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Capitulo 1
Introduccioén

La siguiente Tesis de Licenciatura es parte del proyecto “Variabilidad en los Paisajes
Arqueoldégicos en el Paralelo 499” dirigido por el Dr. José Luis Lanata. El mismo tiene como objetivo
general conocer la variabilidad del registro arqueoldgico a través de la perspectiva del paisaje y a
partir de ello discutir la dindmica de las diferentes poblaciones que habitaron el area (Lanata et al.
2008). Su tema principal es la aplicacién de técnicas moleculares y el estudio de diferentes
marcadores genéticos a restos esqueletales procedentes del Museo regional Rosa Novak (Pto. San
Julidn), Prov. de Santa Cruz, Argentina. Nos interesa en primera instancia, determinar si las muestras
analizadas pertenecen a alguno de los haplogrupos mitocondriales amerindios descriptos por otros
investigadores y, en segundo lugar, asignar molecularmente el sexo a los individuos muestreados, ya
que dicha informacion es de gran importancia arqueoldgica y bioantropoldgica. Los resultados
obtenidos seran comparados con otras investigaciones para verificar si son concordantes con las
distribuciones esperadas de los haplogrupos mitocondriales propuesta por otros para la region. El
analisis de la distribucidon de los linajes maternos a través del espacio patagénico ha sido utilizada
para estudiar procesos evolutivos, migratorios, relaciones entre poblaciones, de ancestria entre
grupos extintos e inferir los posibles procesos demograficos que atravesaron las poblaciones
humanas en el pasado, los cuales son de gran utilidad para estudiar la dindmica de la dispersién en las
Américas y el poblamiento de diferentes espacios en particular. Asi podrd ser posible comenzar a
modelar y analizar los procesos demograficos y evolutivos que pudieron atravesar las poblaciones y
Sus consecuencias en su acervo genético, capaces ademads de influir en su dindmica cultural. También
se realizara una revisidn bibliografica sobre los trabajos que hayan utilizados ADN antiguo y su
incumbencia en los estudios prehistéricos y en las distintas tematicas arqueoldgicas, exponiendo sus
limites y alcances, a fin de sintetizar la informacion existente sobre el tema y sus posibilidades de

explicacion en la arqueologia.

Siguiendo estos lineamientos, esta tesis se divide en dos: en la primer parte trataremos los
antecedentes relacionados con la utilizacién de marcadores moleculares en genética de poblaciones y

ADN antiguo, dando cuenta de su historia y de sus diferentes aplicaciones en antropologia bioldgica y
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en arqueologia. También se realizara una revision de la utilizacion de los mismos, sus alcances y
limitaciones, en estudios de poblamiento americano, compardndolo con la informacion obtenida de
otras disciplinas. En la segunda parte, se trataran los temas relacionados con la extraccion,
amplificacidon y caracterizacion del ADN extraido de piezas dentales arqueoldgicas. También se
realizara un resumen de los protocolos existentes en el trabajo con ADN antiguo, teniendo en cuenta

sus caracteristicas y dificultades particulares, y los utilizados en esta tesis.

1.1 Especificacion del tema elegido.

Tradicionalmente, la arqueologia ha centrado sus investigaciones en tratar de comprender y
explicar la diversidad cultural de las poblaciones pretéritas y, describir y explicar los procesos que
incentivan los cambios culturales (Shennan 2000, 2002). Para alcanzar tales metas se ha valido de la
construccion de secuencias culturales elaboradas mayormente sobre bases tipolégicas. Estas fueron
tomadas muchas veces como un reflejo directo de las poblaciones “vivientes” del pasado, como de
mediciones y comparaciones de los rasgos ambientales existentes en las distintas regiones. Esto,
entre otras cosas, permitia dilucidar la influencia que el medio pudo tener en las adaptaciones de las
diferentes culturas, y el papel del mismo como agente desencadenante del cambio cultural (Binford

1988, Dincauze 2000).

