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Resumen

El analisis de ADN antiguo proporciona una perspectiva diacronica de la
variacién genética de las poblaciones, permitiendo inferir con mayor detalle procesos
microevolutivos pasados. En Uruguay, las investigaciones efectuadas sobre el ADN
mitocondrial (ADNmt) antiguo han arrojado resultados que sugieren cierto grado de
continuidad con el componente indigena del Uruguay actual, pero en su mayoria
corresponden a poblaciones del este del pais. El objetivo del presente trabajo es
estudiar la variabilidad genética de las poblaciones prehispanicas del sur de Uruguay a
través del analisis de ADNmt de restos 6seos humanos provenientes de sitios de costas
del Rio de la Plata y el Océano Atlantico, ampliando ademas la muestra del este. Se
secuenciaron las regiones hipervariables (HVR) | y Il del ADNmt de individuos
provenientes de La Viuda (Rocha), Punta del Este (Maldonado) y Arazati (San José). El
ADN se extrajo en instalaciones exclusivas para el andlisis de ADN antiguo;
posteriormente se amplificé la HVR en nueve fragmentos solapantes para su
secuenciacion por método Sanger. Una vez obtenidas las secuencias se asignaron a
haplogrupos y se compararon las secuencias de las tres regiones entre si, asi como con
las secuencias obtenidas en otras regiones de Sudamérica, a fin de inferir procesos

microevolutivos regionales y locales.

Los resultados obtenidos mostraron una alta tasa de éxito de amplificacion y
secuenciacion, logrando asignar el haplogrupo correspondiente en 10 muestras de un
total de 17 (59%). El linaje mitocondrial mas frecuente fue C1, presente en 7 de las 10
muestras. A su vez, de estas siete, tres corresponden al subhaplogrupo C1d y de estos,
una al subhaplogrupo C1d3. Le sigue en frecuencia el subhaplogrupo D4h3a, presente
en dos secuencias (que se concluyé corresponden a un mismo individuo) y, por ultimo,
un unico caso del haplogrupo D1. Estos resultados estarian indicando posibles
contactos entre las poblaciones antiguas del Uruguay: por ejemplo, hasta el momento
se habia registrado el haplogrupo C1d3 en individuos provenientes de estructuras
monticulares de Rocha; sin embargo, en este trabajo se encontré el mismo linaje en un
individuo de Punta del Este. Este dato es relevante ya que, si bien hay evidencia de
economias distintas para estos grupos, genéticamente pueden tratarse de una misma
poblacion. Respecto a los vinculos regionales, se observé una mayor aproximacion a
las poblaciones de Argentina, y en segundo lugar a Brasil. Se destaca la presencia de

D4h3a ya que hasta el momento no se habia registrado ningun individuo antiguo o



moderno con este haplogrupo en Uruguay. Este hecho podria estar indicando un

contacto con poblaciones del norte argentino.

Futuros estudios de mitogenomas completos (que, considerando el relativo éxito
en la amplificacién y secuenciaciéon de las muestras, es una perspectiva probable)
podran aportar mayor cantidad de datos y especificidad a los resultados para reconstruir

la dinamica de las poblaciones antiguas de Uruguay.
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I .Introduccion

Dentro de un marco antropoldgico, los analisis genéticos han demostrado ser
utiles a la hora de esclarecer procesos migratorios hacia las principales regiones
continentales. Uno de estos procesos es el poblamiento de América, tematica que ha
sido ampliamente discutida, donde los datos genéticos han aportado un gran cumulo de
informacién enriqueciendo la discusion en torno a las rutas y fechas de entrada de los
primeros americanos. Datos obtenidos a partir de poblaciones nativas actuales de
América y Siberia han sido utilizados para responder incertidumbres respecto al
poblamiento del Nuevo Mundo, tales como ¢,cuando llegaron los primeros pobladores?,
¢cuantas olas migratorias estuvieron involucradas en el proceso de expansion a traves
del continente?, y ¢de qué parte de Eurasia provenian estos grupos? Tanto el ADN
mitocondrial (ADNmt) como el cromosoma Y son marcadores genéticos que ayudan a
identificar diversos linajes maternos y paternos respectivamente. A través del analisis de
las variaciones en las secuencias de ADN, se puede conocer no solo los linajes
presentes, sino también la manera en que estas poblaciones se dispersaron a lo largo
del continente. Adicionalmente, midiendo la variacion acumulada en las secuencias, se

puede estimar una antigiiedad de los linajes en ciertas regiones (Schurr y Sherry, 2004).

A menor escala, los analisis de ADNmt, asi como de cromosoma Y, pueden
aplicarse a nivel local permitiendo inferir procesos microevolutivos en regiones
puntuales y en periodos de tiempo mas acotados. Este es precisamente el enfoque que

tomara el presente trabajo.

Alo largo de las diversas secciones se tratara de analizar la variabilidad genética
de individuos prehistéricos provenientes de distintos sitios arqueoldgicos del este, sury
oeste del Uruguay con el fin de conocer las dinamicas poblacionales entre los grupos
prehistéricos del pais, asi como con otras poblaciones a nivel regional. Para esto, se
inicia esta tesis presentando brevemente las aplicaciones que se han hecho con el
analisis del ADNmt a nivel continental, poniendo énfasis en el estudio del poblamiento
de América como principal antecedente a esta escala, exponiendo los datos que se han
obtenido, asi como también las diferentes posturas que se han planteado respecto al
tema. A continuacion, se expone el trabajo con ADNmt en general, detallando los
aspectos biolégicos del mismo (composicion, funcion, ventajas de su aplicacion en los
analisis paleogenéticos) y las dificultades que implica trabajar con moléculas de ADNmt

antiguas. Asimismo, se enumeran los cuidados que hay que tener, tanto en la



manipulacion de esta molécula como en las instalaciones donde se trabaje, para
minimizar los riesgos de contaminacion.

En la siguiente seccion se presentan los principales antecedentes de los analisis
mitocondriales realizados en el Cono Sur, finalizando esta seccidon con el foco en
Uruguay y los datos obtenidos hasta el momento.

El tercer capitulo de esta tesis estara dedicado a detallar en primera instancia,
las muestras analizadas y los sitios de los cuales provienen, y en segunda instancia, la
metodologia empleada. En este ultimo punto se explican por un lado los diversos pasos
involucrados en la extraccion y amplificacion de las secuencias, y por otro, el analisis de
las secuencias obtenidas. Conjuntamente, se expone el trabajo realizado para la
recoleccion de datos a nivel regional y los estudios comparativos elaborados con ellos.

Las siguientes dos secciones del trabajo se enfocan en presentar y discutir los
resultados obtenidos. Para esto se tuvo en cuenta el éxito conseguido en las
extracciones, la cantidad de secuencias a las que se les logré asignar el haplogrupo
correspondiente, afinidades entre individuos y con otros grupos de la region, y la

coherencia entre datos arqueoldgicos y datos genéticos.

Como ultimo paso de esta tesis, se presentan las consideraciones finales del
trabajo, asi como las perspectivas a futuro de nuevos analisis que sigan contribuyendo

al conocimiento de las poblaciones prehistoricas del Uruguay.



2. Antecedentes

2.1 El poblamiento de América

Uno de los temas de gran importancia para la arqueologia americana es la
discusion en torno al poblamiento de América, poniendo énfasis en las posibles rutas y
fechas de ingreso. El aislamiento geografico del continente americano causo un retraso
en su poblamiento hasta fines del Pleistoceno; sin embargo, a pesar de esta fecha
relativamente reciente, el lugar exacto de ingreso, la fecha y las rutas, siguen siendo
discutidos (Llamas et al., 2016). Hasta hace poco se estimaba que hace 13.500 afios
los primeros americanos se dispersaron rapidamente desde Beringia (puente terrestre
que sirvio como unién entre Eurasia y América al quedar expuesto debido a los bajos
niveles del mar durante el Ultimo Maximo Glacial [UMG]) hasta Tierra del Fuego en unos
pocos siglos, utilizando como via un corredor libre de hielo por el oeste del actual
Canada. Estas poblaciones darian lugar a la cultura Clovis quienes cazarian hasta la
extincion a la megafauna del Nuevo Mundo (Goebel et al., 2008). Hoy en dia, gracias a
nuevos estudios arqueoldgicos y moleculares, se plantea que el poblamiento americano

fue un proceso mucho mas complejo.

Las hipotesis presentadas para el poblamiento americano pueden ser
resumidas en tres modelos. El primero de ellos propone que los primeros seres
humanos llegaron al norte del continente poco antes de 13.000 afios AP, y al sur un poco
antes de los 12.900 anos AP. Los que defienden esta hipétesis proponen al “complejo
Clovis” como la primera cultura arqueolégica dispersa por Norteamérica (Prates et al.,
2020). La cultura Clovis es la tradicion arqueolégica con mayor distribucion en
Norteamérica, cuyo elemento litico distintivo son las puntas de proyectil bifaciales con
acanaladura. Debido a que originalmente se encontraron instrumentos Clovis en
asociacion a restos de mamut, la tradicion fue considerada como correspondiente a
grupos de alta movilidad especializados en la caza de megafauna, quienes habrian
poblado América mientras seguian a estos animales durante el UMG. Geograficamente
se puede ubicar a la culturja Clovis en Norteamérica, especialmente en el Este donde
se encuentra la mayor densidad de sitios, pero también se la ha registrado en varios
sitios de Centroamérica. Hoy en dia se sabe que las puntas Clovis eran solo uno de los
distintos tipos utilizados por los primeros pobladores americanos, y que aprovecharon
varios recursos mas alla de la caza de megafauna (O Rourke y Raff, 2010). A partir del

ano 1965 empezaron a surgir las primeras cronologias, donde seis sitios Clovis de



Norteamérica (Lehner, Dent, Clovis, Naco, Domebo y Ventana Cave) fueron datados en
entre 11.500 y 11.000 afos AP (Meltzer, 2003). Sin embargo, después de 1965 varios
sitios, tanto de Norte como de Sudameérica, presentaron fechas anteriores a las de la
cultura Clovis, indicando que los portadores de esta cultura no fueron los primeros en
llegar al continente. De esta forma surge el segundo modelo (“Clovis Segundo”) el cual
propone una antigiedad intermedia para el poblamiento de América, con una entrada
pre-Clovis, pero posterior al UMG (entre 18.500 y 13.000 afnos AP) con un ingreso a
Sudameérica un poco mas tardio (Prates et al., 2020). Esto dio origen a otros modelos
para explicar el poblamiento americano. Los que planteaban un origen pre-Clovis
proponian la presencia de forrajeros oportunistas quienes todavia no tendrian puntas
con acanaladura, sino un conjunto litico mas simple que les permitiria aprovechar una
amplia gama de alimentos. Por ultimo, el tercer modelo plantea una entrada previa o
durante el UMG, con un ingreso hacia el sur del continente previo a 18.000 afios AP
(Prates et al., 2020).

En las ultimas tres décadas, gracias al recalibrado de los sitios y a los estudios
genéticos, se ha reforzado la hipétesis de un poblamiento pre-Clovis, con un ingreso a
América desde Beringia hace entre 19.500 y 14.000 afos, y a América del Sur hace
entre 18.500 y 15.000 anos. Las diferencias en la variabilidad genética observadas en
muestras de individuos actuales y antiguos estarian indicando que la migracién inicial
habria ocurrido de forma rapida siguiendo principalmente la costa del Pacifico (Prates
et al., 2020).

2.2 Composicion y aplicaciones del ADNmt

Desde la década de 1990, un gran niumero de estudios genéticos relacionados
con el poblamiento de América se hicieron en base a la variacién observada en el
genoma mitocondrial, ya que por sus caracteristicas ha demostrado ser de gran utilidad
en los analisis moleculares antropolégicos y filogenéticos (Kemp y Schurr, 2010). Las
mitocondrias son organelos celulares encargadas de la fosforilacién oxidativa, es decir,
de la respiracion celular a través de la produccién de energia en forma de ATP. El
numero de mitocondrias por célula es variable, pasando de unos pocos cientos en el
espermatozoide a unos 200.000 en el 6vulo, pero en la mayor parte de los tejidos se
encuentran entre 1000 y 10.000 copias por célula, con 2 a 10 moléculas de ADN por

mitocondria (Novo Villaverde, 2007).



EIADNmt humano es una molécula circular que codifica para 37 genes los cuales
se encuentran ubicados uno a continuacién del otro, practicamente sin intrones ni
regiones no codificantes entre ellos. A diferencia del ADN nuclear, donde las regiones
no codificantes ocupan la mayor parte de la molécula, en el genoma mitocondrial solo
ocupan un 3%. Este genoma esta formado por dos cadenas complementarias, una
denominada cadena “pesada” o H en donde se encuentra 28 genes, y otra conocida

como “liviana” o L con los nueve genes restantes (Novo Villaverde, 2007).

Debido a que la mitocondria se encuentra en el citoplasma celular, este ADN es
heredado unicamente por via materna. Este hecho se debe a que, al formarse el
gameto, el citoplasma va a permanecer solo en el gameto femenino (évulo), mientras
que en el gameto masculino (espermatozoide) el citoplasma es parte de la cola la cual
se pierde al ingresar al gameto femenino durante la fecundacion. Como consecuencia,
todos los hijos de una misma madre van a recibir su ADNmt, pero solo las hijas seran
capaces de transmitirlos a su descendencia. Esta particularidad significa que las
mutaciones ocurridas estarian reflejando la historia femenina. A su vez, su tamano
relativamente pequeio, con 16.569 pares de bases doble cadena, en comparacion con
el ADN nuclear con un total de 3.000.000.000 pares de bases, ha permitido que se lo
utilice en varios estudios para determinar el origen geografico de determinadas variantes
(Figueiro et al., 2021).

En el ADNmt todos los cambios observados provienen exclusivamente de
mutaciones ya que no recombina durante la meiosis; esto es una ventaja especialmente
util para poder conocer las relaciones maternas de ascendencia-descendencia.
Conjuntamente, comparado con el ADN nuclear, el mitocondrial tiene una mayor tasa de
mutacién (segun la regién, ya que el area que codifica para proteinas es mas estable).
En particular, hay dos regiones de interés para los analisis filogenéticos, las regiones
hipervariables | y Il (HVRI y HVRII respectivamente). Ambos segmentos se ubican en la
porcion no codificante del ADNmt, conocida como “regién control” y acumulan una alta
tasa de mutaciones debido a su caracter no codificante y a la ausencia de mecanismos
de reparacion del ADN en la mitocondria. En consecuencia, estos segmentos
evolucionan a un ritmo acelerado, lo cual resulta util para estudiar eventos evolutivos
recientes (O’'Rourke et al., 2000).
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Figura 1. Ubicacién aproximada de las HVR de la region control en el ADNmt. Tomado de Chinnery (2006).

El numero de mutaciones generadas en estas regiones seran suficientes como
para lograr diferenciar entre los distintos haplogrupos en poblaciones que hayan
divergido recientemente, como es el caso de América (Kemp y Schurr, 2010). Los
términos haplogrupo, haplotipo y linaje son de uso frecuente al trabajar con ADNmt. El
primero hace referencia a un conjunto de mutaciones que se heredan todas juntas (“en
bloque”) de una generacion a la siguiente, siendo los unicos cambios presentes, las
mutaciones nuevas que puedan ocurrir (Figueiro et al., 2021). A su vez, estos nuevos
cambios van a identificar a distintos haplotipos dentro de un haplogrupo. Finalmente,
linaje indica la presencia de variantes adicionales mas alla de aquellas que definen a un
haplotipo (Raff et al, 2011). Mediante el rastreo de haplogrupos, subhaplogrupos y
haplotipos, el ADNmt ha sido especialmente util para reconstruir las vias migratorias de
las poblaciones humanas y estimar la antigledad de las variantes que han surgido.
Estas estimaciones se realizan en base a la tasa de mutacion: se estima que la region
codificante muta una vez cada 3533 afios, aunque el margen de error es considerable
(Soares et al., 2009).

Ofra particularidad relevante de este genoma es que el ADNmt no esta sometido
a grandes presiones selectivas, por lo tanto, las variaciones observadas van a reflejar la
historia poblacional y no una historia natural (por ejemplo, una presion selectiva para
adaptarse a un determinado tipo de ambiente). Un ultimo rasgo que es necesario
mencionar es que el ADNmt se presenta en miles de copias por célula, a diferencia del
nuclear el cual solo contiene dos copias. En estudios de ADN antiguo, esto es de
especial ventaja debido a la susceptibilidad del ADN a degradarse (O‘Rourke et al.,

2000), como se vera mas adelante.
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2.3 Aportes del ADN mitocondrial en el poblamiento

americano

EI ADNmt ha sido el marcador genético mas utilizado al momento de comprender
procesos poblacionales como el del continente americano. Esto se debe, en parte, a su
capacidad de permitir detectar afinidades genéticas entre poblaciones humanas. A su
vez, su alta tasa de mutacion resulta en numerosas diferencias las cuales sirven para

distinguir entre individuos y grupos que estén vinculados por linea materna.

Uno de los primeros trabajos que analizan el ADNmt de las poblaciones
americanas, es el de Schurr y colegas (1990). Los autores emplearon enzimas de
restriccion para estudiar ADNmt correspondientes a poblaciones de Norte, Centro y
Sudamérica. Como resultado, observaron que el ADNmt de los primeros americanos
derivaria de cuatro linajes maternos de Asia (Schurr et al., 1990), los cuales
posteriormente fueron designados con las letras A, B, C y D (Torroni et al., 1992),
agregando posteriormente un nuevo haplogurpo denominado X (Schurr y Sherry, 2004).
Esto se interpreté como el ingreso a América de distintas olas migratorias (Torroni et al.,
1993). Cada uno de estos haplogrupos se definié posteriormente por una combinacion
unica de polimorfismos en la regién hipervariable | y en las regiones codificantes.
Trabajos posteriores mencionan la presencia de una gran ola migratoria inicial,
proveniente desde el noreste de Siberia entre 20.000 y 25.000 anos AP, la cual daria
origen a las poblaciones amerindias. Junto con estos primeros pobladores habrian
ingresado los ancestros de los haplogrupos A1 (el cual seria a su vez ancestro de A2),
B, C, D1y X (Forster et al., 1996). El patron de variacidén genética observado en las
poblaciones indigenas actuales de América es el mismo que el encontrado en las
poblaciones ancestrales. Esta particularidad ha llevado a concluir que los cinco
haplogrupos mencionados estarian presentes en los primeros pobladores de América
(Schurr y Sherry, 2004). La posterior dispersion de estas primeras poblaciones hacia el
sur del continente habria ocurrido hace por lo menos 13.000 afios AP segun dataciones
por reloj molecular realizadas respecto al cluster D1 especifico de Sudamérica (Forster
et al., 1996).

Los datos presentados en trabajos posteriores han sugerido que los pueblos
originarios que viven hoy en dia en América presentan los cinco haplogrupos
mencionados (posteriormente denominados A2, B2, C1y D1y X2) y sus derivados (A2,
A2a, A2b, C1b, C1c, C1d, C1d1), asi como también seis linajes menores (C4c, D2a, D3,
D4h3a, X2g y X2a) (Tamm et al., 2007; Achilli et al., 2008; Perego et al., 2010). (Figura
2).
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Figura 2. Frecuencias y origenes de los haplogrupos correspondientes al ADNmt de indigenas
americanos. (Imagen tomada de Perego et al., 2010).

