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PRIMER GENOMA MITOCONDRIAL EN RESTOS HUMANOS
DE LA COSTA DE SANTA CRUZ, ARGENTINA

JOSEFINA M. B. MOTTI?, ERIKA HAGELBERG °, JOHN LINDO¢,
RIPAN S. MALHI¢, CLAUDIO M. BRAVF & RICARDO A. GUICHON'

RESUMEN

En este trabajo se presenta la secuencia completa de ADN mitocondrial, obtenida a partir de
restos 6seos de un hombre adulto, hallado en el sitio Cafladén Misioneros (provincia de Santa Cruz,
Argentina), con una antigiiedad de 70 = 30 afios antes del presente. La secuencia corresponde al
haplogrupo (hg) D4h3a5, nativo de América y exclusivo del sur de Patagonia, donde ha sido descripto
tanto en muestras antiguas como actuales. Esta secuencia constituye el primer dato de ADN mitocondrial
en la costa atlantica de Patagonia con la resolucion suficiente para definir a nivel de subhaplogrupo.
Se discuten las implicancias en cuanto a los vinculos biolégicos de las poblaciones que habitaron esa
porcién del espacio patagdnico en el marco de la informacién genética y arqueoldgica disponible.

PALABRAS CLAVE: ADN mitocondrial, ADN antiguo, Nativos Americanos

FIRST COMPLETE MITOCHONDRIAL GENOME SEQUENCE FROM HUMAN
SKELETAL REMAINS OF THE COAST OF SANTA CRUZ, ARGENTINA

ABSTRACT

We describe the complete mitochondrial genome sequence of an adult male skeleton,
discovered at Cafadén Misioneros (Santa Cruz Province, Argentina), and dated 70 = 30 years
before present. The DNA sequence corresponded to haplogroup D4h3ab, native to the Americas
and exclusive to the south of Patagonia, where it has been observed both in ancient and present-day
individuals. This is the first mitochondrial DNA data of the Atlantic coast of Patagonia of sufficient
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resolution to permit classification at the subhaplogroup level. The implications for the genetic
affinities of populations of this region of Patagonia will be discussed in the context of available

genetic and archaeological information.

KEY WORDS: mitochondrial DNA, ancient DNA, Native Americans

INTRODUCCION
Contexto arqueolégico

El paraje Cafiadén Misioneros (CM) se
encuentra en la provincia argentina de Santa Cruz,
ubicado sobre la margen sur del estuario del rio
Santa Cruz, al norte de la ciudad de Puerto Santa
Cruz (Fig. 1). Ellugar recibi6 su nombre debido a que
en 1862 se instalaron alli los primeros misioneros
anglicanos, que hicieron un intento evangelizador
en la zona (Llaras Samitier, 1955; Martinic, 1997).
La experiencia fracasé y el lugar quedé abandonado
hasta 1872, cuando el mismo sitio fue elegido para
el emplazamiento de una fabrica de harina y aceite
de pescado. El emprendimiento sélo duré dos afios
y dejé como evidencia los restos de la fabrica y
las viviendas de los trabajadores. Posteriormente,
en 1878 fue fundado oficialmente el Puerto Santa
Cruz. El interés por el sitio histérico, motivé la
organizacién de tareas de excavacién, durante
las cuales se recuperdé gran cantidad de objetos
propios de fines del siglo XIX (Schavelzon et al.
2010). Los autores sefialan como una caracteristica
notable del sitio, la alta presencia de artefactos
liticos (lascas y nucleos), incluso en asociacion
con objetos histéricos. Sin embargo, no ha sido
posible determinar con exactitud en qué momento
fueron utilizados. También hacen referencia a que
todo el cafiadon constituyé una buena fuente de
aprovisionamiento de materia prima litica.

Al norte del sitio donde se observan los restos
de la ocupacién histérica, al pie de una pequena
barranca, se detectd la presencia de un cuerpo
humano que empezaba a aflorar por la accion
de la erosién. El esqueleto fue recuperado por
aficionados, quienes lo trasladaron al museo local
“Carlos Borgialli”. Afios mas tarde, los restos 6seos
fueron estudiados en dicho museo por Guichén y
Suby. En el afio 2004 Guichén retird el canino
superior izquierdo para la realizacién de estudios de
ADN con autorizacién de la Direccién de Cultura de
la Municipalidad de Puerto Santa Cruz. Los estudios

realizados, indican que el esqueleto corresponde a
un individuo adulto masculino de entre 35 y 45
anos, con un fechado de 70+30 (UGAMS 3596).
Este fechado ubica temporalmente al individuo
a fines del siglo XIX, momento en que, como se
sefialara anteriormente, ocurria la instalacion de los
primeros asentamientos de colonos en la region.
Es interesante sefnalar que la dieta inferida a partir
del analisis de is6topos estables es de tipo terrestre
y semejante a la de otros restos pre-contacto de la
costa meridional de Santa Cruz y del estrecho de
Magallanes (613Cap, %0-16.2, §13Ccol, %0-17.8;
8 15N, %o 13.9; y C/N 3.06 (Suby et al. 2009).
Se trata de un individuo con algunas caracteristicas
similares a las observadas en restos humanos
asignados a indigenas de la regién (morfologia
robusta y degaste dental plano con exposicién de
dentina secundaria).