Estas vertientes tedricas —que aun siguen siendo mayoria- utilizaron como unidad de andlisis
tanto los artefactos, para disefiar las secuencias culturales, como el registro paleoclimatico y
geomorfoldgico, para reconstruir los ambientes pretéritos en los cuales se desenvolvieron las
poblaciones humanas (Dikov 1987, Morlan 1987, Goebel 1999). Pero pocas veces se ha tomado en
cuenta la influencia de los factores demograficos y la dindmica de las poblaciones como un factor
causal importante, tanto del cambio, como de las diferencias culturales de las poblaciones (Shennan
2000, 2002, Lanata 2009). Una de las formas para estudiar este tipo de cambio y la inter-relacidon
entre factores tanto culturales como genéticos, dentro de las corrientes neo-darwinianas, es la teoria
de la herencia dual (Cavalli Sforza y Feldman 1981, Boyd y Richerson 1985, Durham 1991). Esta puede
ayudarnos a investigar diferentes problematicas que son dificiles de abordar desde el registro
arqueoldgico —i.e. migraciones, movimientos poblacionales, patrones demograficos y relaciones entre
poblaciones. La descendencia con modificacidon puede ocurrir de generacidén en generacién cuando se

realiza un intercambio de informacion y puede producirse por diversos factores. Dicha informacion

2
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puede ser tanto cultural -memes- como genética -genes. Si bien esta informacion es de diferente
indole, muchas veces puede estar relacionada (Smith 2000 y Shennan 2002). En ambos casos la
modificacién puede darse por procesos microevolutivos (mutaciones, flujo génico, deriva o seleccién

natural).

El analisis de este tipo particular de registro, el ADN, se constituye en una herramienta vdlida
para abordar dicho problema, ya que permite estudiar la dindmica de las poblaciones y los factores
demograéficos que las afectan (Ginther et al. 1993, Stone y Stoneking 1993 y 1998, Villablanca 1994),
como una linea complementaria a las investigaciones tradicionales para tratar estas tematicas

(arqueoldgica, lingliistica y bioantropoldgica).

1.2 Relevancia del tema.

En las ultimas tres décadas, la antropologia bioldgica comenzd a utilizar datos moleculares en
sus intentos por responder interrogantes especificos; entre ellos las historias y trayectorias de la
dispersion global de nuestra especie asi como sus migraciones internas y su evolucién en el sentido
mas amplio. Actualmente, la mayoria de la informacién de la Antropologia Genética o Molecular
proviene del ADN de poblaciones humanas actuales y en menor cantidad, estudios realizados
utilizando ADN antiguo (Jones 2003). Esta nueva linea de investigacion puede denominarse de
diferentes maneras -i.e. Antropologia Genética, Antropologia Molecular- y cuando las muestras son
arqueoldgicas, Arqueogenética, dando por sentado que ademas se la integra con la informacion
procedente de esa disciplina. La Arqueogenética ha sido propuesta como un nuevo campo disciplinar
y marco tedrico, dentro de la genética de poblaciones (Renfrew et al. 2000). Este tipo de
investigaciones son importantes dado que integra diversas especialidades y disciplinas permitiendo
asi aplicar y analizar diferentes lineas de evidencias que estudian la evolucion humana (Kaestle y

Horsburg 2002, Hummel 2003).

Los estudios paleogenéticos probaron ser utiles en diversas problematicas de dificil y/o
ambigua resolucién en el registro arqueolégico. Como ejemplo; se establecieron filiaciones y se
reconstruyeron procesos demograficos y evolutivos entre distintas poblaciones extintas, se

determinaron procesos de domesticacion de plantas y animales, se realizaron reconstrucciones
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climaticas, se identificaron especies extintas y no extintas en el registro arqueoldgico, se analizaron
los patrones culturales relacionados con el acceso a recursos, y se aplicaron a paleo-diagndsticos de
parasitos o microbios relacionadas con la salud y la paleoepidemiologia de distintas poblaciones -ver
detalles en O’Rourke 2000, Kaestle y Horsburg 2002-. A su vez, también fueron utilizadas para
modelar el origen del género Homo, su dispersion global y la relaciéon con el Homo neanderthalensis y

sapiens (Krings et al. 1999, Ovchinnikov et al. 2000, Krings et al. 2000, Green et al. 2010).

