuo S4.
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Con respecto al haplogrupo A2, el individuo en estudio S4 corresponde a un linaje
derivado en ambas redes (Figuras 7 y 8). La red de haplotipos que incluye ambas regiones
hipervariables muestra una topologia multimodal (Figura 8), lo cual se asocia a que en la
base de datos utilizada las secuencias de Colombia en su mayoria corresponden a
individuos de una misma poblacién indigena con baja diversidad de haplotipos.

El individuo S4 comparte una mutacidn en la posicion 16192 fundamentalmente
con poblaciones de Argentina tanto para muestras antiguas (Llamas et al., 2016) como
modernas de la region sur (Bobillo et al., 2010; de Saint Pierre et al., 2012b) y central
(Catelli et al., 2011; Garcia et al., 2021), pero también con individuos modernos de Peru
(Sandoval et al., 2009) y Colombia (Tamm et al., 2007). Los polimorfismos particulares que
presenta S4 corresponden a las posiciones 16131 y 16189. La mutacion 16131C no fue
hallada en ningun otro individuo de la base de datos. En la red de haplotipos que incluyen
la HVR II, S4 también deriva de uno de los haplotipos centrales encontrados en muestras
del norte de Argentina (Catelli et al., 2011; Tamm et al., 2007) y Argentina central a través

de la mutacidén en la posicidon 16192 (Catelli et al., 2011; Garcia et al., 2021).
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Fig. 9. Red de haplotipos de las secuencias recopiladas del linaje C1d segin HVR |. La numeracidn
corresponde a la posicion de la mutacién en la rCRS (Andrews et al.,, 1999). La muestra antigua
perteneciente al haplotipo nodal, definido por las mutaciones en las posiciones 16051, 16223, 16298,
16325 y 16327 con respecto a la rCRS, es el individuo 47995. El simbolo @ indica reversion al estado
ancestral del nucleétido. Mediante una cruz se indican los individuos de poblaciones antiguas.
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Fig. 10. Red de haplotipos de las secuencias recopiladas del linaje C1d segin HVR | y Il. La numeracidn corresponde a la posicidn de la mutacidn en la rCRS

(Andrews et al., 1999). El simbolo @ indica reversidn al estado ancestral del nucledtido. La cruz indica individuos antiguos. Se sefiala al individuo 47995.
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En la muestra 47995 se registro la mutacién 16051G caracteristica del
subhaplogrupo C1d. Asimismo, presenta el motivo mutacional del haplogrupo C1 16223T-
16298C-16325C-16327T. También presenta las mutaciones en la HVR Il que son también
caracteristicas del haplogrupo C: 73G, 263G, 290-291d, asi como transiciones en las
posiciones 146 y 195. No pudo detectarse la delecién diagndstica del haplogrupo C en la
posicion 249, dado a los multiples picos en ese tramo de secuencia.

En la red de haplotipos correspondientes al subhaplogrupo C1d de la HVR |, el
individuo de Colonia Concordia, 47995, presenta el haplotipo ancestral, muy frecuente en
poblaciones modernas (Figura 9). Sin embargo, cuando también se considera la HVR Il
(Figura 10) aparece como un linaje derivado no compartido con ninguna otra poblacién;
su afinidad mds préxima es con otros dos linajes presentes en Argentina que comparten la
variante 146C, uno correspondiente a un individuo actual de Argentina central (Catelli et
al., 2011), y otro proveniente de un individuo también actual de la regién sur de Argentina
(Bobillo et al., 2010). Si bien derivan de un haplotipo no presente en la muestra analizada,
con el cual los tres individuos comparten la variante en la posicion 146, la muestra antigua
se distancia un paso mutacional mientras que las muestras argentinas presentan una
distancia de dos pasos mutacionales para el individuo de la regién central y tres para el
individuo del Sur (Figura 10). La mutacién particular que distingue a la muestra antigua

estd en la posicion 195.

5.2.2. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS MITOCONDRIALES COMPLETAS

Los datos de la secuenciacion masiva para el individuo 55698 generaron una
cobertura de 85,612% (14185/16569 pb) y una profundidad media de 3,36x, mientras que
para el individuo 15736 la cobertura alcanzé el 99,994% (16568/16569 pb) y una
profundidad media de 22x.

En base al andlisis de las variantes presentes en las secuencias mitocondriales
completas de los individuos 55698 y 15736 usando a la rCRS como referencia, se

establecié que ambos pertenecian al subhaplogrupo fundador americano C1b (Tabla 9).
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Tabla 9. Variantes detectadas en las secuencias mitocondriales completas. Se utiliza como
referencia la rCRS (Andrews et al., 1999).

Posicion rCRS 55698 15736
60 T T C
61 C C T
73 A G G
207 G G A
234 A A G
249 A d d
263 A G G
290 A d d
291 A d d
309 C cC cc
489 T C C
493 A G G
522 C C d
523 A A d
750 A G G
961 T T C

1438 A G G
1717 T T C
2706 A G G
3552 T A A
4715 A G G
4769 A G G
4952 C C T
7028 C T T
7196 C A A
8584 G A A
8701 A G G
8770 A A G
9540 T C C
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9545 A G G
9581 T T C
10398 A G G
10400 C T T
10873 T C C
11719 G A A
11914 G A A
12705 C T T
13145 G A G
13263 A G G
14318 T C C
14766 C T T
14783 T C C
15043 G A A
15301 G A A
15326 A G G
15487 A T T
16209 T C T
16223 C T T
16298 T C C
16325 T C C
16327 C C T

Variantes subrayadas indican las mutaciones que definen el subhaplogrupo Clb con respecto al
haplogrupo ancestral M8. Variantes resaltadas en negrita refieren a mutaciones adicionales. Las
variantes “CC” indican una insercion de la base C en la posicién indicada; “d” indica delecion.

El individuo 15736 presenta las mutaciones diagndsticas del haplogrupo C1 y la
mutacion 493G que define el linaje Clb. El individuo 55698 presenta las mismas
mutaciones diagndsticas excepto en la posicidn 16327, en donde se observa una reversiéon
T->C.

Se identificaron varias modificaciones en las moléculas de ADN a través de

diferencias en las lecturas para las muestras, correspondiente a dafios en la cadena
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frecuentes en el ADN antiguo y que por lo tanto fueron ignoradas para evitar falsas
afinidades entre las muestras. En el ejemplo de la Figura 11a correspondiente a un tramo
de 217 pb dentro de la region codificante, se observaron las transiciones C>T presentes
en rojo y G2>A en verde (Figura 11a), que se consideraron alteraciones post-mortem del
ADN debido a su presencia sdlo en algunas lecturas. La transicion T->C, que figura en azul,
esta presente en la gran mayoria de las lecturas, por lo cual se considerd autentica en
ambos individuos estudiados. Las variantes detectadas en el resto del genoma
mitocondrial fueron analizadas siguiendo el criterio anterior.

El analisis de dafio al ADN realizado con el paquete MapDamage permite analizar la
autenticidad del ADN antiguo a través del patrén de desaminacién de citosinas, siendo
frecuente la observacion de una elevada tasa de desaminacion en el extremo 5’, un
aumento de las tasas de sustitucidn C>T hacia el inicio de los reads secuenciados y un
complementario aumento de G—>A hacia el final de los reads (Jonsson et al. 2013). El
grafico de incorporacién de bases artefactuales por desaminacién de citosinas muestra el
patrén esperado para el caso de Colonia Concordia (Figura 11b, izquierda), basado en
bibliotecas de doble hebra, en el que se constatan transiciones C2>T en el extremo 5'y las
transiciones complementarias (G2>A) en el extremo 3' de las lecturas. La secuenciacion de
Campo Morgan (Figura 11b, derecha) se basa en bibliotecas de hebra simple, lo que
genera la presencia Unicamente de transiciones C2>T cercanas a los puntos de ruptura del
ADN en los extremos de las lecturas. La tasa disminuida de transiciones se debe a que la
muestra de Campo Morgan fue tratada con USER (New England Biolabs, Ipswich, MA,
EE.UU.), conteniendo Uracil ADN glicosilasa, antes de la preparacién de la biblioteca, que
elimina los uracilos producto de la desaminacién de citosinas. El analisis de contaminacién
mediante Contamix rindio estimativos de 0,17% de las lecturas en el individuo 55698 y

0,36% en el individuo 15736.
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Fig. 11. a) Visualizacidn de las secuencias mitocondriales completas de las muestras 15736 y 55698. En la figura pueden

observarse las diferencias de las bases coloreadas con la secuencia de referencia como producto del dafio al ADN. En
rojo timina, en verde adenina y en azul citosina. Se utilizd para la visualizacion de las lecturas la herramienta IGV
2013). b) Resultados de los analisis de autenticidad de las secuencias obtenidas mediante
secuenciacidon masiva utilizando el paquete MapDamage 2.0 (Jénsson et al. 2013). A la izquierda se observa los graficos
correspondientes a la muestra 55698 de Colonia Concordia. Se observa que hacia los extremos 5’ y 3 ‘de las lecturas
hay un aumento de sustituciones C-T y G-A respectivamente. Los graficos de la derecha corresponden a la muestra
15736 del sitio Campo Morgan, en cuyos extremos sdlo puede detectarse las sustituciones C-T dado a que

(Thorvaldsdottir et al.,

corresponden a bibliotecas monohebra.
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Para los individuos pertenecientes al subhaplogrupo Clb, como consisten en
genomas mitocondriales completos el nivel de diversidad es mayor (Figura 12). Ambos
corresponden a linajes particulares en una red donde no esta representado el linaje
ancestral del cual derivan las ramas restantes. El individuo 15736 de Campo Morgan
comparte una mutacién en la posicion 207 con otros linajes propios de la region central de
Argentina, representados por un individuo moderno y cuatro antiguos (Garcia et al.,
2021). Ademas, otros individuos modernos de Uruguay también forman clados separados
con individuos de Argentina. Sin embargo, y a semejanza con lo encontrado en los demas
individuos de Colonia Concordia, la secuencia de 55698 representa un linaje particular.
Cabe destacar que otros genomas tanto modernos como antiguos de Uruguay también

forman ramas fuertemente derivadas de los otros individuos en estudio.
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Fig. 12. Red de haplotipos de las secuencias mitocondriales completas recopiladas del linaje C1lb. La numeracién corresponde a la posicion de la
mutacion en la rCRS (Andrews et al., 1999). El simbolo @ indica reversion al estado ancestral del nucleétido. La cruz indica individuos antiguos. Se
sefiala la posicidon de los individuos 15736 y 55698 correspondientes a los sitios Campo Morgan y Colonia Concordia, respectivamente.
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En lineas generales, cuando comparamos a los individuos de Colonia Concordia y
Campo Morgan con secuencias de diferentes poblaciones sudamericanas, los individuos

del oeste de Uruguay analizados se aproximan a secuencias de Argentina.