En el afio 2009 se cre6 el Reservorio
Transitorio Co-gestionado de la municipalidad de
Puerto Santa Cruz (Nahuelquir et al. 2014), donde
actualmente se encuentran los restos; la ficha
documental donde se registran los datos asociados
al mismo, recibe el nombre de PSC0003.

La regién donde fueron hallados los restos
forma parte del territorio ocupado, en momentos de
contacto, por grupos tehuelches, més precisamente
aonikénk, como se llama a la parcialidad mas surefia.
Los adnikenk se caracterizaban por un modo de
vida némade que incluia el establecimiento de
campamentos transitorios en la costa. Las fuentes
etnogréficas sugieren un uso invernal de la costa
mientras que los datos arqueolégicos plantean un
uso no estacional de estos espacios en tiempos
prehispanicos  (Borrero, 1994-1995). Segin
quedd registrado en el diario del padre Schmidt,
los indigenas tenian, hacia 1862, un campamento
al norte del rio Santa Cruz. También se registra el
acercamiento de grupos indigenas a la costa con el
objeto de intercambiar bienes con los tripulantes
de barcos que llegaban a la zona (referencias del
diario de Teophilus Schmidt, citado en Schavelzon
et al. 2010).
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Fig. 1. Ubicacién geografica de las localidades mencionadas en el texto.

Antecedentes en estudios de
ADN mitocondrial

En el marco de la teoria filogeografica, el
estudio de la variabilidad genética de las poblaciones
permite dar cuenta de los procesos que han dado
origen a los patrones de distribucién actual de la
misma (Avise, 2000). Este principio se ha aplicado
en la reconstruccién de rutas de poblamiento
que siguieron los seres humanos. El empleo de
marcadores mitocondriales para caracterizar a las
poblaciones nativas americanas, ha confirmado
el origen asiatico de éstas (Torroni et al. 1993)
vy ha sido utilizado para proponer modelos de
poblamiento, que incluyen la sugerencia de la
existencia de un tiempo de pausa en Beringia,

durante el cual habria tenido lugar la fijacién de las
mutaciones que definen los linajes fundadores de
Ameérica (Tamm et al. 2007).

El avance en las técnicas de andlisis
molecular que ha tenido lugar en los ultimos afios
ha permitido superar la clasica distincién de cinco
haplogrupos (hgs) nativos de América (A, B, C, D
y X), identificandose actualmente por lo menos
13 subhaplogrupos que ya estaban diferenciados
al momento de ingreso al continente americano
(Tamm et al. 2007; Malhi et al. 2010; Perego et
al. 2010; Kumar et al. 2011), algunos de los cuales
presentan patrones de distribucién que darfan cuenta
de distintas rutas de poblamiento, como el caso de
D4h3a que se distribuye casi exclusivamente en el
oeste del continente, desde Alaska hasta Tierra del
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Fuego y se asocia con un poblamiento por costa
pacifica (Perego et al. 2009). Asimismo, al interior
de cada subhaplogrupo se estd avanzando en la
definicién de clados con distribuciones geograficas
acotadas, que se habrian diferenciado localmente
(Gaya-Vidal et al. 2011; Bodner et al. 2012; de
Saint Pierre et al. 2012a,b; Garcia et al. 2012;
Motti, 2012; Taboada-Echalar et al. 2013).

En muestras antiguas de Patagonia se han
obtenido datos de ADN mitocondrial con diferentes
grados de resolucion. Los andlisis de polimorfismos
en los fragmentos resultantes de la accién de
enzimas de restriccion (cominmente conocido
como andlisis de RFLP, por sus siglas en inglés),
sefialaron la presencia exclusiva de los hgs C y D,
datos que fueron interpretados inicialmente como
prueba de que los habitantes de Tierra del Fuego
serfan los representantes de una primera migracién
carente de los hgs A y B (Lalueza-Fox et al. 1997).
Posteriormente, el andlisis de secuencias permitid
aclarar que los linajes descriptos en Tierra del Fuego,
son similares a aquellos propios del sur del continente
y que por tanto no constituyen prueba alguna de una
migracién independiente (Moraga et al. 2000). Por
otra parte, al hallazgo de 5 individuos con hg B en el
sitio arqueoldgico de Bafio Nuevo, en la Patagonia
central chilena, con una antigiiedad de entre 10.200
v 9.700 anos calibrados antes del presente, da cuenta
de que este hg habria estado presente entre los
primeros ocupantes de la regién, alcanzando latitudes
mas bajas que las registradas para la poblacién actual
(Reyes et al. 2012). En los trabajos donde se han
obtenido secuencias de la Regién Hiper Variable I
(RHV ) ha sido posible identificar a los subhaplogrupos
C1, Dlg y D4h3ab, (Garcia-Bour et al. 2004;
Moraga et al. 2010). No han sido publicados hasta
el momento secuencias mitocondriales completas en
restos antiguos de Patagonia.