Recientemente, desde la Arqueogenética, se han disefiado diferentes protocolos y
metodologias a fin poder extraer ADN de restos esqueletales de manera exitosa, sin correr riesgos de
contaminacion (Cooper y Poinar 2000, O'Rourke 2000, Hofreiter et al. 2001, Poinar 2003, Pdabo et al.
2004, Carnese et al. 2010), e integrarlos interdisciplinarmente. Los mismos han sido aplicados en
diferentes contextos e investigaciones, demostrando su factibilidad y su importancia para el analisis
de poblaciones extintas (Lalueza et al. 1997, Stone y Stoneking 1998, Demarchi et al 2001, Keiser-
Tracqui et al. 2003, Crespo et al. 2009, Carnese et al. 2010, Rasmussen et al. 2010).

Muchos estudios clasicos en arqueologia, en relacién al poblamiento americano, han hecho
hincapié en problematicas tales como la relacién entre poblaciones y su evolucién y adaptaciéon a
diferentes ambientes, posibles rutas migratorias y tiempo de arribo al continente, procesos
demograficos que atravesaron y su distribucidn por los distintos ambientes (Yi y Clark 1985, Butzer
1988, Meltzer 1992, Dillehay 1999 y 2000, Fiedel 2000, Goebel et al. 2008, etc.). Pero por las mismas
limitaciones que posee el registro arqueoldgico, su grado de integridad y preservacién -que en ciertas
areas y/o rangos temporales puede ser muy bajo-, ha sido dificil contestar los interrogantes
mencionados. Otros investigadores han tratado de explicar el proceso de poblamiento en Sudamérica
y, particularmente su extremo sur, a través de los hallazgos de sitios tempranos y la construccién de
tipologias basadas en puntas de proyectiles (Politis 1991, Dillehay 2000, Borrero 2001a, Pearson
2004), tratando de rastrear este proceso y unir histdrica, biolégica y tecnolégicamente a los primeros
pobladores del Cono Sur con aquellos que ingresaron al continente inicialmente. Todos se han
enfrentado con las mismas limitaciones mencionadas anteriormente, en cuanto a la calidad, cantidad,
resolucion e integridad de la informacién disponible en el registro arqueoldgico con fechas
tempranas, y la metodologia para establecer dichas comparaciones (Politis 1991, Pearson 2004). Las

discontinuidades y fragmentariedad del registro arqueoldgico puede deberse a un problema de
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muestreo o explicarse por la dindmica del proceso de dispersidon de una poblacion y por su entrada a
un nuevo espacio, lo que podria dar lugar a cuellos de botella y eventos del tipo de efecto fundador,
lo cual puede haber afectado las caracteristicas demograficas, tecnolégicas y bioldgicas de dichas

poblaciones (Lanata 1996, Borrero 2001a y b, Pearson 2004).

Diferentes investigadores han analizados marcadores genéticos tanto de poblaciones actuales
como precolombinas -i.e. Torroni et al. 1992, Horai et al. 1993, Ginther et al. 1993, Bailliet et al. 1994,
Merriwether et al. 1994, Kolman et al. 1995, Fox et al. 1996, Monsalve et al. 1996, Ribeiro-Dos-Santos
et al. 1996, Easton et al. 1996, Lorenz y Smith 1996, Bonatto y Salzano 1997a y b, Stone y Stoneking
1998, Moraga et al. 2000, Schurr 2004, Carnese et al. 2010- para estudiar cdmo pudo darse éste
proceso y dar cuenta de tdpicos como: a) dispersion general, b) rutas y nimero de migraciones, c)
areas geograficas y recursos disponibles con los cuales pudieron estar en contacto los primeros
colonos, d) cronologia de los eventos migratorios, y €) minima poblacidn viable de la migracién. Se ha
utilizado en pocas ocasiones (Fox et al. 1996, Lalueza et al. 1997, Demarchi et al. 2001, Crespo et al.
2009, Carnese et al. 2010) la aplicacién de técnicas moleculares (ADN antiguo y/o arqueogenética)
sobre restos arqueoldgicos del territorio argentino para el estudio del poblamiento y demografia.
Hasta ahora, ninguno de ellos ha sido realizado en su totalidad en laboratorios de nuestro pais. Su
desarrollo local puede ser de mucha utilidad para resolver diferentes interrogantes arqueoldgicos y
para el inicio de trabajos con ADN antiguo. Los datos genéticos pueden integrarse
multidisciplinariamente y formar parte de investigaciones arqueoldgicas, ya que dichos datos forman