5.2.3. ANALISIS COMPLEMENTARIOS: MARCADORES NUCLEARES

En virtud de que solamente se obtuvieron secuencias de ADNmt endégeno para
dos individuos del total de la muestra analizada, los experimentos de PCR con marcadores

nucleares Unicamente se realizaron con dichos individuos.

5.2.3.1. DETERMINACION DEL SEXO MEDIANTE EL MARCADOR
AMELOGENINA

La amplificacion de los marcadores del cromosoma X e Y en el gen de la
amelogenina se efectud en un numero total de cinco experimentos de PCR. Para el
individuo S4 se obtuvieron cuatro amplificaciones exitosas, en dos de las cuales se observé
un patron de dos bandas, correspondiente a la amplificacién de fragmentos en los
cromosomas X e Y (S4_1y S4_2 en las Figura 13 y 14). En los restantes dos experimentos
se observd una banda Unica de aproximadamente 112 pb, lo cual corresponde a la
amplificacién en el cromosoma Y (S4_3 y S4_4 en las Figura 13 y 14). Estos resultados
apuntan a que el individuo S4 es masculino. Los resultados para el individuo 47995 no
fueron tan claros: En dos de las amplificaciones exitosas para esta muestra se obtuvo una
Unica banda de 106 pb (47995 _2 y 47995 _4 en las Figuras 13 y 14), mientras que en una
tercera amplificaciéon se observé un patréon de dos bandas (47995 1 en las Figuras 13 y

14).
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Fig. 13. Visualizacidn de las bandas obtenidas para la amplificacion de los genes AMEL X y AMELY en
gel de poliacrilamida. C+_1 y C+_4 corresponden a los controles positivos, mientras que S4_1-S4 4
corresponden a cuatro amplificaciones del individuo S4, y 47995 1, 47995 2 y 47995 4
corresponden a las tres amplificaciones obtenidas para el individuo 47995. MPM: marcador de peso
molecular en multiplos de 100 pb; la banda inferior es de 100 pb. Las flechas marcan la posicion de
las bandas.
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Fig. 14. Confirmacidn de los resultados obtenidos en la amplificaciones de los genes AMEL Xy AMEL
Y. Se utilizan las mismas referencias que en la Fig. 13. Las flechas marcan la posicidn de las bandas.

5.2.3.2. ESTUDIO DE LA VARIANTE T1540C DEL GEN EDAR

Se realizaron siete intentos de amplificacion del gen EDAR utilizando los cebadores

disefiados; en ninguno se pudo amplificar un fragmento para el individuo 47995, y en dos
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se amplific6 un fragmento correspondiente a la muestra S4. La secuencia obtenida
presentod la variante asociada al diente en pala, correspondiente a la mutacién de Ta C en
la posicién 1540, siendo el individuo homocigota para dicha variante. En la Figura 15 se

muestran los ferogramas obtenidos, donde se resalta un Unico pico para C en EDAR 1540.
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Fig. 15. Fragmento de las secuencias obtenidas para el gen EDAR del individuo S4. Se indica en el
recuadro la posicién 1540 mostrando un Unico pico para C. La variante se asocia al rasgo morfolégico
“incisivos en pala” detectado en poblaciones indigenas y asiaticas.
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6. DISCUSION

6.1. RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES DE ADN

Trabajar con ADN antiguo representa una dificultad muy grande por lo susceptibles
gue son los extractos a la contaminacion, derivado de la poca cantidad de molde para la
amplificacién por PCR y debido al estado de degradacién del ADN del resto arqueoldgico.
Las condiciones de baja temperatura y humedad, como por ejemplo en regiones
montafiosas, favorecen la preservacién del material genético antiguo, lo que contribuye a
su recuperacion (Carnese et al., 2010; Postillone et al., 2014).

En el presente trabajo la tasa de éxito en la obtencién de ADN antiguo enddgeno a
través de amplificacidn y secuenciacidn de individuos precolombinos del Holoceno medio-
tardio fue muy baja (11,8%), siendo menor que en otros trabajos (e.g. 57,1% en Arencibia
et al. (2019), 73,7% en Postillone (2016), 26,2% en Figueiro (2013a)). Sin embargo, es de
esperarse en un ambiente hiumedo como lo es Colonia Concordia, dado a la cercania con
los cursos de agua de la canada Saldafia y el Rio Uruguay. Los procesos diagenéticos que
actuan sobre los restos hallados en regiones de alta humedad dificultan la preservacién
del material genético (Hofreiter et al., 2015). La temperatura y el pH del suelo también
podrian estar influyendo en la baja tasa de recuperacion (O’'Rourke et al., 2000b). No
solamente la obtencién de ADN enddgeno fue exigua: también se observd que un alto
porcentaje del ADN extraido corresponde a contaminacion. La extensiva manipulacién de
los restos humanos durante la excavacién del sitio y su acondicionamiento posterior en las
colecciones, asi como el tiempo transcurrido desde su hallazgo hasta el analisis molecular,
han sido factores que también influyeron fuertemente en la baja tasa de éxito obtenida.
En efecto, se interpreta que el mayor éxito de amplificacidon para la muestra S4 se debe a
gue fue en menor medida manipulada, dado a que no habia sido reconocida como resto

humano en un primer momento.
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Previamente, Figueiro (2013a) utilizd en su analisis muestras de Colonia
Concordia, teniendo resultados mas favorables en cuanto a los individuos a los cuales se
pudo asignar un haplogrupo (30%), con la diferencia que se utilizé el método de PCR-RFLP
y no secuenciacién como en el presente trabajo. Los individuos 37974, 47994 y 479968,
fueron los individuos asignados a un haplogrupo indigena mediante PCR-RFLP (Figueiro,
2013a). Estos resultados no pudieron reproducirse en el presente trabajo, ya que en las
dos primeras muestras se constatd contaminacion.

Se puede postular diferentes grados de degradacidn entre las muestras; la
ausencia de amplificacién en individuos como 47992, cuya lectura fue alta en cuanto a la
concentracion de ADN, y en 47996 BIS, cuya concentracién fue muy baja, podria tratarse
de elevados niveles de degradacién. Por otra parte, se puede suponer un alto grado de
degradacion del ADN endégeno también en los casos en que las secuencias mostraron
haplogrupos no indigenas.

Los resultados de S4 y 47995 se corroboraron mediante 11 y 12 amplificaciones,
respectivamente (Tabla 8), que sefalaron tener variantes indigenas, es decir, no hubo
inconsistencia entre las diferentes amplificaciones, siendo coherentes dentro del mismo
haplogrupo. De acuerdo a los criterios de autenticidad de ADN antiguo (Padbo et al.,
2004), se deben realizar varias extracciones, sin embargo, no fue posible en este caso
dado que no se contaba con el material suficiente. Por este motivo, se procedié a verificar
que las secuencias obtenidas para un mismo individuo fueran coherentes

filogenéticamente.

La coloracidn de los extractos estd dada por complejos organominerales como los
compuestos humicos presentes en el suelo, de gran importancia ya que podrian inhibir la
amplificacién por PCR (Haile, 2012). Durante el procedimiento de digerido de las piezas la
coloracién de los extractos fue variable, desde blanquecinos y amarillos translicidos a
marrones translicidos y opacos, sin tener una relacion con el contenido de ADN

amplificable. Es decir, en el caso de los extractos de S4 y 47995 el aspecto fue marrén y
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totalmente opacos, sin embargo, el rendimiento en amplificacién fue notorio, por lo tanto
no se asociaria con la presencia de inhibidores en los extractos de ADN.

A pesar de que tres individuos no pudieron ser amplificados, se puede considerar
que el protocolo de extraccion implementado aqui es efectivo para purificar ADN
amplificable por PCR a partir de restos antiguos.

Cabe destacar que no se observaron productos de amplificacién en ninguno de los
controles negativos (blancos de extracciéon y de PCR), por lo cual los procedimientos
anticontaminacion intralaboratorio aqui aplicados fueron exitosos; sin embargo, si se

identificaron otras fuentes de contaminacién, como se discute mds abajo.

6.1.1. EFICIENCIA DEL MATERIAL DE PARTIDA

La porcién interna del hueso petroso, que forma parte del hueso temporal del
craneo, y la capa de cemento de las raices de los dientes han sido consideradas como las
piezas de preferencia para el andlisis de ADN antiguo, pudiéndose obtener un alto
porcentaje de ADN enddgeno (Hansen et al., 2017). El hueso petroso tiene la propiedad
de ser el elemento mas duro y de mayor densidad del esqueleto en mamiferos (Frisch et
al., 1998). Ademads, se ha demostrado una buena preservacién aun en climas calidos
(Llorente et al., 2015; Skoglund et al., 2016). En condiciones ambientales mas duras, y en
comparacion con otras piezas, el hueso petroso es mas resistente y ofrece una mayor
proteccion al material genético (Hansen et al., 2017).