Las poblaciones nativas actuales de
Patagonia se caracterizan por una disminucién de
la variabilidad a nivel de los linajes maternos: sélo
cuatro subhaplogrupos de distribucién continental
restringida (B2i2, C1b13, D1g y D4h3ab) retnen
entre el 54 y el 93% de los linajes presentes en
poblaciones actuales. Independientemente de
esta marcada reduccién de la variabilidad pueden
detectarse diferencias subregionales como la
ausencia de B2i2 y la menor frecuencia de C1b13
en el extremo sur, que se asocian a un notable
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aumento de la frecuencia de D4h3a5 (de Saint
Pierre et al. 2012a,b).

Modelos de poblamiento propuestos
para Patagonia

En Patagonia se han hallado restos
arqueolégicos con una antigiiedad que supera los
11.000 afos (para una revision de los fechados
radiocarbénicos en Sudamérica, véase Steele
& Politis, 2009). Los hallazgos tempranos en
América del Sur obligan a retrotraer la fecha de
ingreso de los primeros americanos, contradiciendo
el modelo de “Clovis, los primeros”. Para poder
explicar la presencia tan temprana en el extremo
sur del continente, se ha propuesto una ruta
costera de poblamiento, que habria recorrido la
vertiente pacifica. Esta hipotesis se sustenta en
la localizacién de los sitios méas tempranos de
Sudamérica y en modelos de desplazamiento
humano que demuestran que los movimientos
siguiendo la linea de costas son maés rapidos que
los intracontinentales (Dillehay et al. 2008).

En cuanto a la costa atlantica, el problema
radica en que el ascenso del nivel del mar trasladé
la linea de costa al interior del continente de modo
que en caso de existir sitios costeros tempranos, éstos
se hallarfan bajo el mar. Sin embargo, teniendo en
cuenta los sitios tempranos de la provincia de Buenos
Aires y de la cuenca del rio Deseado en Santa Cruz,
se ha propuesto también que la costa atlantica habria
sido de gran importancia durante el poblamiento
inicial de Patagonia, ya que podrian haber constituido
rutas litorales de desplazamiento. En ese sentido, se
sefiala que los sitios tempranos cercanos al Atléntico
se encuentran en los cursos medios de los rios,
sugiriendo un ingreso a través del litoral fluvial (Miotti
& Salemme, 2004; Miotti, 2006).

Desde el analisis de la morfologia craneana,
Guichén et al. (1989-1990) postularon la existencia
de dos “stocks” biolégicos, uno atlantico y otro
pacifico, que habrian estado involucrados en el
poblamiento de Tierra del Fuego. Posteriormente,
Gonzalez-José et al. (2004) ponen a prueba
distintos modelos poblacionales para Patagonia y
concluyen que el que mejor se ajusta a los datos
es aquel que propone un ancestro comun para los
grupos fueguinos y patagénicos.

Como ya fue sefialado anteriormente, los
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datos del ADN mitocondrial aportan evidencia
en apoyo del modelo de poblamiento de América
por la costa pacifica, atendiendo a la distribucion
actual del hg D4h3a. En Patagonia, este clado se
encuentra a ambos lados de la cordillera, lo cual
lleva a proponer que aquellos grupos humanos que
vinieron siguiendo la ruta pacifica, se habrian visto
impedidos de continuar mas al sur, por la presencia
de los hielos glaciares que se expandian més alla de
los limites actuales hacia fines del pleistoceno. En
este escenario, las poblaciones humanas habrian
cruzado hacia el este, dado que luego del paralelo
39°, la altura de la cordillera de los Andes es menor
(Saint Pierre et al. 2012a).

En cuanto alos subhaplogrupos recientemente
descriptos, se ha propuesto que D1g va habria
estado presente en la poblacién que venia avanzando
v habria llegado hasta el centro de Chile, desde
donde se habria expandido posteriormente; a juzgar
por su antigtiedad (18.300 afos antes del presente
segin Bodner et al. 2012), su mayor expansién
geogréfica (que va desde Tierra del Fuego hasta el
noroeste argentino), y su mayor variabilidad interna.
Otros subhaplogrupos como B2i2 y C1b13, se
estima que se habrian diferenciado posteriormente,
una vez iniciado el proceso de tribalizacién (de
Saint Pierre et al. 2012b); asi se explica su menor
rango de distribucién geogréfica y su menor tiempo
estimado de coalescencia (10.800 y 12.000 afios
AP, respectivamente).

De acuerdo con Borrero (2012), el tiempo
y modo en que ocurrié el poblamiento humano en el
extremo austral de América debe tener en cuenta por
un lado la inestabilidad ambiental y climética ocurrida
(especialmente durante la transicién pleistoceno-
holoceno); y también el patrén de discontinuidades
y vacios que el registro arqueolégico presenta para
esta region. En este escenario del final del pleistoceno
tanto la posibilidad de que muchas de estas
primeras poblaciones no hayan sido viables; como
también la capacidad de reaccion de las poblaciones
incluyendo migracién y reorganizacién estan siendo
consideradas (Borrero, 2012). Es claro que ningin
campo del conocimiento (genético, morfolégico,
paleoecolégico, arqueolégico y bioarqueoldgico,
por nombrar algunos) podra abarcar la problemética
del poblamiento humano por si solo. Sin embargo,
nuestro esquema de trabajo parte de considerar que
los esfuerzos que se hagan por integrar informacién
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de distintas lineas de evidencia, permitira ajustar los
modelos, propiciando de esta manera una mejor
aproximacién a la complejidad del poblamiento en
la regién.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién de la muestra