parte, en Ultima instancia, del propio registro arqueolégico dejado por las poblaciones prehistdricas.
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Capitulo 2
Estudios de ADN

2.1 Caracteristicas del ADN.

Como sabemos, las células son las unidades basicas de todos los organismos vivos. Estan
formadas por el nucleo celular y varias organelas, entre ellas las mitocondrias. En el nucleo celular se
encuentra el acido desoxirribonucleico (ADN), que es una macromolécula con una estructura de
doble hélice, la cual ha sido heredada de nuestros ancestros. El ADN codifica para todos los rasgos
genéticamente determinados de los organismos vivos y a su vez transmite esa informacion a la
descendencia (Cavalli-Sforza 1993). Puede verse como un lenguaje quimico, en donde su sentido esta
contenido en una secuencia de simbolos o letras. Dentro del lenguaje genético existen cuatro
simbolos. Estos son nucledtidos formados por tres moléculas bioquimicas distintas: bases, azucar y
fosfatos. Con el azlcar y los fosfatos como soporte de la molécula, la misma se conforma con una
sucesion de cuatro nucleétidos, estos son la Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) y Timina (T). Esos
cuatro elementos estan dispuestos juntos en una larga cadena que constituye el ADN y son siempre

complementarios, A con Ty C con G (Cavalli-Sforza 1993).

Al conjunto de ADN presente en el nucleo celular se lo denomina genoma y esta dividido en
estructuras llamadas cromosomas. Dentro del genoma hay un nimero exacto de cromosomas que
suele ser el mismo para cada especie. El humano posee 23 pares de cromosomas, 22 pares son
autosémicos que se distinguen de los cromosomas X e Y, que definen el sexo de los individuos. Las

mujeres tienen un par de cromosomas X y los hombres tienen un cromosoma X y un cromosoma Y.

Dentro de los cromosomas estan contenidos los genes, que tienen una ubicacién especifica
en ellos. Lo que llamamos “gen” es un segmento de ADN que tiene cierta funcién particular y suele
estar formado por varios cientos de nucledtidos colocados en un orden especial. Siempre estan las
cuatro mismas letras basicas, pero su secuencia cambia en cada segmento y determina la funcion de
cada gen. El conjunto de todos cromosomas contiene aproximadamente 30.000 genes. Existen entre
los individuos de la misma especie diferencias en la secuencia nucleotidica presente en los genes.

Esas variantes de un gen se denominan alelos. Estas variaciones suelen producirse cuando la célula se
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divide. El ADN es copiado a cada célula hija recibiendo el conjunto completo de instrucciones. Debido
a la complementariedad de las bases nombradas anteriormente, la secuencia deberia quedar
idéntica. Este mecanismo de divisién celular y copia de ADN se conoce con el nombre de mitosis, en
el caso de células somaticas. Las células encargadas de generar a las gametas (espermatozoide y
ovulo), se llaman germinales y son generadas por el proceso de meiosis que incluye la reduccién del
nimero de cromosomas a la mitad. En estas células germinales esta contenido el ADN que
combinado formara al nuevo individuo. Este proceso es lo que posibilita que cada persona posea su
propio y Unico acervo genético, el cual ha sido heredado de sus padres. Cada ser humano posee un

Unico y caracteristico genoma, con variaciones y recombinaciones (Cavalli-Sforza 1993).