Si bien en este trabajo sélo se pudo amplificar ADN endégeno de dos individuos, el
individuo S4, cuyo material de partida consiste en un hueso petroso, tuvo una mayor
eficiencia de amplificacidon: no fue necesario ajustar en gran medida las condiciones de
PCR para amplificar los diferentes fragmentos de ADNmt y tuvo mejores rendimientos en
la amplificacion de ADN nuclear. Como fue mencionado anteriormente, esta pieza se
encontraba mezclada con restos identificados como de fauna y su preservacidén no parecia
muy prometedora. Con la tasa de éxito de este trabajo no puede afirmarse que el hueso

petroso seria el mejor sustrato para la obtencion de ADN antiguo, pero dado a lo
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mencionado anteriormente, los resultados estarian en linea con el andlisis comparativo
realizado por Hansen et al. (2017), donde distinguieron una mejor preservacién molecular
en esta pieza dsea.

Los dientes han sido calificados como menos propensos a la contaminaciéon en
comparacion con las piezas éseas (Pilli et al., 2013). Los dientes se encuentran recubiertos
por una capa de esmalte, que le otorga la propiedad de ser impermeables (Hillson et al.,
2005), y, a su vez, como se encuentran dentro de alvéolos, se reduce en gran medida el
posible ingreso de contaminantes a la porcion mas interna (Gilbert et al., 2006; 2005a).
Ademas, dicho recubrimiento protegeria al ADN de agentes de degradacion y procesos
tafondmicos ocurridos en los yacimientos (Paabo et al., 2004). A pesar de dichas ventajas,
los huesos, y particularmente las costillas, son una buena eleccidn de piezas a utilizar,
puesto que no son tan relevantes en las colecciones arqueolégicas y se facilita, por lo
tanto, la donacién por parte de los museos para andlisis de ADN (O’Rourke et al., 2000a).
A diferencia de trabajos previos, por ejemplo Kemp et al. (2007) y Postillone (2016), en
este trabajo se logré obtener ADN enddgeno a partir de una costilla, sin embargo, no
fueron favorables los resultados utilizando molares. Ademds, en trabajos previos
realizados en el laboratorio se observd una tasa de éxito equivalente entre dientes y

hueso (Figueiro, 2006, 2013a).

En el presente trabajo se utilizd el método de extraccion a partir de columnas de
silice, sin embargo otros protocolos de extracciéon podrian ser probados, por ejemplo el
método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (e.g. Green & Sambrook, 2012),
considerado mads apropiado para muestras de gran antigiiedad y altamente degradadas
(Bolnick et al., 2012; Grier et al., 2013; Jenkins et al., 2012; Kemp et al., 2007; Postillone,
2016; Wilson et al., 2007). Cabe destacar que el procedimiento empleado aqui tiene la
ventaja de reducir el nUmero de pasos y por consiguiente la posibilidad de contaminacién
de las muestras, siendo ésta la gran utilidad de los kits comerciales (Yang et al., 1998).

Se ha demostrado que los procedimientos anticontaminacién, como el lavado con

hipoclorito de sodio y la irradiacidn con UV, sdélo son efectivos cuando se trata de piezas
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dentales extraidas de los alvéolos y para piezas dseas colectadas recientemente y que no
fueron extensamente manipuladas (Pilli et al., 2013). Esto podria ser la razén por la cual la

obtencién de ADN endégeno con las piezas trabajadas en este estudio no fue fructifera.

6.1.2. DEGRADACION DEL ADN EN LAS MUESTRAS ANALIZADAS

No es inusual que el ADN obtenido de restos antiguos sea bajo, siendo la cantidad
esperada de ADN enddgeno del 1%, debido a la degradacién del material genético en el
tiempo y a la accién de microorganismos (Hansen et al., 2017). En el caso de los restos
analizados en la presente Tesis, la necesidad de disefiar nuevos juegos de cebadores, dado
gue cebadores disponibles en el laboratorio no funcionaron en la amplificacién, da cuenta
de la alta fragmentacion del ADN en las muestras. En cuanto al tamafo de los fragmentos
que pudieron amplificarse, se considera que el ADN de los restos de Colonia Concordia
estaria fragmentado en tamafios menores a 160 pb. Los cebadores disenados fueron
exitosos en la amplificacidn, por lo cual se resalta su utilidad como herramienta molecular
para la amplificacion de fragmentos en muestras con ADN altamente degradado,
guedando disponible para futuras investigaciones.

Figueiro (2013a) determind la secuencia Unicamente de una muestra del oeste de
Uruguay, siendo también 17 los individuos analizados. En comparacion con el este de
Uruguay, donde el mismo estudio obtuvo seis secuencias de 19 individuos, hay una clara
diferencia en relacidon a la preservacion del ADN. Sin embargo, la tasa de éxito en la
presente tesis es menor que la hallada por Figueiro (2013a), de un 18% utilizando
secuencias en relacion a las muestras de Uruguay.

Los fechados del sitio Colonia Concordia apuntan a edades de entre 1.840 y 1.780
afos antes del presente (Castillo, 2004). Aunque en estudios previos no se encontré una
correlacién significativa entre antigliedad de la muestra y el éxito de las extracciones
(Figueiro, 2013a), la antigliedad de los restos puede considerarse en parte explicativa de la

baja cantidad de ADN enddgeno obtenido.
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Las técnicas utilizadas en el laboratorio no serian la causa de la baja tasa de éxito
de las extracciones, dado que una muestra del individuo 55698 fue enviada al Centro de
Geogenética de la Universidad de Copenhague (Dinamarca), e incluso aplicando
tecnologias de ultima generacién se obtuvo una muy baja cobertura. Ademas, otras
muestras del oeste de Uruguay, con antigliedades equivalentes a las de Colonia
Concordia, del sitio El Cerro (Gascue et al. 2016), fueron enviadas al laboratorio de
Antropologia de Emory University (Estados Unidos), y no se obtuvo ADN analizable (John
Lindo, comunicacion personal). Finalmente, en la zona del Delta del Parana (Argentina),
cercano al sitio de estudio, también se encontraron dificultades para extraer y amplificar
ADN antiguo (Cardozo et al., 2021). Los autores lo asocian a las caracteristicas humedas
del ambiente, que no permite la preservacién del material hereditario; todo esto sugiere
gue la zona estudiada en este trabajo presenta problemas de conservacion del ADN, mas

alla de las metodologias implementadas para su obtencion.

6.1.3. CONTAMINACION DE LAS EXTRACCIONES

En la gran mayoria de las muestras analizadas no fue posible una asignacién
confiable del software Haplogrep debido a la ausencia de mutaciones caracteristicas de
los haplogrupos.

La presencia de dobles picos en algunas posiciones de las muestras podria
considerarse como heteroplasmia, dado que se ha estimado una tasa individual de 1,1%
(Sigurdardéttir et al., 2000). Sin embargo, resulta imposible descartar la posibilidad de que
sea producto de contaminacion, ya que las extracciones de restos antiguos a menudo
presentan una combinacién de contaminantes bacterianos, fungicos y humanos.

La proporcidon de ADN enddgeno obtenido se incrementa notoriamente cuando se
aplican protocolos para evitar la contaminacién de las piezas comenzando durante las
excavaciones arqueoldgicas, sin embargo, una situacion completamente libre de
contaminacién no es posible (Deguilloux et al., 2011). Uno de los principales problemas es

la contaminacién ocasionada por la manipulacién de las muestras sin ropa protectora,
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guantes ni barbijo, su almacenamiento en contenedores no estériles asi como el lavado de
las piezas; todo ello dificulta o imposibilita amplificar ADN enddgeno (Deguilloux et al.,
2011). La manipulacién directa de las piezas puede ocasionar la penetracion del ADN del
manipulador al interior de la pieza a través de los tubulos dentinarios hacia la cavidad
pulpar en los dientes y del sistema de Havers en los huesos (Pilli et al., 2013). Se ha
sugerido que la porosidad del hueso aumenta con la degradacion de los restos, lo que
puede llevar a la penetracién de moléculas de ADN a través de los lavados de las piezas o
a través de la transpiracion que arrastra células de la piel (Gilbert et al., 2006). También se
ha propuesto una correlacién entre la humedad de la muestra y el transporte al interior
de ADN exdgeno (Gilbert et al., 2005b). Este tipo de contaminacion “interna”, es
dificilmente abatible con las técnicas de descontaminaciéon a través de luz UV o el
tratamiento con hipoclorito de sodio, que fundamentalmente eliminan los contaminantes
presentes en la superficie de la pieza (Pilli et al., 2013). Hay estudios que sugieren que la
contaminacién ocurre durante o inmediatamente luego de la excavacion (Gilbert et al.,
2006; 2005a), remarcandose la importancia de conservar las piezas inmediatamente en
condiciones frias y secas para evitar su degradacion (Deguilloux et al., 2011).
Considerando las condiciones en las que fueron extraidos los restos en Colonia Concordia,
la probabilidad de contaminacién seria bastante alta, dado que ningun procedimiento
particular fue implementado para su colecta hace mas de siete décadas, ni para su
manipulacién en la mayor parte del tiempo posterior. Ademas, las piezas pudieron ser
lavadas, lo cual puede promover que los contaminantes penetren profundamente en la
pieza, y, en algunos casos, se le han aplicado cola vinilica, lo cual dificulta aun mas la
extraccion de ADN enddgeno. Ninguno de los tratamientos de las piezas seguiria las
recomendaciones sefaladas por Yang & Watt (2005) para evitar la contaminacién a la
hora de la colecta de material en yacimientos arqueoldgicos; sin embargo, estas técnicas
recién cobrarian importancia cuando surge el campo del ADN antiguo. Debido a ello, en la
época en la que fueron colectadas las piezas (década de 1950), la contaminacién de las
muestras con ADN exdgeno, no relacionado con la autora de esta Tesis, es lo esperable. La