Los restos fueron procesados en la
Unversidad de Oslo, Noruega, tal como fuera
descripto previamente por Hagelberg y Clegg
(1991). En este caso el canino superior izquierdo
fue limpiado mediante abrasién con polvo de
alimina, vy luego reducido a un polvo fino en un
mortero refrigerado con nitrégeno liquido (Glen
Creston, Stanmore, Inglaterra). Luego, el polvo de
hueso fue almacenado a -20°C en tubos estériles.

Extraccion de ADN antiguo

La extraccién de ADN fue llevada a cabo en
un laboratorio de ADN antiguo en la Universidad
de lllinois Urbana-Champaign. Una descripcion
mas extensa de las instalaciones puede leerse en la
seccién “Controles para evitar la contaminaciéon”.

Aproximadamente 0,2 gr de polvo de
diente fueron incubados en 4ml de solucién de
desmineralizacién y lisis (0.5 M EDTA, pH 8,
33.3 mg/ml Proteinasa K, 10% N-lauroilsarcosina)
durante 24 horas a 37°C. La muestra digerida
fue luego concentrada en un volumen de 250 pl
mediante centrifugado con filtros Amicon. Luego
de la concentracién, la muestra fue procesada
mediante columnas de silica, usando el kit de
purificaciéon para PCR de Qiagen v luego eluida en
un volumen final de 60 pl.

Preparacién de la biblioteca genémica,
enriquecimiento del ADN mitocondrial v
secuenciacion por Ilumina

Un volumen aproximado de 50 pl del
extracto de ADN fue usado para crear una biblioteca
gendmica con adaptadores que contienen un indice
Ginico para cada biblioteca. Se hicieron las siguientes
modificaciones al protocolo de preparacién de
muestras TruSeq DNA VZ2; en primer lugar el
extracto de ADN no fue cortado (sheared) ya que
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se espera que el ADN ya se encuentre fragmentado
debido a procesos tafonémicos. En segundo lugar,
se usd una dilucién de los adaptadores de 1:20
debido a que se presumié una baja concentracion
de ADN en el extracto.

Se realizaron miuiltiples lavados Ampure Bead
XP, para remover posibles dimeros de adaptadores.
La amplificacién mediante PCR de la biblioteca
gendmica fue preparada en el laboratorio de ADN
antiguo (25 pl de reaccién con 10 mM de cebadores,
10x tampén de PCR, 10 mM Kappa DNTPs,
KappaHiFi polimerasa y la biblioteca genémica) vy
luego transportada a termocicladores ubicados en el
laboratorio de ADN actual, al otro lado del campus,
en un ambiente sellado. La polimerasa KapaHiFi fue
usada para amplificar las bibliotecas, debido a que
esta enzima tiene una capacidad de correccién de
pruebas, similar a otras polimerasas, que limita las
incorporaciones erréneas de nucleétidos resultantes
de la deaminacién de la citosina (Fogg et al. 2002;
Ginolhac et al. 2011). Las bibliotecas gendmicas
fueron amplificadas mediante 15 ciclos y fueron
limpiadas con el kit de purificacién Qiagen MinElute.
La calidad de las bibliotecas fue evaluada en el Agilent
2100 Bioanalyzer, usando el High Sensitivity DNA
kit. Las bibliotecas limpias fueron luego divididas en
alicuotas de 5 pl para amplificaciones adicionales
hasta que la concentracion final de todas las bibliotecas
juntas, alcanzase los 100 ng/pl. Un enriquecimiento
dirigido del genoma mitocondrial fue luego llevado
a cabo usando un kit de enriquecimiento dirigido
personalizado MyBaits, siguiendo un protocolo de
enriquecimiento modificado para ADN antiguo. Se
realizé una amplificacion final post-enriquecimiento
de 15 ciclos. El producto de dicha amplificacién
fue cuantificado usando qPCR vy luego remitido a la
Divisién de Secuenciacién de Alto Rendimiento del
Centro de Biotecnologia W. M Keck en la Universidad
de Illinois Urbana-Champaign.

Andlisis bioinformatico

Los datos crudos generados por la plataforma
IluminaHiSeq2000,fueronanalizadosconCASAVA
1.8.2. Con el objeto de limitar la contaminacién que
pudiera ser introducida luego de la construcciéon de
las bibliotecas, todas las lecturas que no exhibieron
la secuencia exacta del indice fueron descartadas.
Las secuencias de los adaptadores fueron cortadas
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usando  AdapterRemoval  (Lindgreen, 2012)
con un largo minimo de 25 pares de bases. Las
secuencias fueron comparadas con la secuencia de
referencia de Cambridge revisada (SRCr) mediante
Bowtie2 2.1.0 (Langmead & Salzberg, 2012) con
una opcién de realineamiento local y una semilla
(seed) establecida en 1000. Las lecturas duplicadas
fueron filtradas en base a las posiciones mapeadas
(-rmdup-s) usando el paquete SAMtools 0.1.18
(Li et al. 2009). Los polimorfismos de nucleétido
tnico (SNPs) y las inserciones y deleciones (INDELs)
fueron identificadas usando el programa SNVer
0.4.1 (Wang et al. 2012). El umbral de calidad de los
SNPs fue establecido para un modelo haploide, una
profundidad de lectura de 20, una base de calidad de
30 y una relacién de alelo alternativo de 0.9.