Ambos procesos (mitosis y meiosis) son exactos, pero pueden ocurrir errores ocasionales
llamados mutaciones, definidas como el cambio, la pérdida o la ganancia de algunos de los
nucledtidos en la secuencia de ADN. Estos cambios se producen al azar dentro de la molécula de ADN
y generan polimorfismos, que son los que los bioantropdlogos analizan para comparar poblaciones.
No se comparan las diferencias de un individuo a otro, sino que se comparan las frecuencias génicas

de los alelos de distintos genes a nivel poblacional.

Ademas del ADN nuclear existen en la células humanas, dentro de sus mitocondrias, el
llamado ADN mitocondrial (ADNmt de ahora en mas), cuyo estudio resulta muy util para los andlisis

de filiacién poblacional dada su herencia exclusivamente materna que detallaremos mas adelante.

2.2 Historia de los estudios de ADN.

Las primeras investigaciones en poblaciones humanas modernas se dedicaron a realizar un
reconocimiento detallado de diversos marcadores genéticos. Anderson y colaboradores publicaron
por primera vez la secuencia completa del genoma mitocondrial humano (Anderson et al. 1981),
revisada luego en 1999 (Andrews et al 1999). Meses después, fueron descubiertos los microsatélites
del ADN -también llamados cadena de repeticiones cortas o STR- (Hamada et al. 1982) dando lugar a
su utilizaciéon actual para genotipificar individuos, que luego fue denominado “huellas digitales
genéticas”. Paralelamente, Jeffreys y colegas (1985) reconocieron e identificaron los patrones de

minisatélites de ADN como Unicos en cada individuo humano, estableciendo la posibilidad real de
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identificar individuos a través de estos marcadores. En 1986, Wainscoat y col. (1986) lograron por
primera vez extraer fehacientemente ADN nuclear para estudios filogenéticos. En 1987 utilizando
muestras de sangre de poblaciones actuales de diferentes partes del mundo, se estudié el ADNmt
para trazar la filogenia femenina a través de los continentes. Utilizando diferentes analisis estadisticos
y tratamientos numéricos, propusieron que el origen de la humanidad podria estar en el continente
africano (Cann et al. 1987). Tiempo después, estos postulados se transformaron en lo que
actualmente se considera la “Hipétesis de la Eva Africana o mitocondrial” (Figura 2.1). Fue el primer

trabajo en su clase que permitié modelar con esta metodologia los origenes de la humanidad.
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Figura 2.1. Filogenia mitocondrial realizada por Cann et al. 1987 a partir de muestras actuales. Notese que la
mayor divergencia se observa en poblaciones de origen africano, lo cual indica mayor profundidad temporal de
estas poblaciones en comparacion con cualquier otra.

En el campo del ADN antiguo los trabajos pioneros comenzaron en la década de 1980.
Inicialmente, un grupo de investigadores chinos comprobaron que el ADN podia preservarse en
tejidos corporales antiguos (Human Medical School 1980). Al mismo tiempo, diferentes
investigadores publicaron el primer trabajo con resultados exitosos de la extraccién de ADN de tejidos
conservados. El espécimen elegido fue el Quagga, un linaje extinto perteneciente a la familia de las
cebras (Higuchi et al. 1984). El mismo afio, pero esta vez estudiando la especie humana, Pdabo (1984)

demuestra la presencia de ADN en un infante momificado egipcio de 2.600 afios A.P. Siguiendo la
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misma linea de investigacion, se logré extraer material genético de otra especie extinta, esta vez fue
el turno de un mamut, también dando resultados positivos (Johnson et al. 1985). Un evento crucial en
los estudios de genética y en la investigacion de ADN antiguo fue la invencién de la reaccidn en
cadena de polimerasa -PCR de aqui en mds- permitiendo amplificar y copiar los segmentos de ADN
gue se desee, segln el interés de la investigacion, de forma mas sencilla y sensible que las demas

técnicas moleculares que se venian aplicando (Saiki 1985, Mullis y Faloona 1987).