correspondencia del ADNmt de los investigadores con haplogrupos europeos permite su
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distincion con el ADN enddgeno, correspondiente a linajes nativos americanos, y asi su
identificacion como contaminante. Como se sefialé en los resultados, dos posibles
muestras pudieron haber sido contaminadas con el ADN de uno de los investigadores del
laboratorio, que presenta el haplogrupo europeo K, de cual se detectaron algunas de las
mutaciones en las secuencias de los individuos analizados. A pesar de lo mencionado, se
destaca que no hubo contaminacién de la autora de esta Tesis por manipulacién de las
muestras, cuando fueron realizados los procedimientos de extracciéon y amplificacidn,
dado a que no se encontraron las variantes del haplogrupo U2e, al cual pertenece la
misma, en la secuencia de HVR | para los individuos analizados. Por todo ello, los
procedimientos técnicos utilizados en esta Tesis para minimizar el riesgo de
contaminacién durante la extraccion y amplificacion del ADN antiguo podrian
considerarse aceptables, teniendo en cuenta que los métodos para eliminar los

contaminantes no son completamente efectivos.

Para identificar la fuente de contaminacién y poder eliminarla, no es suficiente con
analizar las variantes en el ADNmt de los integrantes del laboratorio en el cual se trabaja
(Yao et al., 2007). Es de gran importancia poder identificar la fuente de contaminacién de
modo de poder encontrar la solucién para eliminar los contaminantes y evitar su
propagacion con el fin de lograr resultados confiables (Yao et al., 2007). A pesar de aplicar
estrictos protocolos para evitar la contaminacion, el estudio de Yao et al. (2007) detectd
ADN exdgeno, observando que el 35% de los ADN exdgenos correspondian a
contaminacién por los integrantes del laboratorio o por contaminacion cruzada entre las
muestras (Yao et al., 2007). En el caso de las muestras analizadas en esta Tesis, no es
posible tener el conocimiento de todas las personas que manipularon las muestras, lo cual

dificulta la identificacion de la fuente de contaminacion.

Entre los resultados obtenidos en esta Tesis, pese a que para muchas muestras el
programa Haplogrep indicé linajes europeos, se resalta la presencia de linajes africanos

entre los ADN presuntamente contaminantes. Esto sobresale particularmente porque los
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motivos de secuencia en los linajes mitocondriales africanos encontrados no coinciden
con ninguno de los integrantes del laboratorio de Uruguay donde se realizo el trabajo de
esta Tesis. Ademas, se abre el debate en relacién a si hubo personas con ascendencia
africana excavando las muestras o manipuldndolas en el museo, o, incluso, si esos restos
corresponden a descendientes de africanos. El resultado obtenido a través del programa
seflalaba la pertenencia de los individuos al haplogrupo L3, de gran importancia ya que a
partir de este haplogrupo surgen gran parte de los linajes de Africa Subsahariana asi como
todos los linajes no africanos (Soares et al., 2012). Asimismo, esta region es de donde
provienen la mayor parte de los africanos traidos como esclavos a las Américas (Borucki et
al., 2015).

La propuesta mds probable podria ser que individuos que presentaban
haplogrupos mitocondriales africanos (por ancestria materna de descendientes de
esclavos africanos) hayan manipulado las muestras, y que de esa manipulaciéon sea
proveniente la contaminacién.

Para el caso de la muestra 55698, el correspondiente haplogrupo fue finalmente
obtenido mediante secuenciacién masiva, confirmando que la secuencia consenso
analizada por el método de Sanger era resultado de contaminacion. Es importante
recalcar que en la muestra obtenida por ambos métodos de secuenciacidn se encontraron
las variantes 16223T y 16325C. Por lo tanto, podria considerarse que en la muestra
analizada en el laboratorio de Uruguay se habian podido amplificar trazas de ADN
endodgeno, pero al ser de forma conjunta con secuencias contaminantes, el método de
Sanger hizo imposible distinguirlas. Ademas, en ninguna de las secuencias obtenidas por el
método de Sanger o por secuenciacion masiva se observa la mutaciéon C2T en la posicidén
16327, que es caracteristica del haplogrupo C1. Al tratarse de una reversiéon deTa Cen la
secuencia, no se distingue de la rCRS, lo que dificultd aun mas la asignacién del individuo
al haplogrupo C1 utilizando solamente la secuencia obtenida por el método de Sanger. De
hecho, la presencia de las variantes 16320T y 16399G en esta secuencia generaron que a
través de Haplogrep se le asignara el haplogrupo L3 (van Oven & Kayser, 2009). Si bien la

mutacion C16320T podria tratarse de un dafio al ADN, no es probable para el caso de
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A16399G. Las variantes observadas por secuenciacidon Sanger podrian tratarse de una

contaminacién cruzada con la muestra 61395, ya que se amplificaron en una misma tanda.

Finalmente, otras de las cuestiones a destacar es que las secuencias consenso
construidas pueden tener variantes errdneas. El tratamiento con hipoclorito de sodio y
radiacion UV pueden degradar y dafiar el ADN contaminante de forma similar a la
presente en el ADN antiguo, de manera de no poder distinguir la autenticidad de la
amplificacion (Deguilloux et al., 2011). Por ello, las muestras pueden no sélo estar
exhibiendo una alta proporcién de secuencias contaminantes, sino que también pueden
presentar secuencias con dafio al ADN, haciendo aun mas dificil su asignacién a un

haplogrupo de manera confiable.

6.2. ANALISIS DE LOS DATOS

6.2.1. SECUENCIAS HVR I Y II

Para S4 y 47995, dado que se han encontrado variantes indigenas en las sucesivas
amplificaciones de los diferentes fragmentos, se puede considerar que el ADN amplificado
de los dos individuos analizados es endégeno. Diferentes amplificaciones sefialaron un
mismo haplogrupo y dado que las mutaciones se hallan en otras muestras tanto antiguas
como modernas, esto aumentaria la probabilidad de que los resultados obtenidos sean
considerados como auténticos. Ademas, los polimorfismos particulares hallados no
corresponden a las transiciones C>T y G2>A, que son artefactos o errores frecuentes
cuando se amplifica ADN antiguo dado al dafio en el mismo, sino que corresponden a
transiciones T=>C, A>G y transversiones A>C, lo cual da pocas sospechas de que sean

artefactos de amplificacién.
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6.2.2. SECUENCIAS MITOCONDRIALES COMPLETAS

A diferencia de la secuenciacién por el método de Sanger, que sélo se obtiene una
secuencia que representa el fragmento leido por el dispositivo mayor nimero de veces, la
secuenciacion masiva permite filtrar los contaminantes cuando se analizan las secuencias,
por lo tanto no hay duda del cardcter endégeno de las secuencias de los individuos 15736
y 55698. Asimismo, en el andlisis de los genomas mitocondriales completos fueron
identificados danos en la molécula de ADN, fundamentalmente la desaminacion de
citosinas, visualizadas como mutaciones artefactuales C2>T o G—2A, lo cual es otra
evidencia de la autenticidad de las muestras. En el caso de las secuencias obtenidas por
PCR, no se detectaron estos tipos de dafio al ADN antiguo, siendo otro motivo por lo cual
se siguio el criterio de coherencia filogenética de las amplificaciones para verificacion de

su autenticidad.

6.2.3. AFINIDADES GEOGRAFICAS

Si bien la asignacion de haplogrupos por parte del software Haplogrep es muy dutil,
se debe tener en cuenta que se basa en una filogenia de haplogrupos (Phylotree; van
Oven & Kayser, 2009) cuya ultima actualizacién (versidon 17) es de febrero de 2016. Por lo
tanto, no todas las variantes conocidas para América del Sur se encuentran incluidas, y por
esta razén el individuo S4 fue asignado al subhaplogrupo A2a. En la HVR |, S4 se diferencia
del haplotipo nodal por las mutaciones 16131C, 16189C y 16192T. Individuos con la
mutacion en la posiciéon 16192 forman parte de un haplotipo Unico ancestral presente en
poblaciones actuales del centro de Argentina (Catelli et al., 2011; Garcia et al., 2021) y
correspondiente a un individuo antiguo del sitio Arroyo Seco 2, provincia de Buenos Aires,
Argentina, datado en 6.860 + 60 afios antes del presente (Llamas et al., 2016). A partir de
dicho haplotipo ancestral derivan otros linajes distanciados por un evento mutacional
para un individuo Mapuche (de Saint Pierre et al., 2012b) y otro individuo actual de Rio

Negro, ambos del sur de Argentina (Bobillo et al., 2010), un individuo de Colombia (Tamm

86



et al., 2007), y dos individuos de Cérdoba, en el centro de Argentina (Catelli et al., 2011);
éstos ultimos comparten la mutacion en la posicién 16248 con un individuo Quechua de
Peru (Sandoval et al., 2009). Del mencionado haplotipo ancestral derivan con dos pasos
mutacionales otro individuo de Cérdoba (Catelli et al., 2011) y, también con dos eventos
mutacionales, el individuo de Colonia Concordia.

En trabajos anteriores ya se habia encontrado vinculos entre individuos antiguos
de Argentina e individuos actuales de Uruguay y Peru (Carnese et al., 2010). También se
ha encontrado linajes del haplogrupo A2 que comparten mutaciones entre un individuo
actual de Uruguay y otro de Peru (Figueiro et al., 2022).