Estos trabajos se basan en genomas mitocondriales enteros, siendo uno de los
primeros el realizado por Tamm y colegas (2007). Partiendo de datos arqueoldgicos
(especificamente, que hay registro de una presencia humana en el noreste de Siberia
hace 30.000 afios, y en Sudamérica hace 15.000 anos), los autores proponen dos
escenarios posibles para el poblamiento de América. El primero plantea que los
ancestros de las poblaciones americanas llegaron a Beringia antes del UMG vy
permanecieron alli, quedando aislados probablemente por barreras geograficas antes
de poder ingresar a América cerca de hace 15.000 afios AP. Este modelo recibe el
nombre de Modelo de Incubacién en Beringia (BIM por su sigla en inglés). El segundo
escenario propone que los ancestros de los primeros americanos llegaron a Beringia
recién hace 15.000 afios AP y continuaron moviéndose hacia América. Este escenario
de poblamiento no implica un periodo de aislamiento, y recibe el nombre de Modelo de

Colonizacion Directa (DCM por su sigla en inglés). Este ultimo modelo implicaria que los



haplotipos mitocondriales fundadores estarian presentes tanto en Asia como en
América, ya que asume un movimiento continuo por parte de los pobladores que
llegaron a Beringia. Por el contrario, el modelo BIM predice una amplia distribucion de
los haplotipos fundadores especificos de América, y ausentes en Asia. Los primeros
pobladores habrian estado aislados en Beringia antes de entrar a América, permitiendo
el surgimiento de nuevas mutaciones y por lo tanto de los haplotipos fundadores en
Beringia. La variaciéon del ADNmt en América podria indicar la velocidad a la cual los
primeros pobladores se dispersaron por todo el continente. Si esta distribucién fue
rapida, se esperaria una distribucién homogénea de los haplotipos fundadores a lo largo
del continente. Sin embargo, si el movimiento fue gradual se deberian encontrar
conjuntos de variaciones localizados en puntos especificos del continente (Tamm et al.,
2007). Como resultado de sus analisis, Tamm y colegas (2007) encontraron evidencia
de la presencia de los cinco macrohaplogrupos fundadores (A-D y X) en las poblaciones
indigenas americanas, las cuales habrian sido introducidas por nueve linajes
fundadores. Debido a que ocho de estos linajes fueron encontrados distribuidos por
América, se consideré mas plausible la idea de una dispersion rapida por el continente.
Por otro lado, se observd que los haplotipos americanos poseian unas pocas
mutaciones que los diferenciaban de sus linajes originarios de Asia. El hecho de no
encontrar estas mutaciones de los indigenas en Asia seria consistente con la hipotesis
de que los primeros pobladores permanecieron aislados en Beringia en donde
acumularon variaciones, como lo plantea el modelo BIM. Un dato interesante que
proponen los autores es que, durante el periodo de aislamiento en Beringia, se habria
originado el subhaplogrupo C1a el cual, al momento de la migraciéon hacia América,
retrocedi6 de vuelta a Asia. Posteriormente se produjeron migraciones tanto a Ameérica
como a Siberia. Tras la migracién inicial a América, en Beringia habria ocurrido una
diversificacion del haplogrupo D2, y en forma paralela el subhaplogrupo A2a habria
migrado hacia Siberia, lo cual explicaria su presencia exclusiva en ese lugar (Tamm et
al., 2007).
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Figura 3. Esquema del flujo génico dentro y fuera de Beringia. (Imagen tomada de Tamm et al., 2007).

Posteriormente al trabajo de Tamm y colaboradores (2007), surgieron otros
cuyos datos brindaban apoyo el modelo BIM o a un origen Unico para los primeros
americanos. Uno de estos trabajos es el realizado por Kitchen y colaboradores (2008),
quienes a través de métodos bayesianos presentaron evidencias de que los primeros
americanos estuvieron aislados de las poblaciones de Asia Central hace entre 30.000 y
17000 anos AP, probablemente en Beringia. Durante ese periodo habrian
experimentado un reducido o nulo crecimiento poblacional, y también habrian surgido
nuevas mutaciones que los diferenciarian de las demas poblaciones de Asia.
Seguidamente habrian sufrido un proceso de cuello de botella cuando ingresaron a
América hace 17.000-16.000 afos aproximadamente, lo cual fue continuado por una
gran expansion en el continente alentados por la presencia de megafauna y ausencia
de otros humanos (Kitchen et al., 2008). Otro de los aportes al modelo BIM es
presentado por Fagundes y colegas (2008). A través del anadlisis de secuencias de
ADNmt de Norte y Sudamérica, observaron la presencia de mutaciones exclusivas de
los indigenas las cuales los diferenciaban de los haplogrupos similares de Asia.
Nuevamente estos hallazgos parecen ser consistentes con el modelo BIM. A partir de la



tasa de mutacion observada, los autores estimaron que el periodo de aislamiento habria
durado por lo menos 5000 afios. Al igual que Kitchen y colegas (2008), los autores
emplearon el método bayesiano para estimar que los pobladores habrian llegado a
América alrededor de 18.000-15.000 afios AP (Fagundes et al., 2008). Un trabajo
reciente realizado por Castro e Silva y colaboradores (2022), también destaca el modelo
BIM como el mas probable para el poblamiento del continente basado en la evidencia
de los linajes tanto materno (ADNmt) como paterno (cromosoma Y). El periodo de
aislamiento en Beringia habria durado entre 4600 y 15.000 afios (Graf y Buvit, 2007 en
Castro e Silva et al., 2022). Si bien no hay un consenso de por qué ocurrio este evento
de aislamiento, se ha propuesto que haya sido el resultado de la existencia de barreras
ecoldgicas, o que Beringia haya funcionado como un refugio durante el UMG. Estos
autores también apoyan la hipétesis de una dispersién desde el norte del continente
hasta el sur, relativamente rapida usando el istmo de Panama como punto de entrada y

siguiendo las costas Pacifica y Atlantica (Castro e Silva et al., 2022).

Los resultados de los trabajos mencionados son consistentes con el modelo de
incubacién en Beringia, asi como también con la idea de que América fue poblada a
partir de una unica oleada, oponiéndose al modelo de multiples oleadas. Un hecho a
destacar es que los estudios de genomas mitocondriales completos difieren en las
fechas que cada uno propone para el poblamiento, asi como en las edades estimadas
para los haplogrupos fundadores de América. Sin embargo, las fechas manejadas
actualmente (entre 20.000 y 15.000 afos AP) son mas coherentes con los datos
arqueoloégicos que las consideradas por los primeros estudios genéticos, las cuales iban
de un rango de los 40.000 a los 20.000 afios AP. Si bien el uso de las secuencias para
datar eventos en la prehistoria humana puede ser una practica cuestionable, su utilidad
mejora cuando se considera que la tasa de mutacién molecular observada puede no ser
constante en el tiempo y con el uso de puntos de calibracion adecuados (Kemp y Schurr,
2010).

2.4 Propuestas alternativas a partir del ADNmt

Una revision de la literatura cientifica evidencia que, si bien el modelo tradicional
de poblamiento americano implica una unica y rapida migracion conteniendo todos los
haplogrupos fundadores a través del puente terrestre de Beringia, hay autores con

posturas distintas. Un ejemplo de esto es el trabajo planteado por Schurr y Sherry



(2004), quienes propusieron una entrada por la costa pacifica desde Siberia y hacia
Sudameérica hace entre 20.000 y 15.000 anos AP. En esta migracion estarian contenidos
los haplogrupos A-D. Seguido a esta primera entrada, y una vez que aparecioé el corredor
libre de hielo, se habria dado una segunda migracién la cual introduciria al haplogrupo
X en Norteamérica (Schurr y Sherry, 2004). Mas recientemente surgio otra propuesta
que intenta explicar la distribucién del haplogrupo X2a, realizada por Oppenheimer y
colegas (2014). Su modelo discute el punto de entrada del mencionado haplogrupo al
continente americano, proponiendo que no habria sido por Siberia, sino por el suroeste
de Europa. Esta idea, denominada Hipotesis Solutrense, utiliza datos arqueoldgicos y
genéticos, planteando que son consistentes con una ruta atlantica. Centrandonos en los
aportes de la genética, los autores se van a basar en la distribucion del haplogrupo X2a
para plantear que seria mas parsimonioso considerar una entrada por el oeste de
Eurasia durante el Pleistoceno por parte de pobladores con una industria Solutrense.
Los autores van a basar su hipétesis en dos principales hechos. Por un lado, plantean
que el linaje ancestral de X2a no ha sido hallado en Siberia, como si ocurre para los
demas haplogrupos de América. En segundo lugar, la distribucion filogeografica de X2a
en Norteamérica indica que los puntos de ancestria mas antiguos se ubican en el
noreste de Canada, siendo consistente con un ingreso transatlantico al continente
americano, lo cual también es sugerido por la evidencia arqueoldgica (Oppenheimer et
al., 2014). Este modelo de la hipotesis Solutrense recibié numerosas criticas, siendo
una de las mas recientes la correspondiente a Raff y Bolnick (2015). En su trabajo se
propone que el hecho de no haber hallado ancestros del haplogrupo X2a en Siberia, no
es evidencia suficiente para sugerir que la hipétesis Solutrense es la explicacion mas
plausible para la presencia del mencionado haplogrupo en la region de los Grandes
Lagos. Si bien el ancestro de X2a pudo haber surgido y evolucionado en el oeste de
Eurasia, caracterizarlo como un haplogrupo del oeste euroasiatico no seria adecuado
ya que X2a es hallado unicamente en individuos con una ancestria indigena
norteamericana (Raff & Bolnick, 2015). Por otro lado, los autores también discuten que
el punto de ancestria mas antiguo para X2a se encuentre en Canada. Para esto
mencionan los hallazgos realizados por Rasmussen y colegas (2015), quienes ubican
al punto de mayor antigiedad para X2a en el noroeste del Pacifico, descartando un
origen Solutrense (Raff & Bolnick, 2015).

Mas alla de las diversas hipotesis de ingreso al continente, esta claro que una
vez en América, los pobladores experimentaron un proceso de adaptacion a la amplia

diversidad ambiental del nuevo territorio. Posteriormente, en el Holoceno tardio, nuevas



practicas como la agricultura intensiva, el sedentarismo y eventos como el cambio
climatico, causaron grandes cambios en las diversidades genéticas y culturales a lo
largo de todo el continente. Finalmente, a fines del siglo XV la colonizacién europea
terminé de modificar estos rasgos a través de procesos como las matanzas de indigenas
y con mestizajes entre ambas poblaciones (Castro e Silva et al., 2022). A esto se le debe
sumar el ingreso a la region de personas esclavizadas provenientes de poblaciones
africanas para trabajar principalmente en la produccion agricola (Sans y Avena, 2019),
generando procesos adicionales de mestizaje. Estos eventos derivaron en las
caracteristicas genéticas observadas en la actualidad, propias de una poblacion
trihibrida.

2.5 ADN antiguo: ventajas y complicaciones

Los analisis genéticos han contribuido notoriamente a la comprension de los
procesos evolutivos en general, y al desarrollo de nuestra propia especie en particular,
asi como a las afinidades poblacionales (Yang y Watt, 2005). Dentro de un marco
bioantropoldgico, los estudios de ADN han ampliado las posibilidades de investigacién
interdisciplinaria, integrando datos genéticos con contextos arqueoldgicos vy
antropolégicos para reconstruir narrativas mas completas sobre las dinamicas
poblacionales a lo largo del tiempo. Un aporte fundamental de los analisis de ADN
antiguo es que permiten a los investigadores estudiar las relaciones genéticas entre
organismos extintos y sus contemporaneos, a diferencia de los anadlisis con ADN
moderno los cuales Unicamente proveen una evidencia indirecta de los procesos
evolutivos que se han dado a lo largo del tiempo (Hofreiter et al., 2001). En particular,
los trabajos con ADNmt antiguo se han venido usando cada vez con mayor frecuencia
debido a sus extensas aplicaciones, abarcando desde analisis de rutas migratorias (por
ejemplo, el poblamiento de América), hasta estudios mas concretos a nivel intrasitio,
aportando datos respecto a las dinamicas culturales de un determinado grupo (ver, por
ejemplo, Figueiro et al. 2017). Conjuntamente, se deben mencionar las aplicaciones del
ADNmt antiguo como complemento de los analisis bioarqueoldgicos en aquellos casos
donde los restos 6seos se encuentran mezclados. En estas situaciones, las similitudes
a nivel de secuencias pueden funcionar como herramienta para ayudar a determinar el

numero minimo de individuos (NMI) presentes en la muestra de estudio.

Sin embargo, al trabajar con ADN antiguo, ya sea nuclear o mitocondrial, hay dos
principales obstaculos a superar: la degradacién de la molécula la cual limita la cantidad

de material disponible para amplificar, y la contaminacion presente que puede incluir



inhibidores organicos de la técnica de amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La degradacién de los acidos nucleicos ocurre de forma gradual a lo
largo del tiempo como consecuencia de procesos tales como la hidrolisis y oxidacion.
La primera produce la fragmentacién del enlace entre la azicar y la base nitrogenada
en presencia del agua, mientras que la segunda genera la modificacion de las bases o
de la hélice por la presencia de un grupo OH. Este segundo proceso es el que mas
afecta a las mitocondrias ya que estos organelos son los encargados del metabolismo
del oxigeno. Se estima que las pirimidinas (T y C) oxidadas son las que van a causar el
principal dafio al ADN, ya que su presencia se correlaciona negativamente con el éxito
en la extraccion y amplificacién debido a que, probablemente, bloqueen la etapa de
extensién de la molécula durante la PCR (O’Rourke et al., 2000). Si bien estos eventos
ocurren en vida, son controlados por procesos de reparacion, pero una vez fallecido el
organismo, estos y otros procesos degradativos se continuan acumulando. Es decir que,
al trabajar con fragmentos de ADN antiguo, generalmente se cuenta con un bajo numero
de moléculas endodgenas, de pequefio tamafio y quimicamente alteradas. Estas
caracteristicas las hace muy propensas a la contaminacion de distintas fuentes, ya sea
de ADN provenientes del sedimento donde se encontraba la muestra, o ADN humano
moderno por parte de los investigadores, especialmente si se la manipulé sin considerar
la realizacion de futuros analisis genéticos, algo comun en muestras alojadas en museos
(Knapp et al., 2012). Este alto riesgo de contaminacién genera que sea muy facil la
obtencion de falsos positivos en tareas de extraccion y amplificacion. Por esta razén, las
medidas de precaucién se deben tomar desde el momento de recoleccion y preparacion

de la muestra.

La alta degradacién quimica y fisica del ADN mencionada previamente, genera
que haya muy bajas cantidades de esta molécula, preservada en malas condiciones, lo
cual dificulta los analisis que se puedan realizar. La técnica de la PCR es especialmente
util para estos casos ya que, tedéricamente, una unica molécula de ADN antiguo es
suficiente para generar miles de copias. Sin embargo, la alta sensibilidad de esta
herramienta, la hace propensa a que amplifique ADN contaminante si hay bajas
cantidades del ADN antiguo, generando un falso positivo. Si bien este riesgo esta
presente al amplificar tanto ADN antiguo como moderno, en el uUltimo caso, la cantidad
de moléculas a amplificar suelen superar en numero a las moléculas de ADN
contaminante, por lo tanto, la contaminacion tiene un muy bajo impacto en los analisis
modernos. Sin embargo, en el caso de trabajar con ADN antiguo, el niumero de estas
moléculas suele ser extremadamente bajo frente a las contaminantes si no se tomaron

las precauciones adecuadas. Es necesario aclarar que cuando se habla de ADN



contaminante, se esta haciendo mencién del ADN que es idéntico o similar al ADN
antiguo que se quiere analizar, y, por lo tanto, es amplificado por la PCR. Por ende, no
se considera contaminantes genomas provenientes de bacterias u hongos, por ejemplo,
pero si lo es el proveniente de los investigadores que manipulan la muestra (Knapp et
al., 2012; Pilli et al., 2013).

Dentro del laboratorio las medidas de cuidado deben ser extremas debido a la
manipulacion de diversas muestras. Si bien, este tipo de riesgo no es considerable ya
que, como se menciond, el numero de moléculas de ADN antiguo es muy reducido,
igualmente conviene tomar estrictas medidas de precaucion. Una de las formas es evitar
que la posible contaminacidon que se encuentre en la superficie de la pieza a analizar
pase a otra pieza de la muestra. Sin embargo, el principal riesgo de contaminacion
proviene de los productos de PCR de amplificaciones previas. La prevencion de este
tipo de riesgo implica tener un laboratorio de uso exclusivo para analisis con ADN
antiguo donde las tareas se realicen cuidadosamente (Knapp et al., 2012; Yang y Watt,

2004). Idealmente estos laboratorios deberian cumplir ciertos requisitos tales como:

v Realizar los procesos de extraccion y amplificacién en habitaciones separadas.

v Contar con presion positiva y filtros de aire.

v Irradiacion con luz UV de todos los equipos e instalaciones para destruir
posibles residuos de ADN que queden en las superficies.

v Uso de trajes protectores, guantes y mascaras faciales por parte de los

investigadores.

La contaminacion solo puede ser descartada cuando las secuencias obtenidas
son lo suficientemente distintas a las del ADN moderno. En este sentido, la region
hipervariable | del ADNmt es de gran ventaja ya que permite discriminar entre

contaminantes por su alta variabilidad (Pilli et al., 2013).

2.6 Aplicaciones del ADNmt antiguo a nivel regional

Hasta este punto se ha demostrado como los analisis de ADNmt ayudan a
reconstruir procesos de poblamiento a nivel continental, como es el caso del
poblamiento de América. Sin embargo, los estudios del ADNmt también son de gran
utilidad a la hora de distinguir procesos microevolutivos a nivel regional e incluso local.
En el caso de Sudamérica, las regiones que mas se han estudiado son el sur de Brasil,

Andes centrales, la Patagonia, noroeste y centro de Argentina. De estos estudios se



desprende que los procesos evolutivos mayormente involucrados en la estructuracion
genética son la deriva y el flujo génico (De la Fuente y Figueiro, 2024). A continuacion,
se presenta un resumen de los estudios realizados en cada una de estas regiones, con

especial énfasis en el Cono Sur sudamericano.

Una de las regiones que mas se han estudiado son los Andes centrales ya que
han sido el area de origen de diversas manifestaciones culturales previas a la llegada
de los espanoles, tales como el imperio Inca. La mayoria de las investigaciones se han
realizado sobre individuos provenientes del actual Peru. Una de ellas es la realizada por
Nakatsuka et al. (2020), sefialando que en los acervos genéticos locales se han
registrado todos los haplogrupos comunes a Sudamérica (A2, B2a, B2b, C1b, C1c, D1
y D4h3a), indicando un probable gran tamarfio de las poblaciones de los Andes centrales
a lo largo del tiempo (Nakatsuka et al., 2020).

Por su lado, la costa atlantica de Brasil empezd a ser estudiada recientemente,
destacandose el trabajo realizado por Ferraz y colegas (2023). Los autores se enfocaron
en las poblaciones sambaqui (constructores de concheros) del sur de este pais para
conocer la composicidn genética de estos grupos y sus vinculos con otras poblaciones
del interior, y con las poblaciones actuales de Brasil. Los resultados obtenidos mostraron
una mayor variacion genética entre los individuos sambaquies que al compararlos con
otros individuos del Holoceno temprano de Sudamérica. Adicionalmente, dentro de
estas poblaciones se registraron diferencias entre los grupos costeros del sur y sudeste.
Este ultimo punto difiere con las similitudes a nivel cultural registradas entre ambos
grupos, lo cual podria interpretarse como contactos e intercambio, pero con un flujo
geénico reducido (Ferraz et al., 2023).

Argentina ha sido una de las que ha generado mayor densidad de datos respecto
a ADN mitocondrial. Los diversos trabajos realizados para el noroeste del pais han
sefalado una alta tasa de flujo génico con otras poblaciones cercanas del centro-sur de
los Andes, asi como con el Chaco. En consecuencia, se observa que las poblaciones
actuales y antiguas presentan una composicion genética distinta, derivado de las
migraciones generadas por el imperio Inca (Russo et al., 2018). El centro de Argentina
también presenta cambios en la frecuencia de haplogrupos a lo largo del tiempo, asi
como una diferenciacion en la estructura poblacional entre las sierras y las llanuras. Sin
embargo, en un trabajo mas reciente, si bien se confirmaron las diferencias geograficas,
no se observaron los cambios a lo largo del tiempo (Nores et al., 2022). En otro estudio
actual de Garcia y colegas (2021), se constato la presencia de algunos linajes antiguos
en poblaciones modernas, mientras que otros habrian desaparecido con el ingreso de

nuevos linajes.

N



Hacia el sur del continente se encuentran la Pampa argentina y en el extremo
mas austral, la Patagonia, la cual fue la ultima regién en ser habitada debido a su clima
inhdspito y su lejania geografica (De la Fuente y Figueiro, 2024). En el caso de la
Pampa, ha sido recientemente incluida en los estudios mitocondriales con el trabajo de
Roco-Rada y colegas (2021), quienes observan una similitud en la variacion
mitogendémica con el centro de Argentina y diferencias notorias con la Patagonia y Tierra
del Fuego. Posteriormente, Motti et al., (2023) confirman estas similitudes con el centro
del pais, asi como las diferencias con la Patagonia, noreste de Argentina y Uruguay.
Estas diferencias a nivel genético contrastan con las similitudes arqueolégicas
observadas. Conjuntamente, los autores hallaron evidencias de una continuidad
genética en la region desde el Holoceno medio (Motti et al., 2023). Por otro lado, los
analisis mitocondriales para la Patagonia han mostrado una reducida variabilidad
genética (ausencia de los haplogrupos fundadores A y B) al compararla con otras
regiones de Sudameérica, lo cual es coherente con la baja densidad poblacional de la
Patagonia. A nivel gendmico, los analisis de los genomas mas antiguos (6600-4700 afios
AP) estarian indicando una continuidad genética (Moreno-Mayar et al., 2018), asi como
una diferenciacién genética entre grupos costeros y del interior del continente desde
hace al menos 4700 afios AP. A su vez, la evidencia estaria sefialando un flujo génico

con grupos cercanos, destacando a los de Tierra del Fuego (Nakatsuka et al., 2020).