En 1989 Hagelberg y col. (1989) logran la primera extraccion y amplificacién de ADN
procedente de huesos arqueoldgicos, lo cual representd un verdadero quiebre para la antropologia
debido a que los restos esqueletales, tanto humanos como animales, son uno de los elementos que
mayormente se conservan en el registro arqueoldgico y, a su vez, pueden ser la fuente del material

genético que posee la mejor conservacion con el paso del tiempo (Lassen et al. 1994).

Estos primeros intentos en aplicar nuevos métodos en la investigaciéon del ADN antiguo
fueron puestos en practicas en diferentes tipos de materiales, muestras y tejidos, variando el éxito de
los mismos (Herrmann y Hummel 1994), pero sirvieron como base para las investigaciones de los
anos subsiguientes, desarrollando nuevas metodologias y técnicas que permitieron los resultados que
actualmente se pueden obtener de muestras antiguas y degradadas con diferentes intereses
cientificos para diversas disciplinas. Las mismas herramientas y metodologias son utilizadas en
escenas de crimenes (Hocmeister et al. 1995, Schneider y Neuhuber 1996, Foster y Eberspacher 1999,
Laderer et al. 2001), identificacion de victimas de desastres en masa (Clayton et al. 1995, Goodwin et
al. 1999), identificacidon de restos humanos desconocidos (Ginther et al 1992, Clayton et al. 1995,
Corach et al. 1995, Whitaker et al 1995, Goodwin et al. 1999), y personajes historicos (Gill et al. 1994,
Stoneking et al. 1995, Jehaes et al. 1998, Weichhold et al. 1998, Stone et al. 2001). Otros objetivos de
los andlisis de ADN antiguo son la conservacién bioldgica y genética de animales y especimenes de
museo (Persing et al. 1990, Cooper 1992) para muestrear su diversidad genética a través del tiempo.
También se utiliza en aplicaciones médicas (Krafft et al. 1997, Asenbauer et al. 1998, Smith et al.
2000). Existe un aumento significativo de los estudios genéticos relacionados con poblaciones
actuales, histéricas y arqueolégicas en temas tan diversos como la identificacion de restos (Ginther et
al 1992), la determinacion de sexo (Stone et al. 1996, Faerman y Bar-Gal 1998), identificacion de

especies animales y vegetales (Hulbert et al. 1990, Burger et al. 2000), acceso y presencia de recursos
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(Speller et al. 2005, Weinstock 2005, Larson et al. 2007, Storey et al. 2007), procesos de

domesticacion de planta o animales (Fernandez et al. 2006, Marin et al. 2007a), reconstrucciones

paleo ecoldgicas (Barnes et al. 2000) y parentesco (Hummel et al. 1999).

2.3 Marcadores biparentales utilizados en genética de poblaciones.

Se denominan marcadores biparentales a aquellos que se heredan de ambos padres

siguiendo un patrén mendeliano. Originalmente analizados por técnicas clasicas (como la

aglutinacion, electroforesis, etc.) hoy reemplazadas por el analisis de los genes que los codifican. Los

mas utilizados en genética de poblaciones y bioantropologia son:

a)

b)

Grupos sanguineos: los genes que codifican para las diferentes proteinas que determinan el
grupo sanguineo ABO estan localizados en el cromosoma 9. Las diferencias mundiales en las
frecuencias de los grupos sanguineos ABO estan actualmente consideradas como respuestas
inmuno genéticas diferenciales de los individuos que poseen dichos alelos a enfermedades
infecciosas, o bien, por incompatibilidad fetomaterna. Aparte de los grupos ABO existen otros
grupos sanguineos que pueden emplearse en los andlisis poblacionales, siendo los mas
importantes aparte de los grupos ABO, Rh, Diego y Duffy (Daniels 1995).