Los dafios en el ADN (tipo I y tipo II)
fueron evaluados mediante comparacién de las
transiciones T-C/G-A y C-T/A-G, respectivamente,
usando MapDamage 2.0 (Ginolhac et al. 2011).
Un patrén especifico de dafio en el ADN antiguo
fue identificado en trabajos anteriores (Briggs et
al. 2007; Krause et al. 2010; Ginolhac et al.
2011). Estos estudios muestran un patrén de
incremento del dafio tipo II al principio v al final
de los fragmentos de ADN degradado. Un patrén
adicional puede ser inferido por un exceso de
purinas antes de que comience la secuenciacion,
lo cual es indicativo de la fragmentacion de las
hebras causada por la depurinacién post-mortem
(Ginolhac et al. 2011). Nuestros resultados fueron
comparados y se observaron los patrones de dafio
esperados para ADN antiguo.

Controles para evitar la contaminacion

La extraccion y amplificacién del ADN fueron
llevadas a cabo integramente en el laboratorio de
ADN antiguo de la Universidad de llinois. Este
laboratorio consiste en una sala con presién positiva
y aire purificado con filtros HEPA. Posee ademas
una antesala y el aire fluye desde la sala de ADN
antiguo a la antesala y luego al pasillo. El personal
que trabaja en el laboratorio de ADN antiguo usa
material de proteccién descartable (gorros, mascaras,
guantes, guardapolvos y botas). Todos los equipos,
los reactivos y el material descartable son exclusivos
para su uso en el laboratorio de ADN antiguo. El
laboratorio de ADN antiguo es habitualmente lavado



PRIMER GENOMA MITOCONDRIAL EN RESTOS HUMANOS DE LA COSTA DE SANTA CRUZ, ARGENTINA

con hipoclorito de sodio y todos los recipientes son
lavados con DNA-Away antes de ser usados en el
laboratorio. El acceso del personal esté restringido
v no estd permitido el acceso a personal desde el
laboratorio de ADN actual. Se mantiene una base
de datos con las secuencias de la Regién Control del
ADN mitocondrial de todo el personal. Se utilizan
controles de contaminacién en las reacciones de
extraccion y amplificacion.

Obtencion de la secuencia actual

En el marco del proyecto “Procesos de
poblamiento en Tierra del Fuego. Una aproximacién
desde el estudio deloslinajes maternos”; se obtuvieron
muestras de saliva e informacién genealégica de
miembros de la comunidad Selk'nam de la ciudad
de Rio Grande (Tierra del Fuego, Argentina). Las
muestras fueron tomadas y almacenadas a campo
con el kit Oragene*DISCOVER (OGR-250). Luego,
se extrajo el ADN con un kit de columnas de silica.
El ADN extraido fue amplificado con los cebadores
F15792  (5-TCATTGGACAAGTAGCATCC-3",
denominado 23F por Rieder et al. 1998) y R698
(5-GCATGTGTAATCTTACTAAGAG-3)). Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C y 36
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto,
hibridacién a 56°C por 1 minuto y extensién a 72°C
durante 2 minutos, seguidos por una extension
final de 5 minutos. El éxito de la amplificacién
fue corroborado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Los fragmentos amplificados fueron
purificados y secuenciados por Macrogen Inc. La
secuenciacion se realizd en ambas direcciones,
utilizando los mismos cebadores que para la
amplificacién e incluyendo ademaés los cebadores
F16475 (5-TAGCTAAAGTGAACTGTATCC-3"),
Bailliet et al. (1994) y R285 (5"-GTTATGATGTCT
GTGTGGAA-3°), Holland (2012). Las lecturas
obtenidas fueron ensambladas y alineadas con
respecto ala SRCr mediante el programa Sequencher
4.9 Demo, vy se identificaron las diferencias con
respecto a la SRCr. Se obtuvo asi, la secuencia de la
region control completa. Se presenta en este trabajo
la Unica secuencia correspondiente a D4h3a, de
un total de 7 individuos no emparentados por
linea materna (correspondiente a la muestra SLK
02). Mediante la informacién genealégica se pudo
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constatar la ascendencia por linea materna de este
donante a una mujer selk'nam que vivié a fines del
siglo XIX.