2.7 Aplicaciones del ADNmt en Uruguay

El trabajo con ADN mitocondrial en el Uruguay no puede separarse de los
estudios sobre la magnitud y continuidad del aporte genético indigena en la poblacion
uruguaya. Uno de los primeros trabajos corresponde a Sans y colegas (1986) el cual
evidencid un gran aporte poblacional de origen no europeo. Este resultado impulsé en
la década de los 90 varios analisis interesados en la composicion genética de la
poblacion uruguaya, especialmente en el aporte indigena (Sans y Avena, 2017). Por
ejemplo, en 1997, Sans y colegas realizaron el primer estudio cuantitativo del mestizaje
en dos poblaciones de Uruguay (Montevideo y Tacuarembd) a través del analisis de

marcadores clasicos polimorficos (Sans et al., 1997).

Los analisis posteriores, con un enfoque poblacional, han sido fundamentales

para reconstruir la historia de los primeros grupos que habitaron en el pais y derribar



mitos sobre la poblacién uruguaya. Tradicionalmente, se ha considerado a Uruguay
como de ascendencia europea con bajos aportes de poblaciones africanos. Esto
responde a que los grupos nativos que se encontraban en el territorio al momento de la
conquista espafola habrian desaparecido con los genocidios realizados hasta el siglo
XIX (Sans et al., 2012). Sin embargo, los estudios genéticos desmienten esta creencia
al evidenciar que en la poblacién actual se encuentra un alto aporte de grupos indigenas,
incluso superior al aporte de grupos africanos. Esto se ha comprobado en varios
estudios donde se trabajan con muestras actuales de los departamentos de Tacuarembé
(Bonilla et al., 2004), Montevideo (Gascue et al., 2005), Cerro Largo (Sans et al., 2006)
y Flores (Sans et al., 2011), observando un aporte a nivel mitocondrial de poblaciones
africanas (7,6%), indigena (36,7%) y europea (55,7%) (Bonilla et al., 2015).

Un trabajo reciente de Figueiro et al. (2022), se propuso analizar por
secuenciacion masiva 32 mitogenomas completos de habitantes actuales de Uruguay.
Previamente, se determiné que estos individuos se correspondan con los cuatro
haplogrupos fundadores de América. Como resultado de los analisis realizados, los
autores pudieron identificar siete nuevos subhaplogrupos para la region: A2be, A2bf,
B2an, C1d1h, C1b30, C1b31 y D1x. Estos linajes se suman a los ya observados para el
territorio uruguayo, C1d3 (Sans et al.,, 2015) y C1b15 (Figueiro et al., 2017). Estos
nuevos datos son fundamentales ya que los subhaplogrupos regionales o locales
permiten estimar con mayor precision el lugar de origen de los haplogrupos asi como
también recrear las rutas migratorias realizadas durante el poblamiento americano
(Figueiro et al., 2022). De los siete haplogrupos mencionados, cuatro de ellos estan bien
definidos por mutaciones puntuales, presentes en al menos tres individuos. Se trata de
A2be, representado por secuencias del norte de Argentina y Uruguay, datado en 7532
afos; B2an, presente en Uruguay, Brasil y Argentina, con una edad estimada de 9.699
afos; C1b30, registrado en Uruguay, Paraguay y Argentina, con un posible origen en el
Holoceno temprano, hace 10.610 afos; y, por ultimo, D1x con una dispersion por Brasil,
Uruguay y Paraguay, con una datacién estimada de 4.554 afios (Figueiro et al., 2022).

Varias de las secuencias analizadas parecerian estar sugiriendo la presencia de
poblaciones restringidas al territorio uruguayo con baja movilidad. Evidencia de esto
seria la antigledad de los subhaplogrupos, donde algunos incluso superan los 10.000
anos (Figueiro et al., 2022). Esta baja movilidad también parece estar indicada por la
presencia de otro subhaplogrupo, C1d3, el cual se ha registrado en individuos tanto

antiguos como modernos de Uruguay (Sans et al., 2010, 2012 y 2015).

El estudio de Bertoni y colegas (2004) fue el primero en analizar las poblaciones

antiguas de Uruguay a partir de fragmentos cortos de la region hipervariable | del ADN



mitocondrial de cinco individuos provenientes de estructuras monticulares (“cerritos de
indios”). Como resultado obtuvieron que tres de ellos pertenecian al haplogrupo C, uno
al haplogrupo B y uno no pudo ser determinado. Adicionalmente se observd que dos
individuos con el haplogrupo C compartian una transicién en la posicion nucleotidica
16288C (Bertoni et al., 2004). Si bien inicialmente esta mutacion no fue considerada
relevante, cobrd importancia cuando en trabajos posteriores se demostré que uno de
los ultimos caciques charruas, Vaimaca Peru, también poseia dicha mutacién vinculada
al haplogrupo C1 (Sans et al.,, 2010). Observando en detalle la composicion de este
haplogrupo, se pudo registrar, ademas de las tipicas mutaciones caracteristicas del
haplogrupos C (16223T, 16298C, 16325C y 16327T) en la HVRI, otra mutacion que
define al subahplogrupo C1d (16051G) y la 16288C. Esta ultima mutacion, junto con las
otras cinco, también fueron registradas en dos individuos prehistéricos provenientes de
los cerritos del Este, con una datacion de 1610 £90 afios AP. Conjuntamente, se las
observaron en individuos contemporaneos de Uruguay (Sans et al., 2010). A partir del
estudio de los genomas completos de individuos uruguayos modernos, por un lado, y la
HVRI de individuos prehistoricos (incluyendo al cacique Vaimaca Peru), histéricos y
contemporaneos por otro, se observd un nuevo linaje perteneciente al haplogrupo C,
definido como C1d3, el cual se habria originado en tiempos prehistéricos y se
mantendria hasta la actualidad. Se estima que el ancestro comun mas reciente para
este subhaplogrupo tendria una edad de 8.974 afios (Sans et al., 2012, 2015). Un dato
para destacar es que, con una excepcion puntual (Garcia et al., 2018), ninguna de las
mutaciones que definen a este linaje se han encontrado afuera de Uruguay, sugiriendo
que la evolucién de C1d3 habria ocurrido en el pais. Por lo tanto, si bien se ha creido
que hasta los 7000 afios AP los habitantes del territorio uruguayo correspondian a
grupos con una alta movilidad, la aparente restriccion del subhaplogrupo C1d3 estaria
indicando lo contrario (Sans et al., 2015). En este sentido, la evidencia arqueoldgica, ha
sugerido que para fines del Holoceno la movilidad de los grupos del este del territorio
estaria disminuyendo. Incluso se ha propuesto que los cerritos de esa zona podrian

funcionar como marcadores territoriales (Lopez Mazz, 2001).

Como es de esperar, no todos los linajes prehistéricos presentan continuidad en
la poblacion actual. Figueiro y colegas (2017) analizaron los mitogenomas de dos
individuos femeninos enterrados en el sitio Isla Larga en Rocha, Uruguay. Los resultados
mostraron que ambos sujetos poseian el haplogrupo C1b, compartiendo las mutaciones
185A, 3116T, 3203T, 14397G y 14502C. Es especialmente interesante la presencia de
la mutacion 185A ya que estaria indicando la presencia de un nuevo linaje dentro del

haplogrupo C1b, denominado C1b15, designado como un linaje separado a partir de las



otras cuatro mutaciones mencionadas de la region codificante (Figueiro et al., 2017).
Considerando la hipétesis del uso de estos monticulos como marcadores territoriales,
los datos genéticos permiten discutir la idea de que se trate de lugares para
inhumaciones de individuos con un vinculo sanguineo por via matera, considerando la
corta distancia temporal entre ambos individuos (200 afios aproximadamente) (Figueiro
et al., 2017).

La mayor parte de los analisis de ADN antiguo en Uruguay tuvieron como objetivo
el estudio de restos 6seos provenientes del este del pais. Recientemente, en un trabajo
realizado por Anza (2023) se analizaron 17 muestras provenientes del sitio arqueoldgico
Colonia Concordia, y una de Campo Morgan, ambos sitios ubicados en el oeste del pais.
Debido al estado de baja preservacion del material genético, unicamente se lograron
extraer e identificar dos secuencias. A través de las amplificaciones de las regiones
hipervariables | y Il del genoma mitocondrial, se logré adjudicar una secuencia al
haplogrupo A2 y otfra al subhaplogrupo C1d; a esto se agregan dos mitogenomas
secuenciados en Copenhague, pertenecientes subhaplogrupo C1b. A partir de estudios
comparativos con la region, se destacan dos puntos. En primer lugar, se observé una
similitud de estos individuos con secuencias provenientes unicamente de Argentina,
descartando similitudes con Brasil. En segundo lugar, las secuencias analizadas
representan linajes propios que no se han hallado en otras poblaciones antiguas o

modernas.

En resumen, se destaca la gran cantidad de trabajos enfocados en el andlisis de
muestras provenientes del este de Uruguay, particularmente de los monticulos de tierra,
y muy pocos concentrados en el oeste. Esta asimetria puede responder, en parte, a los
contextos de recuperacion existentes para ambas regiones. En el oeste, la mayoria de
los restos proceden de recuperaciones poco sistematicas, limitando las asociaciones
gue se puedan hacer con elementos del contexto (Figueiro, 2013). La situacion es muy
distinta para el este, donde los trabajos de excavacion fueron realizados de forma
sistematica, con un contexto y estratigrafia adecuados. Si bien los estudios
comparativos han mostrado algunas diferencias en frecuencias de haplogrupos,
generalmente los tamanos muestrales son muy pequenos para realizar inferencias a
nivel poblacionales (Figueiro, 2013). En general, se puede sugerir que tanto en el este

como en el oeste del pais hay una continuidad poblacional con el componente indigena



de Uruguay. Incluso se ha observado una diferenciacion entre las poblaciones de ambas
regiones en los ultimos 2500 afos (Anza, 2023; Figueiro, 2013).

Una region poco abordada a nivel de ADNmt antiguo es el sur del pais,
concretamente, las costas del Rio de la Plata. La inclusion de esta region permitiria
obtener un panorama mas completo de las poblaciones prehistéricas a nivel nacional.
En la presente tesis se plantea incluir en los analisis mitocondriales a individuos
provenientes de sitios arqueoldgicos costeros del sur del pais, a modo de contribuir a
cubrir la falta de datos para el area comprendida entre el litoral atlantico y el litoral del
Rio Uruguay. Para esto se trabajé con muestras provenientes de los departamentos de
Rocha, Maldonado y San José. A su vez, los estudios implicaron el analisis de las
regiones hipervariables | y Il. De esta forma se espera aumentar la resolucion para
distinguir entre linajes compartidos entre las regiones en épocas prehistoricas (Figueiro,
2013).



3.0bjetivo e hipotesis

3.1 Objetivo general

Aportar datos para conocer la composicion genética de las poblaciones antiguas
del Uruguay y sus interacciones a través del analisis del ADN mitocondrial de restos

6seos humanos provenientes de sitios de costas del Rio de la Plata y el litoral Atlantico.

3.2 Objetivos especificos

1) Obtener secuencias de las regiones hipervariables | y Il del ADN mitocondrial de
individuos prehispanicos provenientes de sitios de las costas del Rio de la Plata y el
litoral Atlantico.

2) Determinar los haplogrupos y haplotipos presentes en estas regiones, y su
comparacion entre si y con otras poblaciones de América del Sur.

3) Comparar los datos genéticos generados con los datos arqueoldgicos y contrastar
propuestas de dinamicas poblacionales planteadas a partir del registro arqueoldgico.

4) A partir de los haplotipos obtenidos en las muestras de cada sitio, determinar el

numero minimo de individuos representado.

3.3 Preguntas que se plantea responder esta investigacion

¢ Existié algun nivel de contacto entre las poblaciones prehistdricas de Uruguay?

¢, Se pueden estimar vinculos de parentesco por linea materna entre individuos de un

mismo sitio o entre sitios?

¢ Los datos genéticos serian sugerentes de contactos con otras poblaciones

prehistéricas de la region?

¢ Qué informacion brinda el dato genético con respecto a numero de individuos

presentes?



3.4 Hipotesis

Se plantea como hipétesis de trabajo que se hallara principalmente el haplogrupo
fundadorindigena C1 en las muestras aqui estudiadas, ya que este ha demostrado tener
predominancia entre las poblaciones prehistéricas del Uruguay. Por otro lado, debido a
la proximidad geogréfica (y, por lo tanto, mayor probabilidad de flujo génico), se espera

encontrar variantes en comun con el este de Argentina y el sur de Brasil.



4. Materiales y métodos

4.1 Descripcion de los sitios

En este trabajo se analizaron restos 6seos humanos provenientes de tres sitios
arqueologicos ubicados en las costas del Rio de la Plata y el bafnado de India Muerta.
Los sitios se localizan en Maldonado (Punta del Este), Rocha (La Viuda) y San José
(Arazati) (Figura 4).
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Figura 4. Ubicacion de los tres sitios de donde provienen las muestras. 1: San José (sitio Arazati), 2:
Maldonado (Punta del Este), 3: Rocha (sitio La Viuda).



Actualmente las muestras forman parte de los acervos del Museo Historico
Nacional, y de la Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacion. En el primer
caso se tuvo que enfrentar ciertos problemas propios del trabajo con colecciones, ya
que la falta de contexto es recurrente, lo que implica un desconocimiento de los
ambientes depositacionales en los cuales se hallaron los restos (Gordon, 2009).
También son escasos los datos correspondientes a las caracteristicas de las
inhumaciones, incluyendo a veces el numero de individuos recuperados. A eso se le
debe agregar las recuperaciones parciales, ya que se privilegiaban los craneos y se
dejaban de lado muchos elementos correspondientes al poscraneo; también se
consideraba que los restos de subadultos no aportaban informacién, limitdndose su
recuperacion (Mazza, 2015). Por otro lado, se debe tener presente las practicas de
almacenamiento de las muestras. Al momento que las colecciones ingresaban a una
institucion, los craneos eran desasociados de los poscraneos, y a su vez, los restos
poscraneales se desasociaban entre si haciendo casi imposible la reconstruccion
posterior de los esqueletos (Mazza, 2015). A pesar de todas las limitaciones
mencionadas, es posible obtener datos sobre las caracteristicas de los individuos
presentes. Una ventaja que presentan las colecciones museisticas es su caracter
dindmico y su rol constante a lo largo del tiempo, ya que a medida que se generan
nuevas técnicas, como fechados radiocarbonicos, analisis isotépicos, analisis genéticos
o analisis morfométricos, éstas se pueden aplicar a las muestras para obtener nuevos
datos (Del Papa, 2010).

4.1.1 La cuenca del Arroyo Maldonado

Los trabajos en el area costera de la cuenca del Arroyo Maldonado, al sureste de
Uruguay, comenzaron con el aporte de aficionados a la arqueologia quienes generaron
grandes colecciones de materiales arqueoldgicos, las cuales actualmente forman parte
del acervo de los museos nacionales y departamentales. En este periodo, previo al
desarrollo de la arqueologia cientifica en Uruguay, la seleccién del material a recolectar
dependia de caracteristicas estilisticas y exéticas (Caporale y Baeza, 2014).

El registro bioarqueolégico para la region incluyen varios restos 6seos humanos,
recuperados a inicios del siglo XX a través de excavaciones asistematicas. Provienen,
principalmente, de contextos arenosos formados por dunas. Segun la descripcién
realizada por el autor que excavld los sitios, los esqueletos se encontraban
desarticulados e incompletos, incluyendo enterramientos de huesos aislados (Seijo,

1923, 1930). Los ajuares funerarios serian escasos, formados por restos de fauna



marina y elementos liticos (Maeso, 1977), destacdndose el caso de un craneo infantil
acompafiado de un collar hecho de valvas de molusco (Seijo, 1930).

Actualmente el registro bioarqueoldgico para Maldonado esta formado por restos
craneales y algunos huesos largos de miembros superiores e inferiores, en estado de
preservacion variado, pudiendo estar enteros, fragmentados (en algunos casos pegados
con yeso 0 masilla) o incompletos. Se destaca una total ausencia de elementos
correspondientes al esqueleto axial, coxales y huesos de pies y manos, con un notado
subregistro de individuos femeninos y subadultos. Dos de los craneos, uno
correspondientes a un individuo adulto y otro a un juvenil, pudieron ser recientemente
datados (G. Figueiro, com. pers.).

Parte de estos elementos fueron analizados por Sans (1988). En su trabajo “Las
Poblaciones Prehistéricas del Uruguay”, estudia cuatro craneos, incluyendo el
perteneciente al nifio citado por Seijo (1930). Constata una serie de diferencias
biol6gicas (presencia de patologias orales tales como caries, abrasion dental y agenesia
del tercer molar) entre la muestra de Punta del Este y del resto de las poblaciones
estudiadas, lo cual explica como coherente con otras diferencias arqueolégicas de la
misma (Sans, 1988).

Otros autores que también trabajan con el registro bioarqueoldgico de la coleccién
Seijo son Bracco y colegas, (2000). Empleando isétopos estables, plantean para las
poblaciones del este una dieta a base de recursos abundantes en ambientes
continentales con muy baja incidencia del maiz, pero los individuos de Punta del Este

tendrian un consumo de recursos marinos (Bracco, et al., 2000).

4.1.2 El sitio arqueoldgico “La Viuda”

Este sitio se ubica geograficamente en el Baflado de India Muerta, en el
departamento de Rocha. Se caracteriza por estar formado por tres monticulos de tierra,
siendo uno de ellos (denominado monticulo A) el de mayor tamafio y antigiiedad de las
tierras bajas del sudeste de Uruguay (Lopez Mazz et al., 2022). Los monticulos de tierra
son una manifestacion antropica recurrente a lo largo del continente americano, con
dimensiones, morfologia y funcionalidades variadas (L6pez Mazz et al., 2004). Tanto en
la mitad Este de Uruguay como en Rio Grande del Sur (Brasil), los timulos aparecen
asociados a tierras bajas inundables. Estos ambientes contienen una amplia
disponibilidad de recursos vegetales y animales, lo cual ofrecié varias alternativas de
consumo a los pobladores de la region (Gianotti, 2015). Los monticulos parecen
evidenciar procesos socioculturales complejos desde hace mas de 5.000 afios AP hasta

el siglo XVII. En general, tienen una dimensién de entre 30 y 40 metros de diametro, con

w



una altura variable llegando a los 7 metros, y se pueden presentar de forma aislada o
en conjunto. Segun el registro arqueolégico, las poblaciones relacionadas a los timulos
se corresponderian a grupos cazadores-recolectores-pescadores con presencia de
horticultura. La funcién de los monticulos ha sido ampliamente discutida, proponiendo
funciones de habitacién, ritual 0 monumental (LOpez Mazz et al, 2004). En su interior es
frecuente encontrar enterramientos humanos de ambos sexos, diversos grupos etarios
y en modalidades variadas que incluyen enterramientos primarios, secundarios, “en
paquete” o parciales.

Los monticulos que forman la localidad arqueoldgica de La Viuda han sido
analizados a través de estudios exploratorios, con recoleccion superficial de restos
0seos humanos y muestras sedimentarias que han permitido datar el sitio entre 5420 y
2700 afos radiocarbonicos AP. El monticulo A sobresale entre los otros dos debido a
su altura de 7,32m y su datacion de 5400 afios AP, siendo el més alto y antiguo de los
tres. Este fechado ha llevado a plantear la hip6tesis de que La Viuda esté asociado a
los pueblos que iniciaron la tradicion cultural de construccién de cerritos. La estratigrafia
de la base del monticulo A indica un periodo de ocupacién doméstica entre 3600 y 3800
aflos AP. Esta ocupacion habria sido intensa, derivando en una amplia y rapida
acumulacién de sedimentos y material arqueolégico. El proceso de crecimiento del
monticulo parece consistente con una mecénica mixta de ocupacion y abandono del
sitio. Debido a que se trata de zonas bajas mal drenadas, los momentos de abandono

pueden estar vinculados a inundaciones estacionales (Lopez Mazz et al., 2022).