Cuando se estudian ambas HVR, el haplotipo de S4 deriva de uno de los haplotipos
nodales que es particularmente frecuente en poblaciones actuales del norte (Catelli et al.,
2011) y centro de Argentina (Bobillo et al., 2010; Catelli et al., 2011; Garcia et al., 2021) y
poblaciones nativas del norte de Argentina (Tamm et al., 2007). El individuo S4 comparte
mutacion en la posiciéon 16192 con los ya mencionados individuos de Cordoba (Catelli et
al.,, 2011; Garcia et al., 2021) y Buenos Aires (Catelli et al., 2011). Dichos individuos
comparten entre si la mutacién en la posicidon 152, que los diferencia de S4; sin embargo,
el haplotipo ancestral del que derivan ambos clados no se encuentra representado en la
base de datos construida. Ninguna secuencia antigua presenta el polimorfismo 16131C
encontrado en S4, y dicha variante genética no fue observada en poblaciones actuales
asociada al haplogrupo A2. Por lo tanto, el haplotipo al que corresponde S4 puede
caracterizarse como unico, siendo un linaje bastante derivado, dado que se encuentra en
una posicién distanciada por lo menos por tres eventos mutacionales de los haplotipos
nodales. El individuo analizado en Garcia et al. (2021), que corresponde a una secuencia
mitocondrial completa, presenta la mutacion 16192T y pertenece al linaje denominado
A2ayl, propuesto como clado local originado en Argentina Central. Para asignarle un
linaje especifico al individuo S4 y un origen geografico se deberian amplificar regiones

codificantes del genoma mitocondrial.

La red de haplotipos de la HVR | para el subhaplogrupo C1d, ubica al individuo

47995 en el centro de la filogenia, lo que indica que presenta el estado ancestral con el

87



motivo 16051G, 16223T, 16298C, 16325C y 16327T. Este haplotipo seria portado por los
primeros pobladores, por eso se encuentra ampliamente extendido. Como la regién
codificante no fue amplificada, no se conoce si en el individuo 47995 esta presenta la
mutacion en la posicién 7697 que es caracteristica de un clado particular de Cl1d: el C1d1
(Perego et al., 2010). El ancestro comun mads reciente para este linaje ha sido estimado
entre 18.000 y 14.000 afios antes del presente, tiempo que corresponde a un haplogrupo
fundador (Perego et al., 2010). El haplogrupo nodal es compartido con un alto nimero de
individuos nativos de Argentina Norte (4), pero también del Sur (1), Brasil (1), Ecuador (2),
Bolivia (1) asi como en poblaciones urbanas del centro (5) y norte de Argentina (3), y de
Uruguay (3). La presencia en poblaciones nativas tan diversas y en ubicaciones geograficas
tan distantes, hace referencia al origen ancestral de dicho linaje. Considerando la HVR II, la
muestra 47995 presenta las mutaciones caracteristicas del subhaplogrupo Cld, excepto
en la posicion 194, donde presenta el estado ancestral, 194C, lo cual difiere de las
muestras de Uruguay analizadas por Figueiro et al. (2011), en las cuales solamente se
encontrd el estado 194T. En esta posicidn serian frecuentes las reversiones (Sans et al.,
2015), lo cual podria justificar su ausencia en dicho individuo.

Este individuo también presenta proximidad con individuos de Argentina, ya que
comparten la mutacion 146C. Los individuos corresponden a poblaciones actuales de Rio
Negro (Bobillo et al., 2010) y de Buenos Aires, Argentina (Catelli et al., 2011). La mutacién
195C estd presente en otras muestras de la base de datos construida aqui, y por lo tanto
no es informativa sobre el origen del haplotipo correspondiente a 47995. Esta posicién ya
habia sido descrita previamente como particularmente hipervariable (Figueiro et al.,

2011).

Los individuos 15736 y 55698 pertenecen a una de las ramas mas frecuentes
dentro del haplogrupo C1, que corresponde a uno de los ADNmt indigenas fundadores:
Clb (Gémez-Carballa et al., 2015). La antigliedad del ancestro comin mas reciente de este
linaje se ha estimado en 18.300 afios (GOmez-Carballa et al., 2015). Un estudio previo
(Figueiro, 2013a), ya habia detectado la correspondencia del individuo 15736 al

haplogrupo C1 mediante PCR-RFLP. El genoma mitocondrial completo del individuo 15736
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presenta las mutaciones caracteristicas del subhaplogrupo Clb respecto a C1 (493G) y
nueve mutaciones adicionales (Figura 12), mientras que el individuo 55698 presenta una
reversiéon en la posicidn 16327 y mutaciones particulares en las posiciones 13145 y 16209,
que lo definen como un linaje Unico entre los individuos modernos y antiguos analizados
correspondientes al subhaplogrupo Clb. La mutacién 13145A ha sido definida para otro
linaje americano el C4a2cl y la mutacidn 16209C para el linaje C1d2a (van Oven & Kayser,
2009), sin embargo, ninguna de las dos ha sido previamente asociada al subhaplogrupo
Clb. Debido a la baja cobertura de la secuencia de 55698, es muy probable que presente
otras variantes que no pudieron ser detectadas.

El individuo 15736 comparte la mutacién en la posicion 207 con un individuo
moderno de la provincia de Cérdoba y cuatro antiguos de la regidn central de Argentina
(Garcia et al., 2021). Este individuo perteneceria al clado denominado por Garcia et al.
(2021) como “Clb.y07”, cuya antigliedad fue calculada en entre 7.452,51y 12.022,57 afios,
y dado que sélo comparte la variante 207 con las secuencias de Argentina (ademds de las
mutaciones diagndsticas del subhaplogrupo Clb), es muy probable que el linaje que
representa 15736 tenga una antigliedad similar.

A su vez, el individuo 15736 presenta mutaciones en las posiciones 60C, 61T, 234G,
522d, 523d, 961C, 1717C, 4952T, 8770G y 9581C, que no son compartidas con ningun otro
individuo de la base de datos construida, y tampoco se encontraron como mutaciones que
definan otros linajes dentro del haplogrupo C1 (van Oven & Kayser, 2009). Por lo tanto, es
probable que 15736 comparta una ancestria comun antigua con las secuencias del centro
de Argentina, y que no represente movimientos poblacionales recientes.

Haplotipos del subhaplogrupo Clb ya habian sido reportados en ADN antiguo de
individuos de Uruguay, recuperados del sitio Isla Larga en el departamento de Rocha
(Figueiro et al.,, 2017). Sin embargo, los individuos analizados en la presente Tesis
presentaron linajes particulares que no se agruparon con dichos individuos del este de
Uruguay.

La presencia de los subhaplogrupos C1lb y C1d en poblaciones antiguas de Uruguay

sigue en linea con los resultados obtenidos utilizando genomas mitocondriales (Figueiro et
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al., 2022), aunque los linajes hallados no se corresponden con los representados en la
actualidad. Por otro lado, aunque el nimero de muestras analizadas es muy pequefio
como para estimar frecuencias de forma precisa, se destaca la presencia en alta
proporcion de individuos pertenecientes al haplogrupo C1 en poblaciones antiguas del
Uruguay. Si bien las frecuencias de C1 en poblaciones antiguas analizadas por
secuenciacion y PCR-RFLP son equivalentes a las halladas en la poblaciéon uruguaya actual
(Figueiro, 2013b), las secuencias analizadas durante la década siguiente de los
haplogrupos Clb (Figueiro et al., 2017), Clc (Lindo et al., 2022) y C1d (Lindo et al., 2022;
Sans et al., 2015) han incrementado esa proporcion. Esto estd en acuerdo con trabajos
previos (e.g. Postillone et al., 2014), en el cual resalta una alta frecuencia del haplogrupo C

en el Cono Sur.

Las vinculaciones encontradas en esta Tesis entre individuos de Uruguay y linajes
presentes en Argentina, Bolivia, Brasil, Ecuador y Colombia no son nuevas, ya que para
diferentes subhaplogrupos de la poblacion actual se encontraron relaciones de cercania
entre linajes presentes en los mencionados paises, a través de genomas mitocondriales
completos (Figueiro et al., 2022). También se encontraron, al igual que en el mencionado
trabajo, relaciones mds distantes con individuos de Peru. Asimismo, eran esperables las
afinidades con poblaciones del centro y sur de Argentina dada la alta frecuencia del
haplogrupo C1 en estas regiones y el origen comun de las poblaciones presentes en dichas
regiones (Garcia & Demarchi, 2009).

La proximidad de los individuos estudiados con linajes encontrados en poblaciones
habitantes de Argentina, permite proponer un posible vinculo con la poblacién antigua del
oeste de Uruguay, ya sea por un ancestro materno comun o por un contacto poblacional
(Arencibia et al., 2019). Se ha reconocido la similitud de las estructuras monticulares entre
el oeste de Uruguay y el Delta de Parana en Argentina (Gascue et al., 2016); asimismo, la
similitud entre individuos del oeste del pais con individuos de Argentina, particularmente
del Delta del Parana, ha sido registrada a nivel de morfologia craneal (Bertoni et al., 2000).
También se observa una correspondencia entre los enterramientos datados en el Oeste y

la cronologia del registro arqueolégico del Delta del Parand (Scabuzzo et al., 2019),
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encontrdndose notables similitudes entre los contextos arqueolégicos de ambas regiones
(Gascue et al., 2016). El estilo tecnoldgico hallado ha sido asignado a la cultura Goya-
Malabrigo en ambas regiones y también se han establecido semejanzas a nivel del
tratamiento funerario como conducta simbdlica (Gascue et al., 2016). Se ha sefialado la
interaccidn entre los grupos que habitaban la regién del humedal del Parand inferior con
grupos habitantes de Uruguay (Cardozo et al., 2021), no pudiendo establecerse un
intercambio genético dada a la ausencia de secuencias del sector inferior del rio Parana. Si
bien en base a la evidencia arqueoldgica se puede proponer un intercambio cultural entre
ambas regiones, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo la vinculacién
genética con el territorio actual de Argentina pareceria ser lejana, es decir, se reflejaria
una ancestria profunda, dado que no se encontraron secuencias que compartan variantes

tanto actuales como modernas.