RESULTADOS

Los polimorfismos encontrados en la
secuencia mitocondrial completa de PSCO0003
(Fig. 2), apoyan vy modifican la redefinicion del
subhaplogrupo D4h3a5 propuesta por de Saint
Pierre et al. (2012a). El clado D4h3a5 fue definido
originalmente por Perego et al. (2009) en base a la
presencia de una reversiéon en la posicion 16301
—uno de los tres polimorfismos nodales de D4h3a en
la RHV-I- en tres secuencias mitocondriales de Chile
y una del norte peruano. Esta definicién fue criticada
como generadora de un grupo polifilético dado que
la reversion en 16301 es recurrente, y se propuso
que D4h3a5 seria un clado estrictamente patagénico
definido por la co-ocurrencia de cuatro transiciones
en region codificante (9770, 9821, 12040, 12528)
y una en posicion 16051 (de Saint Pierre et al.
2012a). La obtencién de la secuencia completa de
PSC0003 nos lleva a revisar esta definicién, de la
que deberia excluirse 12040, ausente en la muestra
antigua aqui informada. Del anélisis de las secuencias
completas (Fig. 2) y de las RHV-I (Fig. 3) resulta claro
que la reversion al alelo SCRr en 16301 define un
subclado mayoritario dentro de D4h3ab.

Se listan a continuacién las mutaciones con
respecto a la SRCr que definen al clado D4h3a.

SRCr - 263, 750, 1438, 4769, 8860,
15326 - H - 73, 2706, 7028, 11719, 14766
- R -12705, 16223 - N - 8701, 9540, 10398,
10873, 15301 - L3 - 489, 10400, 14783,
15043 - M - 4883, 5178, 16362 - D - 3010,
8414, 14668 - D4 - 3336, 3644, 5048 - D4h
- 152, 13135, 16301, 16342 - D4h3 - 3396,
4025, 6285, 8946, 9458, 16241 - D4h3a.

Hasta el momento se han publicado 22
secuencias parciales v 4 secuencias completas
asignables a D4h3ab, todas ellas provenientes
del sur de Argentina y Chile. Se incluyen dentro
de este clado 5 secuencias de ADN antiguo, cuyo
rango de lectura no alcanza la posicion 16051,
pero se asume que corresponden a D4h3ab5 en
base a la presencia de la reversion en 16301. De
todas las secuencias publicadas, sélo 6 carecen de
la reversién en la posicion 16301 (polimorfismo
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Fig. 2. Filogenia de D4h3a5, basada en secuencias completas.

C16301T), las cuales corresponden a individuos
auto-identificados como tehuelches. En este trabajo
se presentan dos nuevas secuencias pertenecientes
aD4h3ab: la ya mencionada PSC003, que posee el
polimorfismo ancestral C16301T y una secuencia
perteneciente a un miembro actual de la comunidad
selk'nam (Rio Grande, Argentina), que posee el
polimorfismo derivado T16301C. La variabilidad
dentro del clado puede observarse en la tabla 1
y Fig. 3. En la Fig. 3 se incluyen las reversiones
inferidas en 16241 y 16362 correspondientes
a tres muestras antiguas de Garcia-Bour et al.
(2004). Vale la pena recordar que la integridad
de algunas de las secuencias publicadas en ese
trabajo ha sido correctamente criticada por Bandelt
(2005), por lo que la ausencia putativa de 16241
y 16362, polimorfismos nodales de D4h3a, deben
ser consideradas con precaucion.

La presencia de este clado esté restringida
al sur de Argentina y Chile. A diferencia de
otros clados patagénicos como D1lg o C1bl3,
con representacion tanto en el norte como en el

sur de Patagonia, D4h3a5 aparece con mayor
frecuencia en el sur de Patagonia, el hallazgo de
este linaje en menores latitudes como la region
de Los Lagos, Maule y Santiago en Chile y Rio
Negro en Argentina, puede ser explicada por
los cambios ocurridos en tiempos histéricos,
incluyendo migraciones recientes hacia los centros
de atracciéon econdémica. Emperaire en su clasica
obra “Los némades del mar”, relata céomo las
mujeres kaweskar solian embarcarse junto a
loberos provenientes de Chiloé, y partian rumbo
al norte (Emperaire, 2002). Es interesante destacar
la alta representacién que este clado tiene entre
los kaweskar (46%) y entre los tehuelches (27%),
mientras que entre los yamanas desciende al 9%
y entre los huiliches sélo representa el 2% (de
Saint Pierre et al. 2012a). También es notable
la restriccion del polimorfismo C16301T dentro
de D4h3ab, descripto hasta el momento sélo en
a grupos tehuelches y en PSC0003, mientras
que el resto de los casos reportados, presentan la
mutacioén derivada T16301C (Fig. 3).



127

0T0Z '|p 12 eBRIO| =] ‘$,00Z ‘|0 12 Inog-elolen) =a ‘g()(0g ‘| 12 0Batad =p ‘0T0Z ‘| 72 O[Iqog =2 ‘ofeqex) 152 =q ‘eg[()g ‘|0 12 211dld Juleg ap =e

‘0Ban ] [op eltal |

L ‘TemnieN euolsiH ap [euotoeN oasny NHNIA ‘‘uUa[Iy)D) earHeluy A sauefeSely :DVAN ‘@[yD ([HD ‘018aN oIy :gNYH ‘Zni ejueg :7Dg ‘many) :NHD ‘eunuably :Oyy
"00RIB025 ULBLIO U epeseq plsa sonbijue sojsai sof exed pepioiule ap ugreudise anb ejuend Us 1aUa] "2JUeUOp [2p BOIUJY PePIIUaPL 2] RWLIOJUL @S

sisajuaied ug ‘pepiedo] ] eisy| as 2[quodsip ejsa opuend A ‘exjsanul e] ap eouauaAoid ap (2[IyD) ap 0sed [2 Ua) ugibal o (eurjuaBiy ap osed [ ua) eouinoid A sted eorput oG