4.1.3 El sitio Arazati

El sitio arqueoldgico Arazati se encuentra ubicado en el departamento de San José,
a orillas del Rio de la Plata. Esta localidad fue abordada por primera vez a mediados del
siglo XX por Raul Penino, quien observé un conjunto de enterramientos. Uno de ellos
se correspondia a un enterramiento multiple de dos nifios cubiertos con “ocre” y
asociados a un ajuar funerario hecho con valvas de molusco (Beovide et al., 2019).
Estos restos fueron preservados en un recipiente de vidrio junto al ajuar y al sedimento
gue los cubria, pasando a formar parte del acervo del Departamento de Antropologia
Biologica de la Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacion. Recién en el afio
2010 se realiz6 una primera investigacion sistematica del area de Arazati que incluy6
un abordaje del enterramiento mdltiple. Como resultado se observo que los nifios
tendrian una edad de entre 4 y 6 anos, y que la composicién “ocre” del sedimento estaria
compuesto mayoritariamente por hematita. Estos sedimentos fueron asociados a

formaciones geoldgicas ubicadas a mas de 200 km de distancia de los enterramientos.



Respecto al area de Arazati, se estima que hubo tres momentos de ocupacion los cuales
fueron datados por carbono-14 entre ca. 4500 y 4000 afios AP, ca. 2000 y 1000 afios
AP, y entre ca. 900 y 400 afios AP. Uno de los nifios del enterramiento multiple fue
datado por la misma técnica y arrojé un fechado 476+30 afios AP, calibrado en 512-533
afios AP, lo cual lo estaria ubicando con el periodo mas tardio de ocupacién del sitio
(Beovide et al., 2019). Los adornos hechos en molusco también se asocian a este
periodo vinculado a sociedades horticultoras, pescadoras y ceramistas. Estas piezas
fueron objeto de estudio en diversos trabajos realizados por Beovide y colegas para
determinar la especie de molusco utilizado, asi como las técnicas empleadas para su
elaboracion. Los autores encontraron un uso mayoritario de la especie Urosalpinx
haneti, un gasterépodo marino. Debido a que esta especie de gasteréopodo se encuentra
a mas de 200km de Arazati, se propone que los grupos los podrian haber adquirido por

traslado o por intercambio (Beovide et al., 2021).

4.2 Descripcion de las muestras

Los tres conjuntos analizados en este trabajo presentaron limitaciones respecto
a datos contextuales ya que sus recuperaciones fueron realizadas de forma
asistematica, pasando a formar parte de diversos acervos institucionales.

Considerando que la preservaciéon de ADN enddgeno en restos prehistéricos
suele ser menor al 1% (Margaryan et al., 2018), la seleccion de las piezas a analizar se
hizo en base al tipo de hueso con mayor potencial de conservar este tipo de material,
priorizando petrosos y dientes. La parte petrosa del hueso temporal es una excelente
fuente de material genémico, principalmente la region de la capsula ética alrededor del
oido interno, ya que es el hueso mas fuerte del esqueleto. Junto al petroso, cuando
estan bien preservados, los dientes también presentan un alto contenido de ADN
endogeno en la capa de cemento alrededor de las raices (Hansen et al., 2017;
Margaryan et al., 2018). Incluso se ha observado una mayor proporcion de ADN
mitocondrial en dientes que en petrosos debido a que la capa de cemento es mas activa

metabdlicamente que el tejido dseo del petroso (Hansen et al., 2017).

La muestra de Punta del Este estd compuesta por un total de 61 elementos
0seos de craneo y poscraneo, ubicada actualmente en el acervo del Museo Historico
Nacional (casa de Ximénez), en Montevideo. Los restos se encuentran organizados en

cajas, cada una identificada con un numero. Es frecuente encontrar al interior de cada



caja piezas mezcladas, pertenecientes a mas de un individuo. En el total de la muestra
se contaron seis craneos, todos incompletos o fragmentados, incluyendo un craneo
correspondiente a un individuo subadulto. También estan presentes cinco mandibulas y
dos maxilares, cuyas asociaciones con los craneos no estan claras. En lo que refiere a
los huesos largos, se cuenta con huesos largos completos e incompletos incluyendo
radios, humeros, fémures, tibias, claviculas, peroné, y cubitos (Silveira y Figueiro, 2020).
Recientemente, se obtuvieron dos dataciones radiocarbénicas: una de 2270 + 30 afios
AP y otra de 800 % 30 afios AP. Por similitudes en aspecto macroscopico y contexto de
recuperacion, se asignaron los demas individuos de la muestra a una de estas

cronologias (Tabla 1).

Del total de las piezas que conforman esta coleccion, se seleccionaron ocho para
los analisis de extraccion y amplificacion de ADNmt: cinco piezas correspondientes a
individuos adultos y tres a subadultos. El primer caso incluye dos molares, dos
temporales y una calota, mientras que los restos infantiles corresponden a un craneo,

un fragmento de fémur y un isquion (Figuras 5y 6).

Figura 5. Del lado izquierdo se observa el craneo y temporal de uno de los subadultos de la coleccion Seijo

(Maldonado). En rojo se sefiala la pieza analizada en este trabajo, correspondiente a la muestra 42C28B. En
el lado derecho se muestra uno de los craneos adultos de la coleccién Seijo, indicando en rojo el molar

analizado (muestra 42A2).



Figura 6. Huesos del poscraneo de
subadulto de la coleccion Seijo. En la
figura se muestra, en la parte superior
ilion e isquion, y en la parte inferior
fémures derecho e izquierdo, y tibias
derecha e izquierda. En rojo se indican
el fémur (42C23) e isquion (42C28) que

fueron analizados en este trabajo.

La muestra proveniente del sitio arqueoldgico Arazati esta compuesta por restos
0seos correspondientes a dos o tres individuos subadultos, uno de ellos representado
por un craneo completo (individuo 1) y el otro por restos de neurocraneo y un fragmento
de mandibula (individuo 2). Conjuntamente se encuentran restos poscraneales cuya
asociacion con alguno de los dos individuos no es segura (Beovide et al., 2014). En un
trabajo llevado a cabo por Beovide et al. (2014), se observo el grado de erupcion dental
correspondiente a la denticion decidua para estimar la edad de los individuos, dando
como resultado una edad de entre cuatro y seis afos aproximadamente para el individuo
1, y de entre tres y cuatro afos para el individuo 2. Por otro lado, la estimacion de edad
de los restos poscraneales fue realizada por osteometria, obteniendo una edad de tres
afios aproximadamente, lo cual sugiere la vinculacion de estos restos con los
correspondientes al individuo 2. Recientemente se ha logrado obtener dataciones para
ambos individuos (Tabla 1), observando un solapamiento entre las edades de ambos
individuos, indicando que fallecieron casi al mismo tiempo y fueron enterrados

simultaneamente (G. Figueiro, comunicacién personal).



Para los analisis genéticos realizados en este trabajo, se seleccionaron tres
piezas del total de la muestra, correspondientes a dos huesos temporales de craneo

(uno de cada individuo) y un fragmento de humero.

Los restos 6seos del sitio La Viuda fueron analizados por Caceres (2022). La
muestra esta formada por un minimo de seis individuos, de los cuales tres posiblemente
se correspondan a individuos femeninos, y por lo menos uno seria un adulto joven, con
posible presencia de subadultos. Los estudios paleopatoldgicos evidenciaron presencia
de engrosamientos a nivel de entesis, osteofitos, desgaste dental con patrén plano en
la superficie oclusal y presencia de caries. En uno de los craneos se destaca la
presencia de treponematosis, siendo el primer caso de esta patologia registrado en
Uruguay. Por otro lado, en la muestra se observan casos de modificaciones antrépicas,
tales como perforaciones sin evidencia de cicatrizacion, indicando su caracter peri o
postmortem, y posibles marcas de corte producidas por herramientas de piedra en
zonas localizadas de insercion de musculos y ligamentos (Caceres, 2022).

Al igual que la muestra de Arazati, los restos correspondientes a La Viuda se
encuentran al cuidado del Departamento de Antropologia Biolégica de la Facultad de
Humanidades y Ciencias de la Educacion (Universidad de la Republica). Se
seleccionaron un total de seis piezas con el objetivo de realizar los analisis genéticos,

las cuales fueron recientemente datadas (G. Figueiro, comunicacion personal). (Tabla

1),

4.3 Metodologia de laboratorio

En las tareas de laboratorio se siguieron los protocolos y precauciones
anticontaminacion correspondientes a muestras de ADN altamente degradadas (Knapp
et al., 2012; Yang y Watt 2005). Para estas etapas de trabajo se utilizaron las
instalaciones del laboratorio de Antropologia Bioldgica de la Facultad de Humanidades
y Ciencias de la Educacion, el cual cuenta con los requisitos necesarios para realizar
tareas vinculadas a la manipulacion de ADN antiguo. Estos requisitos implican (Knapp
et al., 2012):

v Una habitacion destinada exclusivamente al trabajo con ADN antiguo,
fisicamente separada del lugar de trabajo con ADN moderno.
v Un sistema de aire de presiéon positiva para evitar el ingreso de material

contaminante desde el exterior.



Tabla 1. Dataciones radiocarbonicas correspondientes a varias de las piezas analizadas. En el caso de las

piezas sin datacion radiocarbonica, se estimé una cronologia similar a las piezas que por morfologia y/o

contexto puedan estar asociadas.

42A2 Molar Punta del Este - 2300AP
42C23 Fémur izquierdo Punta del Este 800 + 30 AP 1220-1292 D. C
42E4C Temporal derecho Punta del Este - 800AP
42B3 Temporal derecho Punta del Este - 800AP
42E2 Temporal izquierdo Punta del Este - 800AP
42C28B Temporal izquierdo Punta del Este - 800AP
42B10 Diente aislado Punta del Este - 800AP
42C28 Isquion derecho Punta del Este - 800AP
AR-A Temporal izquierdo Arazati 410 + 30 AP 1451-1627 DC
AR-B Temporal derecho Arazati 400 + 30 AP 1455-1628 DC
AR-H Humero Arazati - 400 AP
LV-TC Temporal izquierdo La Viuda 1176 £ 26 AP 882-992 DC
LV-2-40 Temporal derecho La Viuda 593 + 21AP 1324-1429 DC
LV 2-41 Temporal izquierdo La Viuda 1078 £ 23 AP 973-1041 DC
LV 2-43 Temporal derecho La Viuda 1131 £ 21 AP 895-1019 DC
LV 1-163 Temporal izquierdo La Viuda 1063 £ 22 AP 990-1132 DC
LV 1-138 Temporal derecho La Viuda 959 + 29 AP 1032-1206 DC

v Utilizacién de luz UV para la irradiacion de cualquier particula de ADN presente

en las superficies de los equipos y material consumible.

v" Un érea destinada para que los investigadores se coloquen ropa limpia de uso

exclusivo para el laboratorio (tunicas, mamelucos, gorra, doble par de guantes,

tapabocas y cubrezapatos).

v' Equipos destinados a

la descontaminacion de muestras y materiales

consumibles. En este caso el laboratorio cuenta con un crosslinker el cual

consiste en un dispositivo compacto que utiliza luz ultravioleta para la

|5
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esterilizacion, permitiendo una desinfeccion rapida sin el uso de productos

quimicos.

Ademas de estos requisitos, los investigadores deben emplear medidas que disminuyan
al maximo el riesgo de contaminacion. Algunas de ellas son el uso de sustancias como
hipoclorito de sodio, para limpiar todas las superficies de trabajo antes y después de
realizadas las tareas, y el cambio de guantes al manipular diferentes muestras con el fin

de evitar la contaminacion cruzada.

4.3.1 Preparacion de las muestras

Antes de la extraccién de ADN fue necesario realizar una limpieza profunda de
cada uno de los elementos 6seos con el fin de eliminar cualquier ADN contaminante
presente en la superficie dsea. Para esto se utilizé una solucion de hipoclorito de sodio
al 10%. A continuacién, se realizaron dos enjuagues con agua ultrapura en cantidad
suficiente hasta eliminar todo el hipoclorito. Finalmente, se aplico papel absorbente para
eliminar el exceso de liquido y se dejaron reposar al interior del crosslinker durante la
noche. De esta forma, las piezas no solo se secan por completo, sino que,
adicionalmente, la irradiacién con luz UV termina de eliminar cualquier fragmento de

ADN contaminante que haya quedado en la superficie.

4.3.2 Extraccion de ADN

Se perforaron los elementos 6éseos con un torno para obtener el hueso que esta
por debajo de la superficie, en forma de polvo. En el caso de huesos temporales, la
perforacion se hizo a la altura del petroso, y en el caso de piezas dentales, se procuré
obtener la dentina debajo del esmalte. El polvo obtenido fue transferido a tubos de 15
mL utilizando un tubo rotulado por muestra y uno a modo de “blanco de extraccion”.
Estos ultimos fueron sometidos a los mismos procesos y reactivos que las muestras
para corroborar que no hubo contaminacion durante el proceso. A cada tubo se le agreg6
3 mL de &acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5M (pH 8,0) el cual actia como un
agente quelante uniéndose a los iones de metal que son cofactores de varias enzimas
que degradarian el ADN (Cadavid y Gomez, 2018). Conjuntamente se agregaron 30 pL
de proteinasa K (20 mg/mL, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), una enzima
proteolitica que descompone las proteinas éseas, facilitando la posterior purificacion del
material genético. Los tubos fueron incubados en rotacion a no mas de 60°C por 24

horas. Pasado este tiempo, se agregé 20 uL mas de proteinasa K a cada tubo y se los
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dejo incubar por 24 horas adicionales. Una vez que finalizé el periodo de incubacion,
todos los digeridos fueron centrifugados a 5.000 revoluciones por minuto (rpm) por tres
minutos y se transfirio el sobrenadante a nuevos tubos de 15 mL con membranas
Amicon Ultra-4 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) Los nuevos tubos fueron
centrifugados a 4.000 rpm durante 30 minutos, concentrando el ADN hasta alcanzar un
volumen aproximado de 250 uL. Estos concentrados fueron transferidos a nuevos tubos.
Para la obtencién y purificacion del material genético a partir de los concentrados, se
utilizaron columnas de silice y soluciones que forman parte de un kit comercial de
purificacién de productos de PCR basados en columnas de silice (QlAquick® PCR
purification kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). La utilizacion de este kit tiene como principal
ventaja la disminucién del riesgo de contaminacion y agilizacion del proceso, ya que, al
traer las soluciones ya preparadas, se eliminan varias etapas de manipulacién de las
muestras. Una de estas soluciones es el buffer de captura (buffer PB), el cual se agreg6
en una proporcion de 5 volumenes respecto a la cantidad de concentrado obtenido para
cada muestra. A continuacion, se agregaron 20 L de acetato de sodio 3M (pH 5,2) para
asegurar el ambiente acido necesario para que el ADN se adhiera a las paredes de las
columnas de silice. Esta mezcla fue transferida en tandas de 700 uL a los tubos con
columnas donde se dejaron incubar por cinco minutos, y posteriormente fueron
centrifugadas a maxima velocidad (13.000 g) por un minuto. Este paso fue repetido las
veces necesarias hasta finalizar toda la mezcla de buffer, EDTA y concentrado de ADN.
Una vez finalizada esta etapa se realizaron dos lavados con el buffer de lavado con
etanol (buffer PE), el cual permite eliminar todo el material que no quedd adherido a las
columnas. Se centrifugd a maxima velocidad por un minuto, descartando el eluido
resultante. Como ultimo paso, para eluir el ADN unido a las columnas, se agregan 30
ML del buffer de elucidon (buffer EB) a cada tubo y fueron incubados a 37°C por 10
minutos para luego ser centrifugados a maxima velocidad por un minuto. Este ultimo

paso se realizd dos veces, obteniendo un producto con un volumen final de 60 pL.

Alo largo del proceso se incluyeron los blancos de extraccidn para corroborar la
ausencia de ADN, y, en consecuencia, la ausencia de contaminacién durante el proceso.
Como una medida preventiva adicional, antes de iniciar los trabajos de extraccién, se
determinaron los haplogrupos mitocondriales de los investigadores para descartar

posibles contaminaciones humanas.

Debido a limitaciones del material disponible, se realizé una sola extraccién de
cada una de las muestras. La unica excepcion fue Arazati para la cual ya habia realizada
una extraccion de los individuos Ar-A y Ar-B; en este trabajo se lo repitid, obteniéndose

duplicados de extraccion para estas muestras.
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4.3.3 Amplificacién del ADN

En las muestras de ADN obtenidas se amplificaron la regién hipervariable | (HVRI)
y la region hipervariable Il (HVRII), informativas para los objetivos de este trabajo, a
través de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las amplificaciones
de las HVRI y Il se hicieron en cinco y cuatro fragmentos solapantes respectivamente,
utilizando los cebadores correspondientes (Figura 7). Se utilizo el mastermix Immomix™
(BioLine Reagents, Londres, Reino Unido) el cual contiene todos los reactivos
necesarios para la reaccion de PCR. En la tabla 2 se muestras las condiciones bases
en las cuales se realizaron la PCR, las cuales se ajustaron segun la cantidad de

muestras a amplificar.

Tabla 2. Cantidades bases aplicadas a cada reaccion de PCR.

Agua 11,7yl
Immomix 15 L
Cebador Forward 0,16 uL
Cebador Reverse 0,16 uL
ADN 3L
Total 30 uL

Cada fragmento fue sometido a 45 ciclos de PCR, consistiendo en 10 minutos
de desnaturalizacion inicial a 95°C, seguido de otros 30 segundos de desnaturalizacion
a 95°C, 30 segundos de temperatura de annealing, y 30 segundos de extension a 72°C,
finalizando con cinco minutos de extension final también a 72°C.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de la HVRI fueron disefiados por
Lucia Anza (2023) (Tabla 3), y son especificos para ampliar regiones pequefas de entre
125-130 pb, mientras que, para la HVRII, se emplearon los cebadores disefiados por el
Dr. Gonzalo Figueiro. (Tabla 4).
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Tabla 3. Cebadores utilizados para la ampliacién de la HVRI. Los “F” amplifican la hebra ligera (L) del

ADNmt, mientras que los “R” amplifican la hebra pesada (H).

LAHV1F | 16023~ | GTTCTTTCATGGGGAAGCAGA

16043 128
LAHVIR | 16151~ | GGTGGTCAAGTATTTATGGTACCG

16128
LAHV2F | 16098 — | ACATTACTGCCAGCCACCAT

16117 128
LAHVZ2R | 16225~ | GAGGGTTGATTGCTGTACTTGC

16204
LAHV3F | 16156 — | GTACATAAAAACCCAATCCACATC

16179 141
LAHV3R | 16283~ | TGTTGGTATCCTAGTGGGTGA

16263
LAHV4F | 16240 — | AACTGCAACTCCAAAGCCAC

16259 195
LAHV4R | 16365 | GGGACGAGAAGGGATTTGACT

16345
LAHV5F | 16322~ | ATTTACCGTACATAGCACAT

16341 128
LAHVSR | 16450 — | CGAGGAGAGTAGCACTCT

16433

Anza
(2023)

Tabla 4. Cebadores utilizados para la ampliacion de la HVRII. Los “for” extienden la hebra ligera (L) del

ADNmt, mientras que los “rev” extienden la hebra pesada (H).

29for 8-29 GGTCTATCACCCTATTAACCAC

133rev 152 - 132 AGGATGGGGCAGGAATCAAAG 144
123for 103-123 GCCGGAGCACCCTATGTCGCA

201rev 224-201 AAGCATTAATTAATTAACACACTT 124
152for 132 - 152 CTTTGATTCCTGCCCCATCCT

273rev 296 — 273 GGAAATTTTTTGTTATGATGTCTG 164
260for 242 - 260 CAATTGAATGTCTGCACAG

362rev 382 — 362 CATACCGCCAAAAGATAAAAT 140

Disefiados
por el Dr.
Gonzalo
Figueiro.
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Figura 7. Esquema de la ubicacién de los fragmentos solapantes correspondientes a las HVRI y HVRII. En

rojo se indica la ubicacién de los cebadores; “nt” hace referencia a los nucleétidos. La ampliacion de las

regiones hipervariables se presenta en sentido 5’-3’' de la hebra L.