La ausencia de haplotipos compartidos con Brasil es otro resultado a destacar. Se
puede plantear un ancestria profunda con el actual territorio argentino, pero no con el
territorio vecino de Brasil. Para el oeste del pais observamos una ausencia de vinculacién
tanto genética como arqueoldgica con el sur de Brasil a diferencia de lo observado en el
este, donde el fendmeno de los “cerritos de indios” se continia con el sur de Brasil
(Scabuzzo et al., 2019), aunque no se observan por el momento vinculaciones genéticas.
Es de gran interés poder determinar las relaciones del este con el territorio de Brasil, dado
a sus implicancias sobre el poblamiento del territorio. Como ha sido mencionado
previamente, se ha evidenciado una relacidon de ancestria profunda a nivel gendmico
entre individuos antiguos del este de Uruguay con individuos antiguos del este de Brasil,
con implicancias sobre una posible ruta migratoria por la costa atlantica de Sudamérica
(Lindo et al., 2022). La ausencia de vinculacion de la zona oeste de Uruguay con Brasil y su
cercania a poblaciones de Argentina, podrian indicar ya sea su poblamiento por parte de
otras poblaciones o migraciones mas recientes conformando el acervo génico de esta

Zona.
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A diferencia de otros trabajos (Figueiro, 2013b; Postillone, 2016; Sans et al., 2012,
2015) este trabajo no encontré una continuidad poblacional con el Uruguay
contemporaneo, y se encuentra mas en linea con los resultados obtenidos por Llamas et
al. (2016) con genomas mitocondriales completos antiguos, donde los linajes obtenidos no
estaban presentes en el acervo de las poblaciones nativas actuales. Como los linajes
encontrados en esta Tesis no estan presentes en la poblacién actual de Uruguay, podrian
encontrarse en la baja frecuencia o bien podrian haberse extinguido. Esto es de esperarse
reflejo de la drastica disminucién de las poblaciones nativas a partir de la conquista de
América. Estudios genéticos han demostrado una reduccidon a la mitad del tamafo
efectivo de la poblacién de mujeres como consecuencia de la colonizacién europea
(Cardozo et al., 2021). El flujo génico entre las poblaciones de la regiéon podrian haber
contribuido a incrementar el tamafo efectivo en tiempos precolombinos y posteriores a la
conquista (Garcia et al.,, 2018). En un estudio reciente un numero importante de
secuencias del genoma mitocondrial obtenidas de individuos de ancestria indigena
uruguayos correspondieron a linajes que no habian sido descriptos anteriormente
(Figueiro et al., 2022). Por lo cual es de gran importancia seguir trabajando con restos
antiguos a nivel molecular, para poder definir antigliedad, lugar de origen y distribucién

de los linajes obtenidos.

6.2.4. ANALISIS COMPLEMENTARIOS: MARCADORES NUCLEARES

El ADN nuclear se degrada a un ritmo mas alto que el ADNmt que es circular vy,
ademas, estd mas protegido (Hansen et al., 2017), lo que dificulta la amplificacién de
marcadores nucleares en ADN antiguo. Sin embargo, en este trabajo, con la utilizacidon de
cebadores que amplifican fragmentos muy pequefios, se pudo obtener resultados
alentadores. Cabe destacar que solamente fue probado en dos de los individuos de la
muestra; los cebadores utilizados podrian funcionar en restos mejor preservados como los

recuperados en la regién este del pais.
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6.2.4.1. DETERMINACION DEL SEXO MEDIANTE EL MARCADOR
AMELOGENINA

A través de los resultados obtenidos para la muestra S4, se considera que se trata
de un individuo masculino. Si bien en dos amplificaciones no se observa el patrén de dos
bandas, una banda Unica de 112 pb indicaria la amplificacién del fragmento
correspondiente al cromosoma Y. La amplificacion de un uUnico alelo se conoce como
allelic dropout o pérdida de alelos, es un error durante la PCR que es frecuente cuando se
trabaja con ADN degradado y en baja concentracién (Kim et al., 2013; Pacioni et al., 2015).
Para el caso del individuo 47995, los resultados obtenidos a través de la amplificacién del
gen AMEL no fueron concluyentes. En una amplificacion se obtuvieron dos bandas,
correspondiendo a un individuo masculino, lo cual coincide con el analisis morfoldgico
(Rodriguez, 2019). En las dos siguientes amplificaciones sélo se observé una banda de 106
pb, lo que corresponderia a un individuo femenino. Sin embargo, al igual que el individuo
S4, podria considerarse como un error en la PCR generando una pérdida del alelo, en este
caso el de mayor peso molecular, lo cual es esperable en esta muestra no tan bien
preservada como S4. Como ya fue mencionado, en general la amplificaciéon de la muestra
47995 tanto para del ADNmt como para el ADN nuclear fue mas dificultosa; de hecho no

fue posible su amplificacidn para el gen EDAR.

6.2.4.2. ESTUDIO DE LA VARIANTE T1540C DEL GEN EDAR

Los resultados obtenidos para el individuo S4 representan el primer dato respecto
al gen EDAR en poblaciones antiguas de Uruguay. La variante T1540C de EDAR esta
presente con una frecuencia cercana al 100% en poblaciones actuales de indigenas
americanos y del Este de Asia (Kamberov et al., 2013). Sin embargo, se constatd que en
poblaciones antiguas americanas no estaba fijada dicha variante, por lo cual el aumento
en su frecuencia se dio en forma paralela en poblaciones del Este asidtico y de América

(Posth et al., 2018). En la presente Tesis se obtuvo la secuencia de un individuo antiguo

93



que resultd ser homocigota para la variante mencionada, genotipo que fue confirmado en
repetidas amplificaciones. Por un lado, este resultado es otra linea de evidencia de la
autenticidad del ADN obtenido de la muestra S4, sobre todo por el hecho de que el
individuo es homocigota, lo cual es consistente con lo que se conoce de la composicidn
genética de los pueblos originarios. En la poblacidon uruguaya actual la frecuencia alélica es
15% (Acosta, 2021); si suponemos equilibrio de Hardy-Weinberg, implica una presencia
del 2,25% de homocigotas en la poblacidn, por lo que se infiere que la probabilidad de
contaminacién de la muestra con ADN moderno es igual de reducida. En particular, la
autora de esta Tesis, si bien presenta el fenotipo “diente en pala”, es homocigota para el
alelo T, por lo cual no presenta la variante indigena, y no es posible atribuir contaminacion
de la muestra a esta fuente. Ademas, como se analizaron polimorfismos presentes en el
ADNmt y en el ADN nuclear, y se obtuvieron secuencias con variantes indigenas a partir de
marcadores no ligados, se sostiene la autenticidad de los resultados.

Asimismo, estos resultados no solamente destacan l|la adecuacion de la
herramienta molecular disefiada en este trabajo sino que también abren la posibilidad de
utilizar los cebadores disefiados en otras muestras para continuar estudiando la presencia
de dicha variante en poblaciones antiguas. Esto permitira establecer si en las poblaciones
antiguas de Uruguay estaba fijada la variante T1540C, lo cual puede tener repercusiones
en cuanto al poblamiento y microevolucién de poblaciones del Cono Sur, dado que
individuos de mas de 6.000 anos de antigliedad en Brasil presentaban el alelo ancestral

(Posth et al., 2018).
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7. CONSIDERACIONES FINALES Y
PERSPECTIVAS

7.1. CONSIDERACIONES FINALES

La presente Tesis representa una contribucién a la informaciéon genética de las
poblaciones indigenas de Uruguay. El gran interés del trabajo con ADN antiguo se debe a
su utilidad para estudiar de manera directa eventos ocurridos en el pasado. En esta Tesis
se ha buscado hacer un aporte al estudio de ADN antiguo de la regién oeste de Uruguay
asi como alentar futuras investigaciones que abarquen mayor parte del territorio y
puedan aplicar las herramientas moleculares aqui implementadas, tanto para ADNmt
como para ADN nuclear. Es necesario refinar el andlisis al nivel de genomas mitocondriales
completos para poder definir linajes y sublinajes, permitiendo inferir el origen geogréfico

de forma precisa.

A través de este estudio se llega a la misma conclusién que en trabajos anteriores
(Deguilloux et al., 2011; Yang & Watt, 2005), los cuales resaltan que el tratamiento previo
a los analisis moleculares son condicionantes para la exitosa obtencién posterior de ADN
enddgeno. Si bien la metodologia implementada en este trabajo ha demostrado ser
adecuada, se destaca la importancia de aplicar un estricto protocolo anticontaminacién
desde la colecta de las piezas hasta el montado del experimento de PCR. De todas
maneras, estudiar muestras antiguas que escapen a estos estrictos procedimientos
merece el esfuerzo, dado que muchas veces es el material disponible y los resultados que
pueden obtenerse son claves para el estudio de las poblaciones de nuestro pais y para
nuestra identidad nacional. En varios estudios de percepcién por ejemplo a través de los
censos (Sans et al., 2021; Sans & Figueiro, 2018), el porcentaje de personas que declaran
ancestria indigena es mucho menor que lo que revelan los estudios genéticos. Ademas, las

personas con ancestria indigena se suelen asociar con niveles socioecondmicos mas bajos
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(Sans et al. 2021), lo que alerta acerca de una historia de discriminacién de los individuos

con ancestria aborigen.