PRIMER GENOMA MITOCONDRIAL EN RESTOS HUMANOS DE LA COSTA DE SANTA CRUZ, ARGENTINA

e Yv991-2€091 (euewrer) sweyiy ouend ‘OVAN [HO C9€9T SVEIT TIEIT T¥E9T ¥ECIT €229T 1G091 €TCA
e YPG991-2€091 (euewer) sweyiyy opend ‘OVAN IHO C9€9T SVEIT TIEIT T¥g9T VEZIT €229T TS091 0T®A
e YvS991-2€091 (resisameyy) seuary epund ‘OVAIN IHO C9€9T gveEIT TT1E9T T¥g9T €229T 19091 LOY
e YPG991-2€091 (ressameyy) seuary epund ‘OVAN IHO C9€9T ZVEIT TIEIT T¥E9T €229T TS091 140!
e YPS991-2€091 (revjsamey]) seuary ejund ‘WA THO G9€9T gvEIT TIEIT T¥g9T €229T 19091 €0
e YPS991-2€091 (ressamey) seuary eund ‘OVAN IHO C9€9T ZVEIT TIEIT TYg9T €229T 1G091 40!
2 P6€9T-8G191 (resjsameyy) safereN ‘o1d * VAN IHO C9€9T SVEIT TIEIT €2291 01d
} 28€91-G5091 zn1) e 2p enan) ‘OVAIN [HO C9€9T SVEIT TIE9T TVE9T €291 80 dI A 10dI
} 28€9T-G5091 [ 2Mepy [eued ‘DA [HO C9€9T SVEIT Tvg9T €2291 01dI
2 P6€91-8G191 (weuyj2S) NHNIW SveIT T¥29T €2291 1vd
2 P6€9T-8GT9T (resjsamey) streH -old ‘OVAIN THO SVEIT TYg9T €2291 694
e YPS991-2€091 (revjsamey]) seuary exund ‘WA THO 61591 29€9T VEIT Tvg9T €229T 19091 1951
e YPS991-2€091 (ressamey) seuary eund ‘OVAN IHO 61G9T 29€9T SVEIT T¥g9T €229T 1G091 80
q 69591-V2091 (weu_y[2g) apuein) oy 4dL DUV C9€9T SVEIT Tvg9T €229T TS091 c0 1S
P 69591-¥2091 OSVILNVS 3d VNVLITOdOYLINW IHO C9€9T SVEIT T¥e9T €691 16091 I¥L891rd
p 69591-72091 SOOVTSOT IHO C9€9T ZVEIT Tvg9T €229T TS091 0vL891rd
p 69591-v2091 dINVIAL IHO C9€9T gvEIT Tvg9T €229T 19091 6€L891rd
e YPS991-2€091 (yoning) ©3s0Q) g 2p uenp ues ‘SOOVT SOT HO C9€9T ZVEIT TYg9T €229T TS091 80TH
2 69591-92091 AN OV C9€9T gVvEIT Tvg9T €229T 19091 PIINYGV
e 69591-¥2091 (eydeny2]) eey) [4 A epuopay ewoT ‘NHD DUV C9€9T ZVEIT TYE9T €229T 19091 AL G
e 69991-V2091 (eydreny2]) ereyD [4 A epuopay ewio ‘NHO DUV C9€9T SVEIT Tvg9T €229T TS091 60d1
q 69591-¥2091 SOIRUOISI| UOpeueR) ‘ZOS DYV C9€9T SVEIT TOEIT T¥E9T €229T 1G091 €000sd
e 69591-v2091 (eydreny2]) erey) [4 A epuopay ewioT ‘NHD DUV C9€9T ZVEIT TOEIT T¥E9T €229T TS091 GOTY2L
e 69591-v2091 (eyRENY21) BIey) [ A epuopay ewo ‘NHD DYV C9€9T gvEIT TOEIT T¥g9T €229T 19091 ScSUeL
e 69591-V2091 (eydreny2]) eey) [4 A epuopay ewio ‘NHD DUV C9€9T ZVEIT TOEIT TYEIT €229T TS091 €eueL
e 69591-92091 (eyoreny2]) ey [4 A epuopay ewoT ‘NHO DUV C9€9T gVEIT TOEIT T¥g9T €229T TS091 0cyeL
e 69591-¥2091 (eydeny2]) eyey) [4 A epuopay ewioT ‘NHD DUV C9€9T SVEIT TOEIT TYEIT €229T 1G091 62421
e 69991-V2091 (eyReNY2]) BIeyD [ A epuopay ewo ‘NHD DYV C9€9T ZVEIT TOEIT T¥g9T €229T TS091 LgUeL
eIy einoe| ap oBuey [BIOUBPa20Id IDYS ©] @p 010adsal [AHY U@ Sowsy.loujod al

‘Gecyp(J Ope [ se[qeudise serouandag ‘T ejqe]



128

D4h3a

‘:] Continente vertiente atlantica
‘:‘ Continente vertiente pacifica
- Region insular

J.MOTTlI et al.