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al
2%. En caso de constatarse amplificacion, y previo a la secuenciacion de las muestras,
se las purificé para eliminar fragmentos de cebadores y dNTP. En el caso de los restos
de cebadores, se emple6 exonucleasa | cuya funcion es romper el ADN de cadena

simple; los ANTP se degradaron a través de fosfatasa alcalina, enzima que corta los

grupos fosfato.
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4.4 Analisis de las secuencias

4.4.1 Depuracion y haplotipado de las muestras

La secuenciacion de las muestras de ADN amplificadas fue realizada por la técnica
de secuenciacion Sanger en la empresa Macrogen en Corea del Sur, y en el Institut Pasteur
de Montevideo. Una vez obtenidas las secuencias, se las visualizaron utilizando el
programa Chromas (https://technelysium.com.au/wp/chromas/), con el cual también se
realizé una revisién manual para eliminar las bases de baja calidad y agregar aquellas que
no fueron detectadas por el programa. En total, un 12% de las bases fueron estimadas a
mano. Este programa genera un archivo fasta el cual posteriormente se utilizé para alinear
las secuencias con la referencia de Cambridge (rCRS) (Andrews et al., 1999). Este paso
se hizo en linea con Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). Con
la alineaciéon generada se registraron las mutaciones de forma manual a través del
programa BioEdit Sequence Alignment Editor, (https://bioedit.software.informer.com/), y
con el programa Haplogrep version 2.4.0, se obtuvo el haplogrupo correspondiente a la
secuencia segun las mutaciones presentes.

Debido a que se contaba con una sola extraccion de ADN por individuo (a
excepcion de Arazati), una vez obtenidos los haplotipos se amplificaron y
resecuenciaron algunos fragmentos a fin de corroborar mutaciones diagndsticas y

confirmar los haplotipos.

4.4.2 Recopilacion de secuencias de Sudamérica y comparaciones

filogenéticas

Con el objetivo de realizar analisis comparativos, se registraron secuencias antiguas
y modernas correspondientes al continente americano, limitando la busqueda a
Sudameérica y a aquellos haplogrupos o subhaplogrupos presentes en las muestras aqui
estudiadas. Para ello se acudi6 a la bibliografia (Avila et al., 2012; Bobillo et al., 2010,
Catelli et al., 2011, Cardena et al., 2013, Garcia et al., 2018, 2021, Gémez Carballa et al.,
2012, Sala & Corach, 2014, Sala et al., 2019, Taboada Echalar et al., 2013, Xavier et al.,
2015) y la base de datos on line de GenBank filtrada por haplogrupo a través de Mitomap

(https://www.mitomap.org/cgi-bin/haplo _group). Con esta informacién se generaron dos

tablas, una con los datos de la bibliografia y otra con los datos de GenBank, especificando
la localidad y pais de procedencia de la secuencia, la referencia y la secuencia
correspondiente a las HVRI y Il con sus polimorfismos. Como se muestra en la figura 8, se

logré recopilar secuencias de Argentina, Brasil, Chile, Bolivia, Pert, Paraguay, Ecuador,
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https://www.mitomap.org/cgi-bin/haplo_group

Venezuela y Colombia. Los datos de ambas tablas combinadas se pueden observar en el

Apéndice 1.

Figura 8. Identificacion de los paises de los cuales se pudieron colectar secuencias para el analisis

comparativo.

A partir de la informacion recopilada se realizaron los andlisis filogenéticos y
afinidades poblacionales utilizando el programa Network version 10.2.0.0 (Bandelt et al.,
1999). Este programa permite la recreacion de filogenias basandose en el método de
maxima parsimonia mediante el algoritmo Median-Joining. Con el fin de obtener los
arboles mas cortos, se optd por la opcion post-procesamiento MP calculation al calcular
la red mas parsimoniosa. A su vez, siguiendo las pautas de Soares et al. (2009), a cada
sitio polimdrfico se le otorgd un valor de ponderacién filogenética para la construccion
de las redes, dandole prioridad a aquellas mutaciones poco frecuentes y, en
consecuencia, mas informativas. Para cada red generada se establecié un nodo central,
correspondiente a una secuencia que presente Unicamente las mutaciones diagnésticas
para el haplogrupo estudiado. El criterio para la eleccion del arbol o red de haplotipo fue
por maxima parsimonia, es decir, aquel que tenia menos pasos mutacionales entre el
nodal y las muestras de interés, ignorando las ramas laterales para facilitar la

visualizacién. Debido a la amplitud de los datos recopilados, las redes de haplotipos
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obtenidas fueron recortadas para centrarse en los vinculos de las muestras aqui
estudiadas con las demas poblaciones, dejando de lado las afinidades de las restantes

secuencias Y linajes de Sudameérica.

La razén para incluir ambas regiones hipervariables en las redes de haplotipos
se debe a la posibilidad de contar con un mayor niumero de polimorfismos, permitiendo
obtener asociaciones filogenéticas mas especificas. Sin embargo, y considerando la
abundancia de secuencias disponibles de la region hipervariable I, se efectué una
busqueda de variantes comunes Unicamente en esta regién, con la finalidad de ampliar

el rango de posibles afinidades.

4.4.3 Analisis del éxito de amplificacion mediante regresion logistica

Considerando que los trabajos con ADN son destructivos, es conveniente contar
a priori con un valor de probabilidad del éxito de la amplificaciéon. En Uruguay, estas
probabilidades son bajas (Anza, 2023), incluso trabajando con secuenciacion masiva, la
calidad de los resultados es reducida (Lindo et al., 2022). Teniendo en cuenta que las
muestras analizadas en esta tesis tienen una gran amplitud cronolégica (desde 2300 AP
hasta 400 AP), es una oportunidad para modelar la probabilidad de éxito a partir de las
amplificaciones y secuencias exitosas. Por este motivo, como parte de los analisis
realizados, se incluyé una regresion logistica con el fin de predecir algunos factores del
éxito o no de la amplificacion de secuencias genéticas antiguas en muestras de
Uruguay.

Los modelos de regresion son especialmente utiles cuando se pretende conocer
la relacion entre una variable de interés (variable dependiente) respecto a otro conjunto
de variables independientes. Cuando esta variable de interés es dicotomica, (es decir,
toma por ejemplo valores de si/no) se aplica la regresion logistica (Pelaez, 2016). Este
modelo permite determinar cuales de las variables independientes tienen mas peso en
la probabilidad de que un cierto evento ocurra (variable dependiente) (Chitarroni, 2002).
Segun el objetivo planteado, se puede realizar un analisis de regresion para evaluar
como afecta un cambio en alguna de las variables independientes a la dependiente,
conocido como modelo explicativo; o también puede aplicarse para estimar el valor de
una caracteristica (variable dependiente) en funciéon de los valores que tomen un
conjunto de otras caracteristicas (variables independientes), conocido como modelo
predictivo. Al realizar el modelo de regresion logistica, se aplica una funcion basada en
el célculo de la probabilidad de que la variable dependiente adopte el valor de un evento

de interés definido previamente, expresado de la siguiente manera:
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<p (éxito)
=In|—22

1—p >=b1x1+b2x2+"‘+ban+a

y = variable dependiente

p = probabilidad de que ocurra el evento de interés

b = coeficiente o peso de cada variable independiente; puede ser positivo o negativo
(cuando x varia en una unidad, el logaritmo de la razén de probabilidades aumenta o
disminuye en b unidades)

x = variable independiente

a = interseccién (el valor de la variable dependiente cuando la variable independiente
es 0)

De esta forma, con el modelo de regresiéon logistica se logran realizar
estimaciones para la variable dependiente sobre la funcion de probabilidad asociada a
ella (Pelaez, 2016).

En este trabajo se aplicdé el modelo de regresion logistica para conocer la
probabilidad de que una secuencia de ADN antigua amplificara (variable dependiente),
en funcién de dos condiciones: el largo del fragmento amplificado y la antigiedad
(variables independientes). La probabilidad de éxito se define como el cociente entre las
amplificaciones exitosas y la cantidad de intentos de amplificaciones exitosas. Las
exitosas fueron unicamente aquellas que condujeron a secuencias enddgenas
auténticas.

Los datos fueron procesados con el entorno estadistico R 4.1.2 (R Core Team,
2021) para obtener los factores estadisticamente significativos y su peso en el éxito de
amplificacién. Con este estudio se pretendié conocer cual de las dos condiciones tienen
mayor peso en el éxito de la amplificacion, con el fin de generar valores de referencia

para futuros trabajos que involucren analisis de ADN de restos antiguos del Uruguay.
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5. Resultados

5.1 Extraccion y amplificacion de ADN

De un total de 17 muestras, se intentaron amplificar 153 fragmentos de ADN
correspondientes a las HVRI y HVRII. De ese total, se lograron obtener 107 secuencias
(70%). La amplificacién completa de las regiones hipervariables se logré en 6 (35%)
muestras para la HVRI y 6 (35%) para la HVRII. En estos casos se logré hacer una
asignacion del linaje mitocondrial correspondiente. Estos datos se encuentran
resumidos en las tablas 5 y 6. En el caso de las muestras 42E2, 42E4C, 42B3, 42C23,
42C28, LV-TC y LV 2-43 se realiz6é una segunda tanda de amplificacién y secuenciacién
para confirmar la presencia de ciertas mutaciones de interés; estas reamplificaciones

fueron exitosas en todas las muestras a excepcion de LV 2-43 y 42B3.

5.2 Asignacion de linajes indigenas

De las 17 muestras, se descartaron siete (42C28-B, 42A2, 42B10, LV-2-40, LV-
2-41, LV-1-138 y LV-1-163) debido a motivos que se detallan mas abajo. En 10 de ellas
(42E4C, 42E2, 42C23, 42C28, 42B3, Ar-A, Ar-B, Ar-H, LV-TC y LV-2-43), es decir, en
un 59%, se obtuvieron mutaciones diagnésticas que permitieron asignarlas a linajes

indigenas (Tabla 7).



Tabla 5. Detalle de éxito de amplificacion de las muestras estudiadas para cada uno de los 5 fragmentos
correspondientes a la HVRI. “SI(F)” y “SI(R)” indican que sélo se obtuvo secuencia de la hebra forward o la

hebra reverse, respectivamente. Cada uno de los cinco fragmentos solapantes en los cuales se dividi6 la
HVRI fueron denominados LAHV1, 2, 3,4y 5.

Individuo Cronologia LAHV1 LAHV2 LAHV3 LAHV4 ‘ LAHVS
42EAC 800 AP S| SI (F) SI(R) S| S|
42B3 800 AP S| S| S| S| SI (R)
42E2 800 AP S| S| S| S| SI (R)
42C28B 800 AP NO NO S| S| SI (R)
42A2 2300 AP NO S| NO S| NO
42B10 800 AP S| S| S| S| NO
42C23 800+30 AP SI(R) NO NO SI(F) SI(F)
42C28 800 AP S| S| NO S| S
Ar-A 410430 AP S| S| S| S| S
Ar-B 400+30 AP S| SI (F) SI(R) S| S
Ar-H 400 AP S| SI (F) S| S| S|
LV-TC 1176+26 AP NO S| S| S| S
LV2-40 593+21 AP NO NO NO NO NO
Lv2-41 1078+23 AP S| S| SI(R) S| NO
LV2-43 1131+21 AP SI(R) NO S| S| S
LV1-163 1063+22 AP NO NO S| SI (F) SI
LV1-138 959+29 AP NO NO NO NO NO

—



Tabla 6. Detalle de éxito de amplificacién de las muestras estudiadas para cada uno de los 4 fragmentos
correspondientes a la HVRILI. “SI(F)” y “SI(R)” indican que so6lo se obtuvo secuencia de la hebra forward o
la hebra reverse, respectivamente. Cada uno de los cuatro fragmentos en los cuales se dividié la HVRII
fueron denominados HV2A, B, C y D.

Individuo Cronologia HV2A HV2B

42E4C 800 AP SI (R) Sl
4283 800 AP NO SI(F) S| Sl
42E2 800 AP SI(R) SI(F) S| SI(R)
42C28B 800 AP SI(R) S| S| SI(R)
42A2 2300 AP SI(R) NO NO NO
42B10 800 AP NO S| I NO
42C23 | 800%30 AP Sl Sl sl S|
42C28 800 AP Si SI(R) SI(F) NO
Ar-A | 410%30 AP SI (R) S| S| S|
Ar-B | 400£30 AP SI (R) sl SI(R) NO
Ar-H 400 AP SI (R) sl I Sl
LV-TC | 1176426 AP sl sl NO Sl
LV2-40 | 593+21 AP NO NO NO NO
Lv2-41 | 1078423 AP sl NO I Sl
Lv2-43 | 1131421 AP sl sl NO SI (R)
LV1-163 | 1063422 AP NO NO NO NO
LV1-138 | 959+29 AP NO NO NO NO

o
N



Tabla 7. Mutaciones presentes en cada una de las muestras, linajes mitocondriales asignados y rangos
amplificads. En negrita se indican las mutaciones adicionales del individuo; el @ indica reversiones en sitios
diagndsticos; con subrayado se indican las mutaciones que fueron confirmadas con la segunda

amplificacién. Las secuencias de Arazati fueron repetidas en su totalidad.

42E4C 73G 207G 263G 315.1C D1 16023-16450 8-382
16223T 16298C 16320T 16325C
73G 249d 263G 291-291d 309.1C 16023-16450 8-382
42E2 315.1C C1+@16327
16051G 16298C 16325C 73G
194T 249d 263G 290-291d 16023-16151 8-382
42C23 315.1C Cld +@16327 16240-16450
16051G 16140C 16223T 16288C
16298C 16325C 16327T 194T 16023-16450 132-382
42B-3 249d 263G 290-291d 315.1C C1d3
16051G 16223T 16298C 16325C
42C28 73G 194T 263G C1d+@16327 16156-16450 8-383
16209C 16223T 16298C 16325C
16327T 73G 195C 249d 263G 290- 16023-16450 8-382
Ar-A 291d 309.1C 315.1C c1
16189C 16223T 16241G 16301T
16342C 16362C 73G 152C 194G 16023-16450 8-296
Ar-B 263G 309.1C 315.1C D4h3a
16189C 16223T 16241G 16301T
16342C 16362C 73G 152C 194G 16023-16450 8-382
Ar-H 263G 309.1C 315.1C D4h3a

8-224
16129R 16223T 16298C 16325C 16098-16450

16327T 73G 195C 315.1C
LV-TC c1 260-382

16189C 16223Y 16291T 16298C
16325C 16327Y 195C 309.1C 16023-16151 8-224
LV-2- 43 315.1C C1 16156-16450 260-382

[6)]
w
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Como se observa en la tabla 7, siete de las 10 muestras fueron asignadas al
haplogrupo C1. A su vez, de estas siete, dos muestras se correspondieron con el
subhaplogrupo C1d y una al linaje derivado C1d3. Una muestra corresponde al
haplogrupo D1 y dos al D4h3a. En el caso de las muestras 42E2, 42C23 y 42C28, se
registro la pérdida de la mutacion diagndstica 16327T. Si bien, durante el proceso de
amplificacion de la secuencia (PCR), pueden ocurrir errores en la adicion de bases
debido a dafos en la molécula de ADN, estos generalmente se deben a la desaminacién
de las citosinas. Se trata de uno de los dafios mas comunes del ADN por el cual una
citosina se transforma en uracilo, generando transiciones C—T y G—A (Hofreiter et al.,
2001). Sin embargo, en el caso de la mutacion en la posicion 16327 el cambio fue T—C,
por lo cual la pérdida de esta mutacion seria auténtica y no como resultado de
degradacion en el ADN. Esto fue confirmado con la segunda tanda de secuenciaciones
donde nuevamente se registro la pérdida de la mutacién 16327T en las tres muestras.
Adicionalmente, se confirmé la presencia del polimorfismo 16320T en 42E2, el cual es

considerado como una mutacién poco frecuente (Soares, 2009).

En algunos casos no se pudieron registrar mutaciones diagndsticas debido al
fracaso en las amplificaciones de los fragmentos que las contendrian. En el caso de la
muestra 42C23, la mutacién diagnostica del haplogrupo C1d que le falta (16223T)
corresponde a los fragmentos 2 y 3 de la HVRI que no se pudieron amplificar. Es
plausible suponer que el individuo también presentaria esta mutacion ya que es muy
frecuente en el haplogrupo C1d. La misma explicacion se puede aplicar a las muestras
42C28, LV-TC y LV-2-43, a las cuales le faltan las deleciones en los sitios 249, 290 y
291, pertenecientes a los fragmentos C y D de la HVRII los cudles no se lograron

amplificar (Tabla 6).

Un dato que merece mencion aparte corresponde a las muestras Ar-B y Ar-H de
Arazati. Ambas presentaron secuencias idénticas, indicando que el craneo (Ar-B) y el
poscraneo (Ar-H) se corresponden a un mismo individuo (referido de ahora en mas
unicamente como Ar-B). El haplogrupo asignado en este caso fue D4h3a, para el cual
existe una subdivision en los subhaplogrupos D4h3a1 y D4h3a2. Sin embargo, debido
a que las mutaciones diagndsticas para observar esta distincion se encuentran fuera de
la region hipervariable del genoma mitocondrial (Perego et al., 2009), no fue posible
realizar tal distincion en este estudio. Una mutacion significativa es la transversion 194G
la cual es unica para este individuo, y no se ha registrado en secuencias publicadas del

haplogrupo D4h3a.

o1



Respecto a las muestras que se descartaron, las razones fueron varias. En el
caso de 42C28B se registraron las mutaciones 16223T - 16288C - 16298C - 16325C -
16327T - 73G - 194T - 263G. Estas variantes estarian indicando la correspondencia al
haplogrupo C1d3; sin embargo, fueron detectados en una unica hebra, sin que
aparecieran en ninguna otra amplificacion. Por esta razén se decidid no incluirla en
analisis posteriores. En la muestra 42A2, se registré Unicamente la mutacién 16311C,
siendo el resto de las secuencias de los fragmentos amplificados idénticas a la
referencia rCRS. Por lo tanto, se asumié que esta muestra estaria contaminada con
ADN exogeno, posiblemente de origen europeo. Una situacién muy similar ocurrié con
las muestras 42B10 y LV-1-163. En el primer caso se registré solamente la presencia de
dos T en una unica hebra en las posiciones 16184 y 16239, las cuales probablemente
se corresponda a dafnos en el ADN. El resto de la secuencia de 42B10 y la totalidad de
LV-1-163 mostraron una identidad perfecta con la referencia, nuevamente sugiriendo
posible contaminacién. En otra de las muestras de La Viuda, LV-2-41, se registraron las
mutaciones 16150T, 16278T, 16294T, 73G, 263G y 315.1C. Este grupo de polimorfismos
no logré ser asignado a ningun haplogrupo indigena, asumiendo una posible
contaminacion y descartandose la secuencia. Por otro lado, en la muestra LV-1-138 no

se logré obtener amplificaciones para ninguna de las HVR.

5.3 Analisis filogenético

Las afinidades poblacionales se visualizaron a través de las redes de haplotipos
generadas por el programa Network, realizando el analisis por haplogrupos. De esta
forma se obtuvieron cuatro redes correspondientes a los linajes C1, C1d, D1 y D4h3
(Figuras 8 a 11). Las figuras no representan los networks completos para cada
haplogrupo, sino que presentan el recorte vinculado a las ramas de las muestras
estudiadas. La unica excepcién es D4h3 ya que, debido a su tamafio muestral

relativamente reducido, si se encuentra completo.

En el caso de las secuencias del haplogrupo C1 (Figura 9), se puede observar
que los vinculos mas cercanos de las muestras de Uruguay Ar-Ay LV-TC, se dan con
poblaciones de la provincia de San Luis, en el centro de Argentina (Garcia et al., 2018),
siendo las muestras uruguayas derivados de un haplotipo presente en este ultimo pais.
Asu vez, se observa un vinculo mas lejano con San Pablo, Brasil (Cardena et al., 2013).
Por su lado, LV-43 mostré un vinculo a través de la mutaciéon 16189C con individuos de
Argentina (Sala et al., 2019, Garcia et al., 2018, Bobillo et al., 2010) y Brasil (Cardena

et al., 2013). Sin embargo, debido a que 18189 es un sitio altamente variable, y que LV-



43 adquiere la mutacion en 16291T, ausente en los demas individuos de Brasil y

Argentina, no se profundiz6 en estos vinculos.