Por otra parte, los cuatro haplotipos analizados no han sido descriptos para ningun
otro individuo moderno o antiguo de la base de datos comparativa empleada en este
trabajo. Linajes locales fueron propuestos previamente para Uruguay (Figueiro et al.,
2022; Sans et al., 2012, 2015), y sumado a estos resultados, podria estar reflejando que las
poblaciones antiguas no solamente fueron diversas sino que también restringidas a nivel
de su distribucion geogréfica, con un intercambio genético limitado de acuerdo a las
cuatro secuencias estudiadas en este trabajo. Aunque el tamafio de la muestra es muy
pequeiio, es posible plantearlo como hipdtesis, que necesitarian mas secuencias

uruguayas antiguas para aceptar o refutar.

7.2. PERSPECTIVAS A FUTURO

El éxito de los trabajos con ADN antiguo no solamente depende de la manera en la
gue puedan sortearse las dificultades inherentes a su naturaleza degradada, sino que
también se debe al limitado acceso a piezas 6seas y dentales disponibles para este tipo de
estudios. Esto es debido a la cantidad que se requiere para la realizacién de multiples
intentos y que significan la pérdida definitiva de material arqueolégico, eliminando la
posibilidad para futuros estudios. Sin embargo, la posibilidad de ampliar el nimero de
muestras analizadas, tanto de colecciones de museo como de nuevas intervenciones
arqueoldgicas al sitio podrian significar un aumento de la informacién obtenida en este
trabajo, y proporcionar un mayor aporte al conocimiento de las poblaciones prehispanicas
gue habitaron la margen oriental del rio Uruguay. Adicionalmente, para poder determinar
con mayor precision los linajes mitocondriales de los individuos de los cuales obtuvimos
ADN enddgeno seria necesario secuenciar el genoma mitocondrial completo, como se
viene trabajando en forma creciente en el campo de ADN antiguo (por ejemplo Garcia et

al., 2021; Gémez-Carballa et al., 2015; Llamas et al., 2016).
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La aplicacidon de tecnologias de secuenciacidén masiva permitira obtener varias
lecturas en paralelo de las diferentes variantes de secuencias que se encuentran en la
extraccién, ya que todas las moléculas presentes en la muestra tienen la misma
probabilidad de ser secuenciadas (Knapp & Hofreiter, 2010). Esta alta sensibilidad de las
nuevas tecnologias de secuenciacion, acompafiado con el desarrollo de métodos
computacionales permiten detectar hasta el 1% de la contaminaciéon dentro de una
especie (Jun et al.,, 2012). Por lo tanto, puede obtenerse mayor informacién sobre el
origen de los contaminantes y mas facilmente diferenciar el ADN enddgeno a través de la
deteccion de variantes indigenas.

Es de particular interés aplicar esta técnica a los individuos Al y S3, cuyos restos
fueron encontrados juntos y en una disposicién particular, con el objetivo de discernir las
relaciones de parentesco entre ambos individuos, como se ha hecho en otros contextos
(por ejemplo Russo et al., 2016). Como se detallé en Materiales y Métodos, el esqueleto
de Al, que corresponderia a una mujer, se encontraba enterrada boca abajo, y entre sus
dos fémures se ubicaban los restos de un subadulto, S3 (Maruca Sosa, 1957); si se obtiene
y analiza su ADN se podria confirmar si son madre e hijo.

Mas alld de todas las consideraciones que deben tomarse para el trabajo con
restos arqueoldgicos y paleontoldgicos, el ADN antiguo se posiciona para convertirse en
una herramienta de gran importancia en la investigacién biolégica y otros usos, como la
busqueda de vida extinta o existente en la biosfera profunda y en otros planetas

(Willerslev & Cooper, 2005).
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9. ANEXO

Tabla anexa 1. Base de datos de secuencias A2. Se indica la localidad, temporalidad, nimero de

secuencias, regiones hipervariables y las referencias bibliograficas correspondientes.

Region geografica/ Sitio

Referencias

, . Temporalidad N Secuencias S re g
arqueoldgico bibliograficas
Uruguay, Montevideo Moderno 2 HVR Iyl Acosta, 2021
Bolivia, La Paz Moderno 10 HVR | Afonso Costa et al.,
2010
Perd, Tampullo Il 474-416 AP 2 HVR | Baca et al., 2014
Peru, Puca 950-416 AP 6 HVR | Baca et al., 2014
_I;;iréjéciuenca del Lago Moderno 3 HVR | Barbieri et al., 2011
g:llif/lizrr]\cc)) Peruano- Moderno 6 HVR | Batai et al., 2014
Argentina, Buenos Aires Moderno 22 HVR Iyl Bobillo et al., 2010
Argentina, Rio Negro Moderno 5 HVR Iyl Bobillo et al., 2010
Argentina, Misiones Moderno 7 HVR Iyl Bobillo et al., 2010
Argentina, Corrientes Moderno 10 HVR Iy Il Bobillo et al., 2010
Argentina, Formosa Moderno 1 HVR Iyl Bobillo et al., 2010
Argentina, Santa Fe Moderno 1 HVR Iy Il Bobillo et al., 2010
Argentina, Chaco Moderno 1 HVR Iyl Bobillo et al., 2010
Argentina, Formosa Moderno 1 HVR | Cabana et al., 2006
Argentina, Chaco Moderno 1 HVR | Cabana et al., 2006
Argentina, Jujuy Moderno 23 HVR | Cardoso et al., 2013
Argentina, Salta 1.310 AP 2 HVR | Carnese et al., 2010
Argentina, Cérdoba Moderno 19 HVR Iy Il Catelli et al., 2011
Argentina, Santa Fe Moderno 1 HVR Iyl Catelli et al., 2011
Argentina, Buenos Aires Moderno 16 HVR Iyl Catelli et al., 2011
Argentina, Buenos Aires Moderno 1 HVR | Catelli et al., 2011
Argentina, Cérdoba Moderno 1 HVR | Catelli et al., 2011
Argentina, Chaco Moderno 2 HVR Iyl Catelli et al., 2011
Argentina, Corrientes Moderno 2 HVR Iyl Catelli et al., 2011
Argentina, Tucuman Moderno 1 HVR Iy Il Catelli et al., 2011
Argentina, Chubut Moderno 1 HVR Iyl Catelli et al., 2011
/E-\:cg:rr;tma, Santiago del Moderno 1 HVR Iy Il Catelli et al., 2011
Bolivia, Beni Moderno 9 HVR | Corella et al., 2007
Uruguay Moderno 8 HVR Iyl Datos sin publicar
Brasil, Riberdo Preto Moderno 1 HVR Iy Il de Araujo et al., 2015
Chile, Arica y Parinacota Moderno 2 HVR | de Saint Pierre e tal,

2012b
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Chile, Antofagasta
Argentina, Rio Negro
Chile, Temuco

Chile, Trapa-trapa

Paraguay, Aché

Brasil, Surui

Brasil, Waiapi

Brasil, Yanomama
Brasil, Kayapo

Brasil, Katuena

Brasil, Waiwai

Brasil, Zord

Brasil, Poturujara
Brasil, Guarani rio das
Cobras

Peru, Cuenca de Rio
Grande

Peru, Cuenca de Rio
Grande

Peru, Cuenca de Rio
Grande

Uruguay, Trinidad
Uruguay, Montevideo
Uruguay, Tacuarembd
Argentina, San Luis,
Tilisarao

Argentina, Santiago del
Estero, Sumampa
Argentina, Cérdoba,
Cdérdoba

Argentina, Cérdoba, San
Carlos Minas

Chile, Chiloé

Peru, Cuenca Ayacucho
Peru, Cuenca Ayacucho
Peru, Yungay

Perd, Puno

Argentina, Santa Fe,
Arroyo Seco 2

Brasil, Rio Grande do Sul
Brasil, Mato Grosso do Sul,

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

2.310-1.310 AP

770-500 AP

1.310-770 AP

Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno
850-550 AP
1.350-1.150 AP
Moderno
Moderno

7.928-7.591 AP

Moderno
Moderno

R R N R RN R R R W

[

N

N

A~ N -

N P P NN

=

10

HVR |
HVR |
HVR |

HVR |

HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |

HVR |
HVR |
HVR |

HVR |

HVR 1y Il
HVR 1y Il
HVR 1y Il

HVR 1y Il
HVR 1y Il
HVR 1y Il

HVR 1y Il

HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |

HVR 1y Il

HVR |
HVR |

de Saint Pierreet al.,
2012b
de Saint Pierre et al.,
2012 b
de Saint Pierre et al.,
2012b
de Saint Pierre et al.,
2012b
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008
Fagundes et al., 2008

Fagundes et al., 2008

Fehren-Schmitz et al.,
2014
Fehren-Schmitz et al.,
2014
Fehren-Schmitz et al.,
2014
Figueiro et al., 2022
Figueiro et al., 2022
Figueiro et al., 2022

Garcia et al., 2021
Garcia et al.,, 2021
Garcia et al., 2021

Garcia et al., 2021

Horai et al., 1993
Kemp et al., 2009
Kemp et al., 2009
Lewis et al., 2007
Lewis et al., 2007

Llamas et al., 2016

Marrero et al. 2007a
Marrero et al., 2007b

122



Parana y Rio grande do Sul
Argentina, Jujuy, Quebrada
de Humahuaca

Argentina, Jujuy, Quebrada
de Humahuaca

Argentina, Salta, Calchaqui
valley

Argentina, Jujuy, Quebrada
de Humahuaca

Argentina, Jujuy, Quebrada
de Humahuaca

Chile, Punta Arena
Uruguay

Argentina, Misiones
Argentina, Rio Negro

Perud, Quechua

Altiplano Peruano-
Boliviano

Uruguay, Montevideo
Uruguay, Norte
Uruguay, Sur

Argentina, Chaco
Argentina, Wichi

Bolivia, Beni
Bolivia, Santa Cruz
Bolivia, Santa Cruz
Bolivia, Beni
Bolivia, La Paz
Bolivia, Pando

Bolivia, Cochabamba

Colombia, ljka
Ecuador, Cayapa
Colombia, Arsario
Argentina, Salta
Argentina, Catamarca
Colombia, Kogui
Argentina, Tucuman
Colombia, Vaupes
Colombia, Wayuu

n.d.