16512 16241rev

— 16051 {} 16301rev G 16311 + 16234 —@)

16362rev

Fig. 3. Red de haplotipos correspondientes a D4h3a5. Mutaciones en RHVI que definen a D4h3a: 16223,
16241, 16301, 16342, 16362. Se supone la presencia de 16051 en aquellos haplotipos donde el rango
de lectura no alcanzé esa posicion. La regién insular incluye a Punta Arenas y Puerto Natales.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El individuo cuyos restos se hallaron en CM,
posee un linaje mitocondrial nativo americano y
mas precisamente un subhaplogrupo propio del sur
de Patagonia. Este, denominado D4h3a5, ha sido
descripto anteriormente en localidades ubicadas en
el interior continental o en la vertiente pacifica (ver
Tabla 1y Fig. 1). La presencia de este linaje también
en la costa atléntica patagénica es coherente con la
informacion etnogréfica que da cuenta de la movilidad
de los grupos habitantes de esta regién (Martinic,
1995), asi como también con los datos arqueoldgicos
referidos a la presencia en la costa de materias primas
provenientes del interior (Caracotche et al. 2005;
Cruz et al. 2010), y con los datos bioarqueoldgicos
que senalan una dieta del tipo terrestre en la costa de
Santa Cruz (Suby et al. 2009).

Recientemente fue publicada la secuencia
mitocondrial completa de un nifio Clovis,
proveniente del oeste de Montana en Estados
Unidos de América, la cual corresponde al haplotipo
nodal para el hg D4h3a (Rasmussen et al. 2014).
El subhaplogrupo descripto en Patagonia Austral,
D4h3ab, deriva directamente de la secuencia nodal
y difiere de la misma por cuatro pasos mutacionales.
El hecho de que derive directamente de la secuencia
nodal vy no de otro subhaplogrupo situado en
la ruta intermedia entre América del norte y el
extremo austral, da cuenta de la rapida expansiéon
de los grupos humanos durante el poblamiento
de América, ya que esto implica que no hubo un
tiempo de pausa, donde tuviera lugar la fijacién de
mutaciones. Al respecto creemos pertinente aclarar

a qué nos referimos con el término “rapida”, ya que
es un término ambiguo que puede llevar a distintas
interpretaciones; en términos moleculares la tasa
de mutacién, ain la mas veloz propuesta en base a
estudios filogenéticos (Howell et al. 2003), requiere
en promedio de casi 2.000 afios para la adicién de
un paso mutacional, por tanto “rapido” en términos
de la historia evolutiva de los linajes moleculares,
puede diferir significativamente de dicho concepto
en términos de la historia humana.

Retomando el trabajo de de Saint Pierre et
al. (2012a), la evidencia mitocondrial con la que
contamos actualmente para Patagonia sefiala,
por un lado, que las poblaciones que poblaron
este territorio venian siguiendo la ruta pacifica
y, por otro que existe una continuidad entre los
primeros pobladores y los grupos aborigenes
actuales. En este contexto, podemos asumir que
lo sefalado por Borrero (1994-1995) respecto de
la posibilidad de que en el poblamiento del espacio
patagonico, tuvieran lugar fenémenos de extincién
y reemplazo poblacional, podria ser entendido
como fenémenos de extincion locales y que los
espacios vacantes habrian sido repoblados por
otros grupos de regiones aledanas, muy préximos
genéticamente a sus predecesores. De ser asi, no
seria posible identificar mediante el analisis del ADN
mitocondrial, la extincién de metapoblaciones. El
grado de resolucién que ofrecen dichos estudios,
si permite por el momento descartar la llegada de
nuevas poblaciones colonizadoras provenientes del
ambiente extra-patagdnico. Asi es posible reconciliar
el modelo propuesto desde la arqueologia que se
centra en una microescala regional, con el modelo
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propuesto desde la genética, que hace foco en
escalas geograficas mas amplias.

En el caso de D4h3a5, su antigtiedad
estimada es menor a la de los otros subhaplogrupos
patagénicos, 9.900 afios AP (de Saint Pierre et al.
2012a) y su restriccién al sur de Patagonia-Tierra del
Fuego permite proponer un origen atn posterior,
en el seno de la poblaciéon que atravesé los Andes
y se instal6 en la vertiente atlantica de la Patagonia.
Este modelo se apoya también en la distribucion
del haplotipo ancestral (sin la reversion 16301),
descripto en PSC0003 y en tehuelches actuales.
De esta manera, se propone como hipétesis que
la diferenciacion de D4h3a5 habria tenido lugar
en la vertiente atlantica de Patagonia Austral,
desde donde se habria dispersado posteriormente
hacia Tierra del Fuego y las regiones de Ultima
Esperanza, Magallanes y Antértica chilena. Futuras
investigaciones que permitan ampliar nuestro
conocimiento sobre la variabilidad mitocondrial de
Patagonia Austral, contribuiran a discutir, mejorar o
reformular esta hipétesis.
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