A partir del nodal de C1 se produce una mutacion en la posicién 195, la cual se
pierde posteriormente en dos ocasiones. Por otro lado, el individuo 42E2 es el tnico que
no presenta una conexion regional. Sin embargo, existe la posibilidad de que este
individuo presentara el polimorfismo 16051 pero que no se haya detectado debido a
dafios o contaminacién. En ese caso, 42E2 pasaria a corresponderse con el
subhaplogrupo C1d ya que, al igual que 42C23 + 42C28, también presenté la reversion
en 16327.

Para el haplogrupo C1d (Figura 10) se observa una situacion similar, con
afinidades mas cercanas con el centro de Argentina (Garcia et al., 2018) y Peru (Llamas
et al., 2016). A partir de un nodo central se distinguen claramente dos agrupamientos.
En uno de ellos se ubica el individuo 42C28 + 42C23 con la pérdida de la mutacion
16327T. Se observa en el network que fue el Unico que no mostré una conexion regional
pero si con secuencias de Peru (Perego et al., 2010; Llamas et al., 2016). Respecto a
la otra agrupacién, se incluye a 42B3 dentro de las demas poblaciones del norte de
Uruguay con el subhaplogrupo C1d3 (Figueiro et al., 2022; Sans et al., 2015, 2012). A
su vez, de todas estas deriva un haplotipo de Cdérdoba, Argentina (Garcia et al., 2018),
separadas por una unica mutacion en la posicion 16093. Se destaca aca que este
individuo de Cdrdoba es el unico caso de C1d3 registrado fuera de Uruguay hasta la

fecha.

El network correspondiente al haplogrupo D1 (Figura 11) incluye unicamente al
individuo 42E4C para el cual se observa una conexiéon directa con el nodal, separado
por dos mutaciones en las posiciones 207 y 16189. Debido a que ésta ultima es muy
homplasica (Soares et al., 2009), se decidi6 trabajar con el polimorfismo en 207 como
unién al nodal, siendo la opcion mas parsimoniosa. Esto causé la eliminacion del nodal
inicial del network, recurriendo a la elaboracion de otro en forma manual, el cual es el
mostrado en la figura 10. Inicialmente se detecté un vinculo con el Chaco y la presencia
de un gran cluster chaqueno. Sin embargo, al trabajar con el nuevo nodal, el grupo
chaqueno queda alejado. En general los vinculos mas cercanos para 42E4C se
encuentran con individuos de Uruguay (Figueiro et al., 2022) y de Paraguay (Simao et
al., 2018), a una distancia de dos pasos mutacionales en cada caso, presentando un

vinculo lejano con Peru (Barbieri et al., 2017),

El dltimo arbol generado corresponde al haplogrupo D4h3 (Figura 12), el cual

incluye al individuo Ar-B. La mutacion observada en la posicion 194G corresponde a una



transicion exclusiva de este individuo. Por otro lado, si bien el polimorfismo en 16189 es

poco informativo (Soares et al., 2009), en este caso en particular, se lo registra

Unicamente en Ar-B, haciéndolo destacable. Respecto a las afinidades filogenéticas, se

muestra un vinculo con el Chaco (Sevini et al., 2014), pudiendo ser éste su origen

poblacional.
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Figura 10. Red de haplogrupo generada por el programa Network para el linaje C1d. En rojo se
muestran las mutaciones registradas.
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Figura 11. Red de haplogrupo generada por el programa Network para el linaje D1. En rojo se

muestran las mutaciones registradas.
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Figura 12. Red de haplogrupo generada por el programa Network para el linaje D4h3a. En rojo se

muestran las mutaciones registradas.

Por otro lado, las comparaciones realizadas limitandose a los polimorfismos de

la HVRI, permitieron aumentar el tamafio muestral y detectar afinidades adicionales con

las muestras de Arazati y La Viuda. En el primer caso, para el individuo Ar_A (Figura 9),

se encontraron semejanzas con un haplotipo de Bolivia (Taboada-Echelar et al., 2013)

para el cual se hipotetiza una perteneciente al linaje C1d2a con una reversién en la

posicion 16051. Para el caso del individuo Ar_B (Figura 12) se encontraron dos

secuencias idénticas, una de a Chile (Perego et al., 2009) asignada al haplotipo D4h3a2,

y otra del Chaco, Argentina (Sevini et al., 2015) con el haplotipo D4h3a. Respecto a La

Viuda, se registraron afinidades entre el individuo LV-TC (Figura 9) con uno de Brasil

(Cardena, et al., 2013) perteneciente al linaje C1b, y dos de Bolivia (Taboada-Echelar,

et al., 2013) correspondientes al haplogrupo C1.



5.4 Analisis de regresion logistica

El modelo de regresion permitido conocer cual de las dos variables consideradas
(el largo del fragmento amplificado y la antigliedad de la muestra), influia mas en el éxito
de amplificacion del segmento de genoma mitocondrial. Los resultados mostraron que
Unicamente la antigliedad de la secuencia tenia un peso estadisticamente significativo
(p<0,05), mientras que el largo tendria poca influencia (p>0,05) (Tabla 8). Por ello, se

procedié a generar un modelo basado unicamente en la antigliedad (Tabla 9).

Tabla 8: Resumen de la regresion logistica usando como variables independientes la antigliedad de la

muestra y el largo del fragmento.

Interseccion 4,1050883 2,1586452 0,057211
Antigliedad -0,0023756 0,0006203 0,000128
Largo -0,0088235 0,0151359 0,559927

Tabla 9: Resumen de la regresion logistica usando como variable independiente la antigiedad.

Interseccion

2,9003367

0,5834542

6,66x10-7

Antigliedad

-0,0023704

0,0006195

0,00013

Observando el valor del estimativo del coeficiente de regresién obtenido para la variable
antigiiedad, se registra un valor de -0,0023704. El signo negativo esta indicando una
relacion inversa entre antigliedad y probabilidad de amplificacion; es decir, cuanto mas
antigua sea la muestra, menos eficiente es la amplificacion. Con esta informacion, el
siguiente paso consistid en estimar a partir de qué antiguiedad, el éxito de amplificacion
se reduce a menos del 50%, lo que implicé buscar el punto en que el cociente entre
probabilidad de éxito y probabilidad de fracaso es de 1. Para conocerlo se realiz6 el

siguiente procedimiento:

Jy=In (p(éxito)

1—p >=bx+a

(2}
o



Donde: y = probabilidad de amplificacion, b= coeficiente de regresion, x = antigiedad,
a = interseccion
Entonces,

y =In (B222) = —0,0023704 x antigiiedad + 2,9003367

1-p
Y dado que In(0,5/0,5) =In(1) = O,

0 =—0,0023704 x antigiiedad + 2,9003367
Por lo que

—2,9003367

—_010023704 = 1223 afnos

antigiiedad =

Este resultado estaria indicando que, a partir de 1223 afios radiocarbonicos, el éxito de
amplificacién disminuye a un 50% vy, por ende, una muestra de mayor antigiedad

conlleva una tasa de éxito menor a 50% (Figura 13).
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Figura 13. Grafica de la funcion de la regresion con su correspondiente intervalo de confianza del 95%. En
rojo se indica la antigliedad a la cual la probabilidad de éxito en la extraccion es de 50%. Cada circulo

representa el éxito o fracaso en la amplificacion de la secuencia de un individuo.



6. Discusion

6.1 Exito de las extracciones

Dos de los principales obstaculos que se presentan al trabajar con ADN antiguo
son la degradacién que se acumula a lo largo del tiempo, y su propension a la
contaminacion con ADN moderno. Debido a distintos factores ambientales, la molécula
de ADN puede presentar dafos fisicos o quimicos, causando que la cantidad de material
genético disponible para analizar sea muy reducida. Por este motivo, si hay
contaminacion con ADN moderno, la cantidad de este ultimo va a superar ampliamente
al numero de moléculas de ADN antiguo, y en analisis con PCR esto es un impedimento
ya que las amplificaciones generadas corresponderan al ADN exdgeno, generando
falsos positivos (Yang & Watt, 2005). Considerando estas problematicas, en el presente
trabajo se logré una alta tasa de éxito de las extracciones, consiguiendo obtener 107
secuencias correspondientes a segmentos de la HVRI y HVRII, de un total de 153
intentos de amplificacion, es decir, un 70%. Este resultado es destacable al compararlo
con los rendimientos obtenidos en otras investigaciones de la regién. Uno de estos
estudios fue el realizado por Figueiro (2013) en el cual se analiza el ADN mitocondrial
de individuos provenientes de sitios arqueoldgicos del este y oeste de Uruguay, la regidon
pampeana argentina y sur de Brasil, con un rango temporal que va de los 7800 afios AP
a los 250 afios AP. En este caso, se logré una tasa de éxito del 53%, incluyendo los
casos de uso de la técnica de PCR-RFLP para las muestras mas antiguas.

En otro trabajo mas reciente hecho por Anza (2023), se analizaron las regiones
hipervariables | y Il de individuos provenientes del sitio Colonia Concordia, Uruguay. Las
dataciones realizadas en dos restos 6seos humanos mostraron fechados de 1850+100
y 1780470 afos A.P. La tasa de éxito obtenida en este analisis fue de 11,8%, un valor
que la autora relaciona a las caracteristicas del ambiente del sitio (clima humedo,
temperatura y pH del suelo), la antigiedad de los restos, y la manipulacién durante y
después de su excavacion (Anza, 2023).

Ambos trabajos tuvieron rendimientos notoriamente menores que los obtenidos
en esta tesis. En parte, la alta tasa de éxito observada aqui se atribuye a los individuos
provenientes del sitio Arazati, para los cuales se logré amplificar practicamente todos
los fragmentos de las HVR (Tabla 7), y a las muestras de Punta del Este. Probablemente
el éxito en el caso de Arazati se deba a que presenta las cronologias mas recientes (400
afos A.P.) de las tres muestras estudiadas, lo cual podria estar influyendo en una mejor

preservacion del material genético.



Por otro lado, los restos de Punta del Este mostraron un rendimiento menor que
el obtenido para los restos de Arazati, amplificando 56 fragmentos de 72 (77,7%). Esto
es coherente si se tiene en cuenta que el contexto de recuperacion de estas piezas
implica enterramientos en dunas. Estos yacimientos son los menos propicios para la
preservacion de restos 6seos ya que, por un lado, el movimiento de la arena genera que
éstos se cubran y descubran de forma intermitente. Por otro, estos contextos de
médanos favorecen que el agua de la lluvia circule rapidamente, generando que las
condiciones de humedad y temperatura presenten una gran variabilidad en muy poco
tiempo, intensificando la degradacion de los restos 6seos. A su vez, en los yacimientos
superficiales se le debe agregar los efectos de la exposicién a la intemperie evidenciada
en decoloraciones, fisuras y agrietamientos (Moreno, 2006). Este es el caso de varias
piezas correspondientes a la coleccion Seijo (Silveira y Figueiro, 2020), lo cual podria
estar explicando el menor rendimiento de estos restos en los procesos de amplificacion.
A esto se le debe agregar que el resto 42A2 se asocia a una muestra con una datacién
de 2270430 anos AP., siendo la pieza mas antigua de las tres muestras analizadas. Los
fragmentos amplificados de 42A2 mostraron ser consecuencia de contaminacién, por lo
que su rendimiento de amplificacion fue cero.

Los individuos provenientes del sitio La Viuda fueron los que presentaron el
menor rendimiento en las extracciones, lo cual podria deberse a que presentan las
cronologias mas antiguas aparte del ya mencionado individuo 42A2: exceptuando LV 2-
40, que presenta una datacion de 593121 afos AP, los restos presentan fechados que
van de 959129 a 1131+£21 afos AP.

En general, estos resultados muestran que la antigiedad de los restos 6seos
puede influir en el éxito de las extracciones, lo cual fue corroborado en este trabajo con
los resultados de la regresion logistica. Esto contrasta con lo observado por Figueiro
(2013), en cuyo trabajo no constaté una asociacion entre ambas variables. Sin embargo,
el autor analizé una muestra muy heterogénea en términos de cronologia, profundidad,
tipos de suelos, manipulacion y preservacion, lo cual impediria determinar en qué grado
afecta cada variable a la calidad de los extractos obtenidos (Figueiro, 2013). Las
muestras trabajadas aqui, si bien presentan cierta variabilidad, en general provienen de
sitios costeros o préximos a cuerpos de agua, y preservados en colecciones particulares
o institucionales. Los contextos costeros son poco favorables para la preservaciéon de
los restos y por ende del material genético, debido a los procesos diagenéticos que
actuan sobre ellos, especialmente debido al tipo de clima, la alta humedad y condiciones
sedimentolégicas (Moreno, 2006). Considerando estas limitantes al trabajar con restos
provenientes de la costa, y a los datos obtenidos de la regresion, se puede plantear que,

a partir de 1200 afios de antigliedad, las probabilidades de obtener extractos de calidad



son menores al 50%. Seria posible ampliar la aplicabilidad de este modelo a otros
contextos ambientales mediante la inclusion de variables relacionadas al entorno tales
como tipo de sedimento y humedad en futuros modelos.

Teniendo en cuenta que los trabajos de extraccién de ADN implican una
destruccién de parte del material 6seo, la antigliedad de los restos es un dato a

considerar al momento de decidir si es conveniente efectuar este tipo de analisis.

6.2 El dato arqueoldgico y el dato genético

6.2.1 Estimacion del numero minimo de individuos (NMI)

Los analisis genéticos son de gran utilidad para el estudio de restos 6seos
antiguos, especialmente para aquellos materiales para los cuales no se cuenta con
informacion del contexto arqueoldgico. Los estudios genéticos pueden aportar datos que
ayuden a esclarecer incégnitas derivadas de la falta de contexto, tales como el nimero
de individuos presentes, asi como otros datos que ayuden a profundizar en el estudio
de las poblaciones pasadas, como es el caso del analisis de los vinculos de parentesco

o vinculos con otros sitios o regiones.

En el presente trabajo uno de los objetivos planteados fue la estimacién del
numero minimo de individuos (NMI) de las muestras, ya que, en casos como la coleccién
Seijo, la documentacion disponible se contradice con las piezas presentes en la
muestra. Si se recurren a los datos bibliograficos (Seijo, 1923 y 1930) para la muestra
de Punta de Este, se observa que el autor menciona la presencia de dos craneos
infantiles, uno de ellos hallado en el interior de un médano a poca profundidad. Los
unicos datos proporcionados por el autor sefialan que se corresponderia a un individuo
de 8 0 9 afos, con un gran desgaste en la denticion decidua (Seijo, 1923). Respecto al
segundo craneo infantil (Figura 14), Seijo menciona que fue hallado en la misma
peninsula que el primer craneo, debajo de una capa de arena a poca profundidad.
Segun el autor, este individuo también tendria 8 o0 9 afios; sin embargo, aclara que seria
un poco mas joven que el primer craneo. Nuevamente sefiala el gran desgaste dental lo
cual atribuye a una dieta abrasiva. Se destaca en este caso, la presencia de varias
valvas de moluscos con un orificio central, interpretadas como restos de un collar

asociado al craneo.
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Figura 14. Del lado izquierdo se observa el fragmento de craneo correspodiente a un individuo infantil de
Punta del Este, y a la derecha el mismo craneo fotografiado por Carlos Seijo (1930). El temporal 42C28B

corresponde a estos restos.

En ambos casos, los craneos se habrian exhumado de forma aislada, sin restos
poscraneales asociados. Sin embargo, en la coleccion Seijo se pueden encontrar varios
huesos largos (fémures y tibias) de subadulto, asi como restos de un isquion y un ilion,
también de subadulto. Respecto a la presencia de los craneos en la muestra,
unicamente se confirmé el correspondiente al subadulto enterrado con el collar de valvas
(Figura 14). En el trabajo de Silveira y Figueiro (2020), se discute la posibilidad de que
los huesos largos puedan corresponderse a un mismo individuo, e incluso que se
correspondan con el craneo infantil, ya que los huesos largos tendrian una edad en el
rango de entre 5 y 8 afios, solapante con el del craneo (Silveira y Figueiro, 2020). En
este trabajo se profundizé en esta discusion a la luz de los nuevos datos genéticos
generados. En primer lugar, al craneo infantil (42C28B), como ya se menciond, no se lo
pudo considerar para los analisis ya que se obtuvieron pocas secuencias de baja
calidad. Sin embargo, si hubo éxito en las amplificaciones para los huesos largos, es
decir para uno de los fémures (42C23) y para el isquion (42C28). En la primera
amplificacién realizada se obtuvieron secuencias casi idénticas correspondientes al
haplogrupo C1d, con un par de diferencias: una mutacion C-T en la base 194 para
42C23 y T-C en la base 195 para 42C28. Es llamativo que ambas secuencias tengan
una mutacién casi en la misma posicion, en dos bases contiguas. En el caso de 194T
podria tratarse de una transicién C a T debido a dafios en el ADN (Hofreiter et al., 2001)
y no de una mutacion auténtica. En este escenario, la Unica diferencia seria la presencia
de 195C en 42C28, lo cual permitiria hipotetizar que, si bien ambas secuencias
corresponderian individuos distintos, éstos tendrian un vinculo de parentesco por via

materna. Por otro lado, la posicion 195 es un sitio muy variable (Soares, 2009) por lo



cual se puede considerar que el estado 195T en 42C23 sea un artefacto de dafio post
mortem, en cuyo caso no habria diferencias entre ambas secuencias, tratandose de un
mismo individuo. Conjuntamente, no es menor el hecho de que ambas secuencias
presenten una mutacion poco frecuente (Soares, 2009) en la posicion 16327. Este
hecho junto al alto grado de similitud entre ambas secuencias, permiten pensar que
42C23 y 42C28 podrian llegar a tener un vinculo cercano por via materna o incluso ser
el mismo individuo, como se plantea en Silveira y Figueiro (2020). Para intentar
esclarecer esta situacién, se realiz6 una nueva tanda de amplificacion para las dos
muestras, donde se hallé 194T, pero no se confirmd 195C. En el caso de 42C23, se
confirmd la presencia de 194T. Con estos nuevos datos, se puede suponer que se traten
del mismo individuo, aunque, por ahora, se sigue tratando de un poscraneo aislado.

Estas dos muestras son las Unicas de toda la coleccion de Punta del Este que
presentaron similitudes, considerando a todas las demas como individuos distintos. Es
decir, las cinco muestras que se pudieron secuenciar corresponderian como minimo a
cuatro individuos presentes en la coleccion Seijo. Queda pendiente determinar la
correspondencia del craneo 42C28B a los restos de poscraneo; como se detalla en
Resultados, las secuencias obtenidas fueron excluidas de este analisis por su baja
calidad, pero los resultados preliminares sugieren que se trataria de un individuo
adicional por su pertenencia al subhaplogrupo C1d3.

En el caso de la muestra de Arazati, los datos genéticos obtenidos en este
trabajo también fueron de utilidad para ayudar a estimar el nimero de individuos
presentes. Los datos bibliograficos (Beovide et al., 2014) mencionan la presencia de un
craneo completo (individuo 1), fragmentos de neurocraneo y maxilar (individuo 2), y
restos de poscraneo. Todas las piezas se corresponderian a individuos subadultos.
Como ya se menciond previamente, la asociaciéon de los huesos largos con alguno de
los craneos no era clara, aunque los datos de edad (Beovide et al, 2014) y las
posteriores dataciones obtenidas para ambos individuos (G. Figueiro, comunicacién
personal), estarian sefalando que los restos poscraneales se corresponderian con el
individuo 2. A partir de los datos bioarqueolégicos, se puede afirmar que la muestra
presenta como minimo dos individuos. Los restos poscraneales pueden corresponderse
al individuo 2, o ser un individuo separado, en cuyo caso el NMI aumentaria a tres.
Debido a este escenario, en este trabajo se amplificaron segmentos de las HVR
correspondientes a los dos craneos (Ar-A = individuo 1 y Ar-B = individuo 2) asi como
de un resto del poscraneo (Ar-H, humero). Las secuencias obtenidas para Ar-B y Ar-H
son idénticas, indicando que se tratarian del mismo individuo. De esta forma, se puede

sostener que la muestra de Arazati estaria conformada por dos individuos infantiles.