970-483 AP

n.d.

961-728 AP

914-669 AP

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

HVR |
HVR |
HVR |
HVR |

HVR |

HVR |
HVR 1y II
HVR |
HVR |
HVR |

HVR |

HVR |
HVR |
HVR |

HVR 1y II

HVR 1y Il

HVR |
HVR |
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR |
HVR |

HVR |

HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il
HVR Iy Il

Mendisco et al., 2014
Mendisco et al., 2014
Mendisco et al., 2014
Mendisco et al., 2014

Mendisco et al., 2014

Moraga et al. 2010
Pagano et al., 2005
Sala et al., 2010
Salay Corach, 2014
Sandoval et al., 2009

Sandoval et al., 2013

Sans et al., 2021
Sans et al., 2021
Sans et al., 2021
Sevini et al., 2014
Sevini et al., 2014
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
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Argentina, Catamarca Moderno 2 HVR | Tamm et al., 2007
Ecuador, Cayapa Moderno 3 HVR | Tamm et al., 2007
Argentina, Mocovi Moderno 2 HVR | Tamm et al., 2007
Argentina, Salta Moderno 3 HVR | Tamm et al., 2007
Argentina, Tucuman Moderno 1 HVR | Tamm et al., 2007
Argentina, Mocovi Moderno 2 HVR Iy Il Tamm et al., 2007
Ecuador, Secoya Moderno 1 HVR | Tamm et al., 2007
Oeste de Uruguay, Colonia 1.900 AP 1 HVRIyll Este trabajo
Concordia

AP = Afios antes del presente; n.d. = no determinado.

Tabla anexa 2. Base de datos de secuencias C1d. Se indica la localidad, temporalidad, nimero de
secuencias, regiones hipervariables y las referencias bibliograficas correspondientes.

Region geografica/Sitio

arqueolégico Temporalidad N  Secuencias Referencia bibliografica
Argentina, Buenos Aires Moderno 7 HVR Iy I Bobillo et al., 2010
Uruguay Moderno 2 HVR 1y I Pagano et al., 2005
Bolivia, La Paz Moderno 1 HVR | Afonso Costa et al., 2010
_I;;ir:;ciuenca del Lago Moderno 1 HVR | Barbieri et al., 2013
Argentina, Corrientes Moderno 2 HVR 1y I Bobillo et al., 2010
Argentina, Rio Negro Moderno 2 HVR 1y I Bobillo et al., 2010
Argentina, Formosa Moderno 1 HVR | Cabana et al., 2006
Argentina, Jujuy Moderno 1 HVR | Cardoso et al., 2013
Argentina, Buenos Aires Moderno 4 HVR Iyl Catelli et al., 2011
Argentina, Cérdoba Moderno 4 HVR Iy Il Catelli et al., 2011
Argentina, Entre Rios Moderno 1 HVR 1y I Catelli et al., 2011
Argentina, San Juan Moderno 1 HVR Iyl Catelli et al., 2011
é\srtgjr';t'”a’ Santiago del Moderno 1 HVRIyII Catelli et al., 2011
Bolivia, Beni Moderno 1 HVR | Corella et al., 2007
Argentina, Rio Negro Moderno 1 HVR | de Saint Pierre et al., 2012b
Uruguay, Montevideo Moderno 3 HVR Iy Il Figueiro et al 2022
Uruguay, Tacuarembd Moderno 2 HVR Iy Il Figueiro et al 2022
Argentina, San Luis Moderno 2 HVR Iy I Garcia et al., 2021
Argentina, Cordoba Moderno 4 HVR 1y I Garcia et al., 2021
/E-\:cg:rr;tma, Santiago del Moderno 3 HVR Iy Il Garcia et al., 2021
Argentina, Cordoba,
Laguna Mar Chiquita, El 2.520 AP 1 HVR Iy Il Garcia et al., 2021
Diquecito
Peru, Puno Moderno 2 HVR | Lewis et al., 2007
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Brasil, Parana y Rio grande
do Sul

Chile, Punta Arena
Argentina, Misiones
Argentina, Rio Negro
Uruguay, Montevideo
Uruguay, Sur
Uruguay, Montevideo
Uruguay, Sur

Bolivia, Beni

Bolivia, Cochabamba

Colombia, Coreguaje
Ecuador, Secoya
Colombia, Vaupes
Colombia, Coreguaje
Ecuador, Cofan
Argentina, Catamarca
Argentina, Tucuman
Ecuador, Cofan
Uruguay, Montevideo
Uruguay

Argentina, Buenos Aires
Brasil, Rio Grande do Sul
Uruguay

Peru, Piura

Uruguay, Trinidad

Brasil, Centro-Sur

Uruguay, Norte
Oeste de Uruguay, Colonia
Concordia

Moderno

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

Moderno

Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno
Moderno

Moderno

Moderno
Moderno

1.900 AP

R R, N DD R R

R R R R R R R R NRNNR O R

=

HVR |

HVR |
HVR |
HVR |
HVR |
HVR |

HVR Iy II

HVR Iy II

HVR |

HVR |

HVR 1y II
HVR Iy II
HVR 1y II
HVR Iy II
HVR Iy II
HVR 1y II
HVR Iy II
HVR |
HVR 1y II
HVR Iy II
HVR 1y II
HVR 1y II
HVR 1y I
HVR 1y II

HVR Iy II

HVR Iy II
HVR Iy II
HVR Iy II

Marrero et al., 2007b

Moraga et al. 2010
Sala et al., 2010
Salay Corach, 2014
Sans et al., 2021
Sans et al., 2021
Sans et al., 2021
Sans et al., 2021
Taboada-Echalar et al.,
2013
Taboada-Echalar et al.,
2013

Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Tamm et al., 2007
Acosta, 2021
Datos sin publicar
Perego et al., 2010
Perego et al., 2010
Perego et al., 2010
Perego et al., 2010
Figueiro et al 2011, Sans et
al., 2012
Wang et al 2007; Reiux et
al., 2014
Sans et al., 2015

Este trabajo

AP = Aiios antes del presente.
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Tabla anexa 3. Base de datos de secuencias Clb. Se indica la localidad, temporalidad, nimero de
secuencias, region gendmica y las referencias bibliograficas correspondientes.

Regid i — Ref -
egion geogr:f\ |.ca/ Sitio Temporalidad N Secuencias _e .ererjc.la
arqueoldgico bibliografica
Argentina, Cordol?aj, Valle 577 AP 1 Mitogenoma Garcia et al. 2021
Hermoso, Ayampitin completo
Mi
Argentina, Cérdoba Moderno 9 Itogenoma Garcia et al. 2021
completo
Argentina, Cérdoba, Ischilin 431 AP 1 Mitogenoma Garcia et al. 2021
completo
Argel?tma, Cérdoba, La 1.200 AP 1 Mitogenoma Garcia et al. 2021
Granja completo
Argentina, Cordoba, Laguna Mitogenoma
Mar Chiquita, Estancia La 4.500 AP 1 & Garcia et al. 2021
A completo
Elisa
Argent.ma, Cdrdoba, 900 AP 1 Mitogenoma Garcia et al. 2021
Potrerillo de Larreta completo
Argentina, Salta Moderno 1 Mitogenoma de Saint Pierre et
completo al 2012a
Argentina, San Luis Moderno 2 Mitogenoma Garcia et al. 2021
completo
Brasil, Yanomama Moderno 3 Mitogenoma Fagundes et al
completo 2008
Chile Moderno ) Mitogenoma De Saint Pierre et
completo al 2012a
. Mitogenoma De Saint Pierre et
hile, A M 2
Chile, Aconcagua oderno completo a1 20123
Chile, Chiloé Moderno 4 Mitogenoma De Saint Pierre et
completo al 2012a
Mi
Colombia, Guainia Moderno 5 Itogenoma Arias et al 2017
completo
, Mitogenoma N
Paraguay, Alto Parana Moderno 1 108 Sim3o et al. 2019
completo
Peri Moderno ) Mitogenoma Tito et .aI, sin
completo publicar
, Mitogenoma Guevara et al.
Peru, Chachapoyas Moderno 1 completo 5020
Pert, Jivaro Moderno 5 Mitogenoma Guevara et al.
completo 2020
Peru, Utcubamba Moderno 1 Mitogenoma Barbieri et al 2017
completo
Peru, Waiku Moderno 1 Mitogenoma Barbieri et al 2017
completo
. Mit L
Uruguay, Montevideo Moderno 3 ltogenoma Figueiro et al 2022
completo
Mit L
Uruguay, Rocha 600 AP 2 ltogenoma Figueiro et al 2017
completo
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Uruguay, Tacuarembd

Oeste de Uruguay, Campo
Morgan

Oeste de Uruguay, Colonia
Concordia

Moderno

1.900 AP

1.900 AP

Mitogenoma
completo
Mitogenoma
completo
Mitogenoma
completo

Figueiro et al 2022
Datos sin publicar

Datos sin publicar

AP = Afios antes del presente.
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