Respecto a la muestra de La Viuda, los analisis bioarqueoldgicos realizados
previamente por Caceres (2022) ya mencionaban un nimero minimo de seis individuos
presentes en la muestra, cada uno con una datacion asociada las cuales confirman este
dato. La alta degradacién de ADN que presentaron los fragmentos obtenidos causé que
solo se lograran asignar un haplogrupo a dos de las seis muestras (LV-TC y LV-2-43).
Si bien estos individuos presentan dataciones similares, se constataron diferencias a
nivel macroscoépico (Caceres, 2022) y también a nivel de secuencias. En este sentido,
los polimorfismos observados en cada caso manifestaron que se trata de dos individuos

distintos, ambos pertenecientes al haplogrupo indigena C1.

6.2.2 Inferencias sobre modalidades de entierro

La bibliografia referente a los hallazgos de Arazati dan pocos datos respecto a
los patrones de enterramientos observados. El trabajo original de Penino (1957) se
centra en una descripcion fisica de los craneos subadultos presentes, para pasar luego
a detallar las modalidades de enterramiento en los grupos indigenas de la region.
Trabajos posteriores (Beovide et al., 2014, 2015, 2019, 2021, entre otros) se ocupan de
analizar los ajuares asociados a los restos 6seos, fundamentalmente, los collares
realizados con valvas de moluscos, incluyendo en algunos casos, estudios
bioarqueoldgicos de los restos juveniles. Sin embargo, no se ha profundizado en las
modalidades de enterramiento observadas en este sitio. Los patrones funerarios de
Arazati son llamativos debido, en primer lugar, a la presencia de restos subadultos, los
cuales son poco frecuentes en sitios arqueoldgicos. Por ejemplo, Sans (1988) registra
un 7,1% de restos infantiles en todo el territorio nacional. Este subregistro podria
responder a diferencias en las pautas de enterramientos de los nifios (Sans, 1999), o0 a
factores vinculados con la identificacion de los restos infantiles ya que muchas veces
aparecen mezclados con restos de fauna (Moreno et al., 2014). En segundo lugar, se
destaca la presencia de sedimentos con hematita (“ocre”) asociado a un conjunto de las
valvas perforadas, las cuales formarian un collar (Beovide et al., 2019, 2021), y podrian
estar indicando un estatus social diferencial dentro del grupo.

Por ultimo, merece especial atencion el individuo A de Arazati, que constituiria
un craneo subadulto aislado. Un trabajo realizado por Gascue (2019), donde realiza un
extenso analisis de las manifestaciones funerarias a lo largo del litoral del Rio Uruguay,
menciona que solo el 0,9% de las piezas registradas, son aisladas. Conjuntamente,
constata que los restos infantiles son escasos y en su mayoria se encuentran en

enterramientos multiples. Estos datos se corresponden a los hallazgos de Arazati. La



presencia de restos aislados es frecuente en la literatura de la regioén, atribuyéndolo a
un caracter intencional o debido a los procesos de formacion de sitio, siendo arrastrados
con los materiales de construccion (Moreno et al., 2014). En el caso de Arazati, podria
corresponderse con la hipétesis de una modalidad de enterramiento secundario,
respondiendo a tratamiento diferenciales para distintos grupos sociales. Hasta el
momento, no se cuenta con suficientes datos arqueoldgicos que puedan confirmar o
rechazar esta hipoétesis. Los analisis bioarqueolégicos del craneo (Beovide et al., 2014)
no mencionan la presencia de marcas de corte, por lo tanto, no habria indicios de un
procesamiento que indiquen la separacion ex profeso del craneo. En este sentido, se
puede suponer que Penino no haya recogido los huesos poscraneales; sin embargo, el
hecho de que si haya recuperado los restos correspondientes al otro craneo pone en
duda esta suposicién. Lamentablemente, el trabajo de Penino (1957) no brinda
suficiente informacién al respecto. Por otro lado, no es menor que ambos subadultos
presentan dataciones solapantes (410+30 AP y 400+30 AP), lo cual estaria indicando
que probablemente fallecieron y fueron enterrados al mismo tiempo. Los datos genéticos
obtenidos en este trabajo mostraron que las secuencias de ambos individuos son los
suficientemente distintas como para descartar un vinculo por linea materna. Por lo tanto,

se trataria de un enterramiento multiple con individuos no emparentados.

Una situacién similar se observa en la coleccién de Punta del Este con los dos
enterramientos infantiles. Si bien en ambos casos se rescatan Unicamente los craneos,
no esta claro que hayan sido enterrados en forma aislada intencionalmente. En
particular, para el subadulto menor, Seijo (1930) aclara que no se encontraron los restos
poscraneales pero que los mismos pudieron haberse destruido durante la excavacion
ya que el craneo se encontraba en posicion vertical. Por su lado, para el subadulto
mayor, Seijo no proporciona ningun dato respecto a los demas elementos éseos,
limitdndose a describir el craneo (Seijo, 1923). Como ya se menciond previamente, no
se logré secuenciar con éxito el craneo infantil, y por lo tanto no se logré establecer si
se correspondia 0 no con los huesos poscraneales infantiles presentes en la coleccion.
Si se consideran los datos brindados por el autor (Seijo, 1923 y 1930), entonces los
huesos largos no se corresponderian con ninguno de los craneos presentes. Esto seria
un elemento a favor de la presencia de un enterramiento aislado, especialmente para el
caso donde Seijo no da informacién al respecto (Seijo, 1923). De ser este el caso,
nuevamente se trataria de un enterramiento infantil aislado, como se registré para
Arazati. Asimismo, al igual que uno de los esqueletos de Arazati, el subadulto mayor de
Punta del Este también presentd un collar hecho a partir de valvas. Lo llamativo de este

hecho, es que las valvas utilizadas en ambos casos corresponden a moluscos



provenientes de la costa atlantica (Beovide et al., 2019), lo cual podria indicar algun tipo
de vinculo entre ambos grupos. Si bien, en este trabajo, no se detecté un vinculo por
linaje materno a nivel de secuencias, es probable que los grupos del oeste y sureste del
pais hayan mantenido un contacto que posibilité el intercambio de recursos observado

en los enterramientos.

6.3 Contactos poblacionales

Los diversos vinculos detectados entre las poblaciones estudiadas con otras de
la region se encuentran resumidos en la figura 15. A continuacion, se van a discutir estos
contactos en términos de distancia, diferenciando las afinidades con otros grupos dentro

del territorio uruguayo, y con grupos fuera del pais.
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Figura 15. Resumen de los vinculos detectados. A: Vinculo entre Maldonado con La Viuda y entre
Maldonado con Peru. B: Vinculo entre La Viuda y Maldonado, y entre La Viuda con Cérdoba (C1d3). C:
Vinculo entre Arazati con el Delta del Parana y entre Arazati con El Chaco (D4h3).



6.3.1 Afinidades regionales a corta distancia

Los datos obtenidos en este trabajo manifestaron una afinidad genética entre las
poblaciones de Punta del Este (Maldonado) y los grupos constructores de cerritos de
indios de Rocha. Esta afinidad se basa en el hallazgo de un individuo con el
subhaplogrupo C1d3 en Punta del Este (42B-3), el cual, previo a este trabajo, solo habia
sido registrado a nivel arqueoldgico en individuos provenientes de los cerritos (Sans et
al., 2012). Ha sido detectado en individuos modernos del pais, por lo cual presenta una
continuidad en la poblacién de Uruguay hasta la actualidad (Sans et al., 2015). Este
subhaplogrupo fue definido como de origen local ya que se encuentra mayoritariamente
en Uruguay, hallando hasta el momento un solo caso fuera de Uruguay (Garcia et al.,
2018).

La implicancia de hallar este subhaplogrupo en Punta del Este podria estar
indicando que ambas poblaciones (Maldonado y Rocha) mantenian algun tipo de
contacto, ya sea sostenido en el tiempo o puntual. Seria necesario secuenciar mayor

cantidad de individuos de Punta del Este para profundizar en este vinculo.

Por otro lado, tanto en individuos de Punta del Este como de La Viuda se constatd
la presencia del haplogrupo C1, el cual también ha sido registrado previamente en
individuos provenientes de cerritos (Sans et al., 2012 y 2015). En este caso se podria
hipotetizar sobre la presencia de una misma poblacién desde el punto de vista bioldgico,
la cual se ha adaptado de manera diferencial a los distintos ambientes de la costa
atlantica. Este hecho se lo puede ver reflejado en la diversidad econdmica en cada una
de las poblaciones. Los grupos de Punta del Este, adaptados a ambientes costeros de
médanos, muestran indicios de una dieta marina. Esto se manifiesta en el alto desgaste
dental presente en todos los individuos y baja frecuencia de caries, siendo ambas
caracteristicas propias de grupos que explotan los recursos marinos (Silveira y Figueiro,
2020). En otro trabajo realizado por Bracco y colegas (2000), se analizan los valores de
estroncio e isotopos estables de carbono-13 (*C) para determinar su frecuencia en
individuos de Punta del Este, Rocha, Salto, Paysandu y Soriano. Los resultados
obtenidos demostraron que la mayoria de las poblaciones estudiadas se
corresponderian con una dieta continental. La excepcién seria Punta del Este, cuyos
altos valores de '*C estarian indicando la presencia de pescadores de ambiente marino

(Bracco et al., 2000) . La explotacion de los recursos costeros no solo se observa en los

" Datos recientes (G. Figueiro, com. pers; M. Caporale, com. pers.) corroboran estos valores,
agregando ademas valores altos para nitrégeno-15 (42A2: 3'*C -17,8; 8'°N +11,7; 42C23: 5'°C -16,8;
O'N +13,3).



andlisis directos sobre los huesos (Bracco et al., 2000; Silveira y Figueiro, 2020), sino
también en los contextos arqueoldgicos. En este sentido, investigaciones arqueoldgicas
realizadas en los Ultimos anos en sitios costeros de Maldonado, han hallado restos de
fauna marina para el consumo, con predominancia de los lobos marinos Otaria
flavescens y Arctocephalus australis (Caporale et al, 2019).

Por otro lado, los grupos del este (Rocha), presentan un panorama distinto. Se
registra un menor desgaste dental, y una mayor presencia de caries en estos individuos,
la cual ha sido asociada al consumo frecuente del fruto de butia (Butia capitata) y el
pindo6 (Syagrus romanzoffiana) (Portas y Sans, 1995). Incluso se propuso la presencia
de una agricultura incipiente como complemento de la dieta (Sans et al., 1997). A esto
se le agrega los valores isotopicos hallados por Bracco y colegas (2000), quienes
adjudicarian una dieta continental para los grupos de Rocha.

En un trabajo previo (Silveira, 2018) se menciona que las diferencias observadas
a nivel bioarqueolégico y arqueoldgico, entre las poblaciones de Maldonado y Rocha,
parecerian indicar que no se trataria de una misma poblacién que habitd ambos
ambientes, aunque es probable que se trate de una misma poblacién desde el punto de
vista genético. La presencia de individuos con haplogrupos C1, C1d y C1d3 en las
muestras de Punta del Este y La Viuda registrados en este trabajo, estarian apoyando
esta hipdtesis de una misma poblacion biolégica, con manifestaciones culturales

distintas adaptadas a los ambientes costeros.

6.3.2 Afinidades regionales a larga distancia

Las cuatro redes de haplotipos generadas en este trabajo reflejaron que los
vinculos mas cercanos se dan con poblaciones de Argentina. Es llamativo que se hayan
registrado escasos contactos con Brasil, especialmente entre el sur de este pais y los
individuos de La Viuda. La presencia en ambas regiones de monticulos antrépicos, asi
como la relativa proximidad geogréfica, llevaria a esperar una afinidad genética entre
ambas poblaciones, la cual no se registré o fue muy lejana. Sin embargo, esto podria
deberse a un sesgo en los datos ya que se cuenta con una mayor cantidad de
informacion para muestras provenientes de Argentina (Bobillo et al., 2010; Perego et al.,
2010; Catelli et al., 2011; Bodner et al., 2012; De Saint Pierre et al., 2012; Sala et al.,
2014, 2019; Sevini et al., 2014; Motti et al., 2015; Llamas et al., 2016; Garcia et al., 2018,
2021; Arencibia et al., 2023) que para otras regiones, como por ejemplo, Brasil (Perego
et al., 2009, 2010; Bodner et al., 2012; Cardoso et al., 2013; Avila et al., 2019; Guevara

et al., 2020). Esta disparidad en los datos genera que los resultados obtenidos deban



ser interpretados con cautela, sin poder llegar a darle un caracter cuantitativo a los
vinculos con una u otra regiéon. No obstante, si se pueden discutir los vinculos que

efectivamente se observaron con cada una de las muestras analizadas.

Considerando la informacion existente hasta el momento para la regién, merece
la pena profundizar en las afinidades registradas con Argentina, especialmente cuando
se toma en cuenta la informacién arqueoldgica. Los individuos Ar-A y Ar-B del sitio
Arazati, presentaron vinculos cercanos con haplotipos de San Luis y ElI Chaco
respectivamente, ambas provincias de Argentina (Figuras 9 y 12). A nivel arqueoldgico,
sin embargo, se han detectado similitudes en estilos ceramicos entre sitios costeros del
oeste de Uruguay, incluyendo Arazati, y la cuenca del rio Parana medio e inferior, y la
margen derecha del rio Uruguay inferior. Estas similitudes estan vinculadas a la
presencia de alfarerias conocidas como campanas zoomdrficas, las cuales reciben
dicho nombre debido a la presencia de apéndices modelados en la parte superior
generalmente con forma animal (Malan, 2022). En Argentina se ha vinculado estos
materiales a la cultura de los Riberefios Plasticos segun Serrano (1972), posteriormente
denominada Entidad Arqueoldgica Goya-Malabrigo (Politis y Bonomo, 2012). Presentan
dataciones que van de los 2000 afios AP las mas antiguas, hasta momentos alrededor
del contacto (Lopez Mazz, 2018 en Malan, 2022). No esta clara la funcidon de estas
campanas, atribuyéndoles un caracter ceremonial, como objetos de ajuares funerarios,
hasta funciones utilitarias como la conservacion del fuego (Politis & Bonomo, 2012). En
Arazati, hay registros de dos campanas obtenidas por Penino a través de excavaciones
asistematicas, actualmente extraviadas (Figura 16). Hasta el momento, son las unicas
en el territorio uruguayo asociadas a contextos funerarios (Malan, 2022). Este punto es
especialmente relevante si se considera el trabajo realizado por Loponte y colegas
(2019), quienes analizan un conjunto de campanas zoomorfas provenientes de varios

sitios de la cuenca del Parana sobre el territorio argentino. A través de la revision de las

Figura 16. Comparacién entre las campanas zoomorfas de Uruguay y Argentina. A la izquierda se observan las
campanas zoomorfas halladas en el sitio Arazati (tomado de Malan, 2022), y a la derecha las campanas
provenientes del sitio Tres Cerros, delta inferior del Parana (Argentina) (tomado de Bonomo et al., 2019).



cronicas historicas, y de diversos andlisis sobre la composicion de los materiales
empleados en la elaboracion de estas ceramicas, los autores llegan a la conclusion de
que la funcién mas probable seria como parte de ritos mortuorios. Se plantea que no
hay evidencias de un uso doméstico, descartando funciones utilitarias (Loponte et al.,
2019). Si se sigue esta idea, las campanas de Arazati no solamente tendrian una
similitud estética con las del territorio argentino, sino también similitud en la funcion
como ajuar funerario. Estas semejanzas podrian estar indicando algun tipo de vinculo
entre las poblaciones de ambas regiones, relacionado a contactos puntuales o que,
eventualmente, se trate de una misma poblacion. Si se considera la segunda hipotesis,
lo esperable seria encontrar semejanzas genéticas entre los individuos de Arazati y del
bajo rio Uruguay y Parand inferior. Considerando que unicamente se cuenta con dos
individuos para esta region de Argentina (Bobillo et al., 2010 y Catelli et al., 2011), es
posible que este vinculo exista, pero seria necesario ampliar la muestra del bajo rio
Uruguay para detectarlo. Las afinidades entre los individuos de Arazati y las provincias
de San Luis y el Chaco, observadas en este trabajo, no se podrian explicar a través de
la presencia de las campanas zoomorficas, ya que este tipo de alfareria en Argentina se
ha registrado unicamente en los sitios de la manifestacion Goya-Malabrigo (localizados
en Corrientes y Santa Fe y al noreste de Buenos Aires - Politis & Bonomo, 2012). No
obstante, no se puede descartar una afinidad del centro/norte de Argentina con el
fendmeno Goya-Malabrigo, lo cual podria explicar los vinculos observados con Arazati.

Es de particular interés el vinculo entre Ar-B con el Chaco ya que, este individuo
de Arazati presentd los polimorfismos correspondientes al subhaplogrupo D4h3a,
siendo el unico caso hasta el momento donde se registr6 dicho linaje en Uruguay. Es
llamativa la presencia de este subhaplogrupo en particular ya que es caracteristico del
sur de la Patagonia argentina y chilena (Parolin et al., 2019), aunque también se lo ha
registrado, en menor frecuencia, en el norte de Argentina (Martinez, 2018). La presencia
de este linaje en Arazati podria deberse a la llegada de migrantes desde el norte de
Argentina, ya sea de la region chaquefia, Patagonia o, mas lejos, de la region andina.
Por el momento no se cuenta con suficientes datos que permitan esclarecer mejor este

vinculo.

Por otro lado, los networks correspondientes a los haplogrupos C1d y D1
mostraron afinidades genéticas entre dos individuos de Punta del Este (42C23+42C28
y 42E4C) y poblaciones de Peru (Perego et al., 2010; Llamas et al., 2016 y Barbieri et
al., 2017). En total se registraron cuatro vinculos, tres para 42C23+42C28 de los cuales
dos son cercanos con solo uno o dos pasos mutacionales, y uno para 42E4C, aunque

en este ultimo caso la afinidad es lejana (Figura 10). Estas afinidades, si bien resultaron



llamativas en un principio, cobran sentido a la luz de dos hipotesis poblacionales. La
primera de ella se basa en un trabajo reciente donde se menciona una nueva hipétesis
para el poblamiento de América. En dicho trabajo, Campelo dos Santos y colegas (2022)
proponen una nueva ruta migratoria para Sudamérica en base a las evidencias
gendmicas. Los autores proponen un ingreso desde Norteamérica hacia el sur del
continente, dispersandose por la costa del Pacifico y asentandose en los Andes. Desde
este punto se habria producido una divergencia, migrando una parte de la poblacion
hacia el este, a la costa atlantica (Campelo dos Santos et al., 2022). En este sentido, los
vinculos observados en este trabajo entre Punta del Este y Pert, podrian ser el resultado
de la ruta migratoria conectando el Pacifico con el Atlantico. Conjuntamente, en ambos
networks se observa que los individuos de Peru son derivados de los correspondientes
a Punta del Este, lo cual podria estar reforzando esta hipétesis. En este caso, se trataria
de un vinculo lejano entre ambas poblaciones por ancestria comun.

La segunda hipotesis se basa en el vinculo entre grupos de Argentina y la region
andina durante el Holoceno tardio, manifestado a través de evidencias arqueoldgicas
que también se registran en Uruguay. Estas manifestaciones consisten en la presencia
de placas de cobre utilizadas como ajuares funerarios en enterramientos humanos. En
Argentina estos materiales fueron hallados en diversos sitios del delta medio e inferior
del Parana (Bonomo et al., 2014 y 2019). Junto a las placas también se encontraron
pendientes y cuentas hechas en cobre puro y en bronce, asi como otros elementos de
origen animal y liticos. Se plantea que la mayoria de las poblaciones prehispanicas de
las Tierras Bajas de Sudamérica no fabricaban elementos con metal, sino que estos
eran obtenidos por intercambio con poblaciones de la cordillera de los Andes o alguna
otra como intermediaria. Estos materiales habrian recorrido largas distancias antes de
llegar al Parang, incluso se plantean tres posibles rutas: por el rio Carcarafa en la
provincia de Cérdoba, por los rios Salado-Dulce atravesando Santiago del Estero, y por
el corredor Parana-Paraguay a través del Chaco (Bonomo et al., 2019). Por su lado, en
Uruguay, se ha registrado la presencia de tres placas de cobre en un enterramiento
humano en el sitio Punta Chaparro, en la localidad de Nueva Palmira, departamento de
Colonia (Fontana, 1930; Gascue et al., 2019). Los autores no aportan mayores datos
respecto a la presencia de estos materiales, sin embargo, se puede hipotetizar que fue
producto de contacto con las poblaciones del actual territorio argentino debido a la
proximidad geografica entre los sitios. Consecuentemente, Uruguay habria mantenido
un contacto indirecto con los grupos andinos a través del intercambio de materiales con
las poblaciones de Argentina. Estos episodios de contacto podrian haber posibilitado en

cierta medida, procesos de flujo génico los cuales explicarian las afinidades genéticas

N



registradas en este trabajo entre Uruguay y Peru. Esta segunda hipétesis estaria
sefalando un vinculo temporalmente cercano por contacto poblacional.

En el caso del individuo 42E4C también se destaca un vinculo cercano (dos
pasos mutacionales) con un haplotipo de Paraguay. Este dato no es llamativo si se
considera la presencia en Uruguay de guaranies misioneros. La presencia de misiones
jesuiticas se da junto al inicio de la explotacién ganadera en el siglo XVII, instalandose
principalmente al norte del pais (Barreto y Curbelo, 2010) y recibiendo indigenas de toda
la region, incluyendo el Chaco y el actual Paraguay. Esta insercion de indigenas
misioneros va a generar un lento proceso de mestizaje desde finales del siglo XVIIl y
hasta mediados del siglo XIX (Barreto y Curbelo, 2009), lo cual podria explicar la afinidad

genetica registrada en este trabajo.



7. Conclusiones y perspectivas

futuras

Alo largo de este trabajo se ha demostrado la utilidad de incluir analisis genéticos
en el estudio de muestras 6seas arqueologicas almacenadas en museos con muy pocos
datos contextuales. Se destaca en este caso la alta tasa de éxito obtenida en las
extracciones (70%), superando los rendimientos obtenidos en otros trabajos recientes
para la regién. Este éxito fue notorio en los individuos de Arazati, logrando amplificar
practicamente todos los fragmentos para las HVRI y Il, lo cual probablemente responda
a que presentan una cronologia temprana (400 afios AP). Punta del Este presenté un
rendimiento menor al de Arazati. Es probable que el contexto de dunas del cual
provienen los restos 6seos de esta coleccion (el cual es poco favorable para la
preservacion del material genético - Moreno, 2006), asi como una cronologia mas
temprana (800 afos AP, llegando un caso a 2300 anos AP), esté influyendo en estos
resultados. Por su parte, los individuos de La Viuda mostraron la tasa de rendimiento
mas baja, lo cual se lo atribuye a tener la cronologia mas antigua de las tres muestras
en general, con dataciones que van de 95929 a 1131121 afios AP.

Estos datos parecerian estar indicando que la antigledad de los restos 6seos
estaria influyendo en el éxito de las extracciones. Este hecho fue corroborado a través
de la regresion logistica, que evidencid que, entre el largo de la secuencia y su
antigiedad, esta ultima tendria un mayor peso en el rendimiento. A partir de este analisis
se propone una edad de 1200 anos como la cronologia maxima para la que la

probabilidad de éxito supera a la de fracaso en la extraccion.

Por otro lado, los analisis realizados permitieron esclarecer escenarios confusos
respecto al numero de individuos presentes, lo cual es una situacion frecuente al trabajar
con colecciones de museos. Para la muestra de Arazati se confirmé la presencia de dos
individuos subadultos, el cual uno de ellos estaria representado por un craneo aislado.
La combinacién de los datos arqueoldgicos y genéticos permitié pensar en un
enterramiento multiple de dos individuos, con un craneo aislado, los cuales habrian sido
enterrados al mismo tiempo o en fechas muy préximas. Los individuos habrian sido
enterrados junto a sedimentos con hematita (“ocre”) y un conjunto de valvas perforadas,
las cuales formarian un collar. Estas ultimas tendrian una procedencia de la costa
atlantica (Beovide et al., 2019, 2021).



Respecto a la muestra de Punta del Este, se logré aportar datos referentes al
numero de subadultos presentes. La bibliografia menciona la presencia de dos craneos
infantiles sin restos poscraneales asociados (Seijo, 1923 y 1930), lo cual generaba
interrogantes respecto a los huesos largos infantiles presentes actualmente en la
colecciéon. Los anadlisis realizados en este trabajo permitieron confirmar Ia
correspondencia entre los huesos largos entre si, y en primera instancia, no se
corresponderian a ninguno de los dos craneos presentes. De esta forma, los
enterramientos de Punta del Este implicarian tres inhumaciones infantiles, de los cuales
uno podria corresponderse a un craneo aislado. En uno de los casos nuevamente se
registro la presencia de un conjunto de valvas formando un collar (Seijo, 1923 y 1930).
Estas semejanzas arqueoldgicas con los enterramientos de Arazati estarian indicando
algun tipo de contacto entre ambas poblaciones que seguramente involucré el
intercambio de recursos, sin embargo, en este trabajo no se registré un vinculo genético

entre ambas.

La asignacién de linajes a las secuencias reflejo una predominancia del
haplogrupo C1 y sus subhaplogrupos, concordante con la hipdtesis planteada
inicialmente para este trabajo. Se destaca la presencia de un individuo de Punta del
Este correspondiente al linaje C1d3, el cual unicamente se lo habia detectado a nivel
arqueologico en el departamento de Rocha. Este hecho, asi como el registro de
individuos C1 en el sitio La Viuda, estaria sugiriendo la presencia de una unica poblacion
bioldgica pero culturalmente distintas, adaptadas a los distintos ambientes de la costa
atlantica. Los datos isotopicos y anotémicos realizados en trabajos previos evidenciaron
estas diferencias culturales, mientras que los datos genéticos reflejaron el origen comun

de estos grupos.

Respecto a los vinculos con la regién, se esperaba encontrar afinidades entre
los individuos de La Viuda y el sur de Brasil debido a las similitudes culturales y la
proximidad geografica. Sin embargo, no se detectaron estos vinculos o fueron muy
lejanos, predominando las afinidades con Argentina en general. Estos resultados se
explicarian por la gran acumulaciéon de informacion que se cuenta para Argentina en
contraposicion a Brasil y, por ende, no se descarta un vinculo genético entre este ultimo
y los grupos de La Viuda. Por otro lado, se registraron afinidades entre los individuos de
Arazati y dos haplotipos de Argentina, especificamente el Chaco y San Luis. La revision
de la bibliografia evidencio similitudes arqueolégicas entre grupos del oeste de Uruguay,
incluido Arazati, con el centro en Argentina, referidas a la presencia de ceramicas

zoomorfas (Malan, 2022; Bonomo et al., 2019). Probables vinculos entre el centro y



norte de Argentina entre si podrian explicar la afinidad observada entre Arazati y el norte
de ese pais. Se destaca dentro del vinculo con el Chaco, la correspondencia del
individuo Ar-B de Arazati al subhaplogrupo D4h3a ya que es el primer caso de este linaje
registrado en Uruguay. Considerando que D4h3a es tipico de la Patagonia argentina y
chilena, se puede plantear que su presencia en el territorio uruguayo sea el resultado
de una migrante proveniente desde el norte de Argentina, de la Patagonia o de la regién

andina.

Por su parte, las afinidades genéticas registradas entre Punta del Este con
haplotipos de Peru podrian ser un elemento a favor de la hipotesis para el poblamiento
americano planteada por Campelo do Santos y colegas (2022), la cual propone una ruta
migratoria que vincularia a la costa pacifica con la atlantica. En este caso, las afinidades
con Peru implicarian una ancestria comun. Una explicacién alternativa seria un contacto
indirecto entre los grupos andinos con los de Uruguay, observada en la presencia de
placas de cobre en contextos de Argentina. Autores como Bonomo y colegas (2019)
plantean que estos materiales habrian llegado a Argentina a través de contactos con los
grupos andinos. Es plausible que estos contactos hayan derivado en procesos de flujo

génico los cuales podrian explicar las afinidades observadas entre Peru y Uruguay.

7.1 Perspectivas futuras

Como ultimo punto, vale la pena mencionar que los resultados expuestos aqui,
si bien son informativos, se pueden profundizar aun mas con futuros analisis. Uno de
ellos consiste en la aplicacion de la técnica Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS)
a varias escalas. A una escala mayor, se aplicaria para la obtencion de genomas
mitocondriales completos. A una menor escala, puede aplicarse a los productos de PCR
para afrontar la problematica de la contaminacién de las muestras con ADN exégeno, lo
cual genero el descarte de varias piezas en este trabajo. La aplicacién de secuenciacion
masiva, utilizando a los productos de PCR como moldes, permitiria distinguir las
secuencias antiguas de las contaminantes, y de esa forma se verificaria su autenticidad.
Adicionalmente, permitiria confirmar la presencia de dafos en el ADN. Este punto se
podria aplicar a casos como el correspondiente al individuo 42E2 de Maldonado, el cual
a pesar de tener la reversidén 16327 (al igual que los individuos 42C23 y 42C28), no se
pudo ubicar como perteneciente al linaje C1d ya que no presento el polimorfismo 16051
el cual es diagndstico de este haplogrupo. Esta ausencia puede responder a dafios en
la estructura de ADN o por la presencia de ADN exdégeno. La aplicacion de

secuenciacion masiva permitiria confirmar esta incognita.



Por otro lado, aprovechando el buen rendimiento de las muestras de Arazati,
quedan pendientes varios estudios a realizar. Uno de ellos refiere al individuo Ar-B con
linaje D4h3a cuya presencia en Arazati no esta clara. En consecuencia, seria deseable
ampliar la muestra con el fin de contar con un mayor nimero de secuencias y, por ende,
mas informacion para comprender los procesos mediante los cuales un subhaplogrupo
de la Patagonia llego al oeste de Uruguay. Adicionalmente, se podrian incluir analisis de
los isétopos estables de oxigeno ('®0) y estroncio (87Sr) para determinar si el individuo
Ar-B era un migrante o descendiente de una migrante. Cuando un organismo se mueve
de un lugar a otro, los is6topos presentes en los alimentos y el agua que consume
también pueden cambiar. Por lo tanto, al comparar las proporciones de isétopos en
tejidos que se formaron temprano en la vida y aquellos que se renuevan
constantemente, se puede determinar si un individuo ha cambiado de ubicacion
geografica. En el caso del de oxigeno-18, hay varios factores que influyen en su
proporcion (clima, fuente de agua, humedad, plantas, animales consumidos); en
general, se plantea que la proporcion de oxigeno-18 disminuye a medida que aumenta
la distancia de la costa. Por su lado, la composicion isotdpica del estroncio en un area
especifica esta influenciada por el tipo de roca subyacente que compone la geologia
local. Cuando estas rocas se descomponen y erosionan, liberan estroncio que puede
incorporarse al suelo y al agua circundante. Por ende, las proporciones de is6topos de
estroncio pueden servir como indicadores Utiles para rastrear la geografia de un
individuo (Katzenberg y Waters-Rist, 2019).

Por otro lado, Ar-B presenté la transicion 194G la cual, ademas de ser una
mutacién rara, no se ha registrado previamente en individuos con este linaje. Estos
elementos hacen de Ar-B un excelente candidato para realizarle un analisis del genoma

mitocondrial completo.

En funcién de las similitudes arqueoldgicas observadas entre Arazati y el delta
del Parana (presencia de campanas zoomorfas), seria de gran valor aumentar el niumero
de individuos de esta region de Argentina en busqueda de afinidades genéticas. De esta
forma se podria profundizar en los vinculos con la regidon, permitiendo conocer si
existieron procesos de flujo génico o si unicamente implicaban un intercambio de
recursos.

Respecto al este de Uruguay, por un lado, queda pendiente aumentar el tamafo
muestral de Punta del Este con el fin de comprobar si hay mas individuos pertenecientes
al subhaplogrupo C1d3, y de esta forma tener mas informacion para estudiar el vinculo
entre Maldonado y Rocha. Adicionalmente, un analisis del genoma mitocondrial

completo del individuo 42B-3 (con subhaplogrupo C1d3) permitiria detectar variantes



adicionales para estimar vinculos con individuos tanto antiguos como modernos
pertenecientes al mismo haplogrupo. Por otro lado, es necesario incorporar un mayor
numero de individuos del sur de Brasil para comparar a nivel de secuencias con la
muestra de La Viuda. Como ya se menciond, le presencia de monticulos antrépicos en
ambos lugares, asi como la proximidad geografica, son datos que justifican analizar si

ambas poblaciones mantenian algun tipo de contacto.

A modo de conclusion, si bien los analisis genéticos con restos prehistoricos
tienen sus dificultades respecto a preservacion del material y riesgo de contaminacion
(Knapp et al., 2012), sus aportes son de gran valor permitiendo complementar los
analisis arqueoldgicos y bioarqueoldgicos. Estos aportes son especialmente utiles
cuando se trabaja con colecciones con escasos datos sobre los contextos de
recuperacion (como son los casos de la coleccion de Punta del Este y Arazati), y con
presencia de restos mezclados. A nivel regional, los estudios genéticos son
fundamentales para comprender el grado de profundidad que tenian los vinculos entre
los diversos grupos.

En este trabajo en particular, se ha logrado realizar un aporte al conocimiento de
las poblaciones prehistéricas del oeste, sur y este de Uruguay. Sin embargo, los futuros
analisis propuestos permitiran seguir comprendiendo las dinamicas entre los grupos, y

de esta forma reconstruir los procesos poblacionales del pais.
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9. Apéndices

Apéndice 1. Datos recopilados para Sudamérica utilizados en este trabajo para los
analisis filogenéticos comparativos. La tabla fue creada a partir de la bibliografia

disponible y de la base de datos de Genbank.

Localidad Pais C1 D1 D4h3 Referencia

Bobillo et al., 2010; Perego et al.,

2010; Catelli et al., 2011, Bodner
Buenos Aires Argentina 40 36 4 etal., 2012

Bobillo et al., 2010; Catelli et al,

2011; Garcia et al., 2018; Bodner
Cérdoba Argentina 147 20 1 etal., 2012

Bobillo et al., 2010; Perego et al.,
Rio Negro Argentina 7 26 2 2010; Bodner et al., 2012
Misiones Argentina 8 4 1 Bobillo et al., 2010

Bobillo et al., 2010; Sevini et al.,
Chaco Argentina 7 41 5 2014; Perego et al., 2010

Bobillo et al., 2010; Catelli et al.,
Formosa Argentina 11 2 1 2011; Sala et al., 2019

Bobillo et al., 2010; Catelli et al.,
Entre Rios Argentina 2 0 0 2011
Santiago del Estero | Argentina 38 3 0 Catelli et al.,2011

Catelli et al., 2011; Bodner et al.,
Tucumadn Argentina 2 2 0 2012
San Juan Argentina 1 1 0 Catellietal., 2011

Perego et al., 2010; Russo et al.,
Salta Argentina 3 2 0 2023; Bodner et al., 2012

Catelli et al., 2011; Perego et al.,
Catamarca Argentina 3 3 0 2010; Bodner et al., 2012

Catelli et al., 2011; Perego et al.,
Corrientes Argentina 3 2 0 2010; Bodner et al., 2012
San Luis Argentina 31 0 0 Garcia etal., 2018
Patagonia Argentina 41 0 0 Salaetal., 2014

Sala et al., 2019; Llamas et al.,
Santa Fe Argentina 3 2 0 2016

Garcia et al., 2021, De Saint

Pierre et al., 2012; Roca Rada et
Argentina Argentina 14 5 0 al., 2020; Llamas et al., 2016
Argentina Central Argentina 0 30 0 Garcia et al., 2021

Catelli et al., 2011; Bodner et al.,
Neuquén Argentina 1 2 0 2012

Bobillo et al., 2010; Bodner et al.,
Chubut Argentina 0 2 0 2012

Catelli et al., 2011; Motti et al.,
Santa Cruz Argentina 0 1 2015
La Rioja Argentina 0 0 Catellietal., 2011
Tierra del Fuego Argentina 0 0 Arencibia, 2023




Localidad Pais C1 D1 D4h3 Referencia
Taboada-Echalar et al., 2013;
La Paz Bolivia 31 0 7 Perego, et al.2009;
Chuquisaca Bolivia 14 0 1 Taboada-Echalar, et al., 2013
Beni Bolivia 48 0 0 Taboada-Echalar, et al., 2013
Pando Bolivia 22 0 0 Taboada-Echalar, et al., 2013
Santa Cruz Bolivia 21 0 0 Taboada-Echalar, et al., 2013
Cochabamba Bolivia 19 0 0 Taboada-Echalar, et al., 2013
Perego et al., 2010; Bodner et al.,
Rio Grande do Sul Brasil 1 1 0 2012
Minas Gerais Brasil 1 0 0 Perego et al., 2010
Mato Grosso du Sol Brasil 1 0 0 Perego et al., 2010
Avila et al., 2019, Guevara et al.,
Distito Federal Brasil 4 3 0 2020
Sao Paolo Brasil 0 1 0 Bodner et al., 2012
Rio de Janeiro Brasil 0 1 0 Avila et al., 2019
Maranhao Brasil 0 0 1 Perego et al., 2009
Brasil Brasil 27 0 0 Cardoso et al., 2013
de Saint Pierre et al., 2012;
Bodner et al., 2012; Perego et al.,
Los Lagos Chile 2 1 2 2009
Bodner et al., 2012; Perego et al.,
Tarapaca Chile 0 1 2009
Biobio Chile 0 0 Bodner et al., 2012
Bodner et al., 2012; Perego et al.,
Maule Chile 0 2 1 2009
Valparaiso Chile 0 3 0 Bodner et al., 2012
Bodner et al., 2012; Perego et al.,
Atacama Chile 0 1 1 2009
Aisen Chile 0 1 0 Bodner et al., 2012
Araucania Chile 0 1 0 Bodner et al., 2012
Coquimbo Chile 0 0 2 Perego et al., 2009
Santiago de Chile Chile 0 0 1 Perego et al., 2009
de Saint Pierre et al., 2012; Rieux
Chile Chile 18 2 10 et al., 2014; Perego et al., 2009
Amazonas Colombia 26 6 0 Arias et al., 2017
Guainia Colombia 7 1 0 Arias et al., 2017
Guaviare Colombia 1 12 0 Arias et al., 2017
Putumayo Colombia 8 17 0 Arias et al., 2017
Cauca Colombia 37 0 0 Xavier et al.,2015
Meta Colombia 0 4 0 Arias et al., 2017
Tamm et al., 2007; Perego et al.,
Colombia Colombia 11 3 0 2010; Rieux et al., 2014
Brandini et al., 2017; Di Corcia et
Ecuador Ecuador 1 27 2 al., 2021
Cayapa Ecuador 0 0 1 Tamm et al., 2007
Chaco Paraguay 1 0 0 Perego et al., 2010




Localidad Pais C1 D1 D4h3 Referencia
Alto Parand Paraguay 15 15 1 Simao et al., 2018
Apurimac Peru 0 0 1 Perego et al., 2009
Perego et al., 2010; Guevara et
Cajamarca Peru 1 3 0 al., 2020
Huanucu Peru 1 0 0 Perego et al., 2010
Cuzco Peru 1 0 0 Perego et al., 2010
Perego et al., 2010; Perego et al.,
Piura Peru 1 0 1 2009
Barbieri et al., 2017; Guevara et
Amazonas Peru 11 47 0 al., 2020
San Martin Peru 1 1 0 Barbieri et al., 2017
Llamas et al., 2016; Perego et al.,
Lima Peru 0 3 1 2009
Perego et al., 2009; Llamas et al.,
Ancash Peru 0 1 1 2016
Loreto Peru 0 0 2 Perego et al., 2009
Arequipa Peru 0 0 4 Perego et al., 2009
Tito et al., 2012; Llamas et al.,
2016; Brandini et al., 2017;
Barbieri et al., 2017; Perego et
Peru Peru 3 53 5 al., 2009
Perego et al., 2010; Figueiro et
Flores Uruguay 1 3 0 al., 2022
Tacuarembo Uruguay 2 2 0 Figueiro et al., 2022
Montevideo Uruguay 2 1 0 Figueiro et al., 2022
Maldonado Uruguay 4 1 0 Este trabajo
Rocha Uruguay 2 0 0 Este trabajo
Perego et al., 2010; Sans et al.,
2012; Sans et al., 2015; Figueiro
Uruguay Uruguay 6 5 0 et al., 2014; Figueiro et al., 2015
San José Uruguay 1 0 1 Este trabajo
Caracas Venezuela 51 0 0 Gomez et al., 2012
Brandini et al., 2017; Lee et al.,
Venezuela Venezuela 2 3 0 2015, Ingman et al., 2001
Gomez et al., 2012; Gomez et al.,
2013; Gomez et al., 2014: GOmez
Mérida Venezuela 0 0 6 etal., 2015; Gdmez et al., 2016
Total 768 416 68
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