STRs autosdmicos: son secuencias no codificantes de repeticiones cortas -Short Tandem
Repeat-, también llamadas habitualmente microsatélites. Estan distribuidas en todo el
genoma humano. Se estima que conforma aproximadamente un 20% del genoma total. Esta
caracterizada por repeticiones de los mismos nucledtidos -entre dos y seis pares base. Estan
presentes en todos los cromosomas, incluyendo los sexuales. Son utilizados, entre otras
cosas, para la investigacion forense y para la identificacion de individuos -huellas dactilares
genéticas. No es muy utilizado en investigaciones de ADN antiguo debido a que necesita
muchas cantidades de muestra para ser una herramienta significativa a la hora de realizar
estudios poblacionales. A su vez, no se conoce aun de forma detallada cdmo ocurren los
eventos mutacionales y su periodicidad, debido a que es recombinante, por lo que es muy
dificil realizar calculos de coalescencia certeros.

Sistema HLA: el complejo de histocompatibilidad mayor (CHM) fue descubierto hace mas de
cincuenta anos (Klein 1986). Se encuentran en el cromosoma 6. Con el advenimiento de la
PCR se logré determinar su estructura, nombrandola como moléculas de clase | y clase Il

Contiene aproximadamente 224 loci, dentro de los cuales se encuentran los genes de
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d)

antigenos leucocitarios humanos -HLA, por sus siglas en inglés-. Son genes extremadamente
polimdrficos y tiene la funcién de intervenir en la respuesta a agentes patégenos.
Actualmente se conoce que dichos genes estdn expuestos a constantes presiones de la
seleccién natural, ya que son los encargados en realizar multiples funciones para el sistema
inmunoldgico y resistir enfermedades infecciosas (Meyer y Thompson 2001). Estos
polimorfismos suelen ser bastante especificos en nimero y posicién, dando lugar a poder
determinar diferentes haplotipos en cada uno de ellos. Esto también dio lugar a pensar en los
HLA como buenos indicadores de diferentes tipos de procesos adaptativos que estarian
seleccionando la presencia-ausencia o mantenimiento de esos polimorfismos (Meyer vy
Thompson 2001). Existen diferentes alelos, y los mas importantes que fueron oficialmente
llamados HLA-A, HLA-B y HLADRB1, pero fueron descubiertos muchos mas con el paso de los
afios. Los genes de HLA constituyen una particular combinacion de diferentes alelos o
haplotipos, que poseen un alto grado de polimorfismo y estan siendo ampliamente utilizados
en el campo de la antropologia y la genética de poblaciones debido a sus remarcables
diferencias de distribucién haplotipicas entre las diferentes poblaciones y areas geograficas,
ya que las mismas permite estudiar posibles diferentes procesos por los que pudieron pasar
diferentes poblaciones (Casado et al. 2002, Tsuneto et al. 2003).

SNP’s autosémicos: conocido como polimorfismo de un solo nucledtido -single nucleotide
polymorphism- es una variacién en la secuencia de ADN que afecta a una sola base. Los SNP’s
forman hasta el 90% de todas las variaciones genémicas humanas y aparecen cada 100 a 300
pares bases en promedio, a lo largo de todo el genoma humano. Dos tercios de los SNP
corresponden a la sustitucion de una citosina por una timina. Los SNP se consideran una
forma de mutacion puntual que ha sido suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse
en una parte significativa de la poblacién de una especie. Estos polimorfismos se encuentran
en todos los cromosomas, tanto en los autosdmicos como en los sexuales y también dentro
de ADNmt -para una completa revisiéon, ver Cann 2001. En la actualidad, su utilizacion es
comun en ambitos forenses (Lessig et al. 2005), pero también se ha utilizado para investigar
el origen y la dispersién del género Homo (Rosenberg et al. 2003), en investigaciones
antropoldgicas (Seldin et al. 2007) y en relacién a temas de salud y enfermedad de la

poblacién (Shastry 2002).
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e)

Amelogenina: es un gen de simple copia localizado en la posicidn Yp11.2 del cromosoma Y
con su homodlogo en la regién Xp22.3-p.22.1 del cromosoma X. El gen codifica para una
proteina que regula el esmalte dental. Debido a que es dimdrfico, posee diferente cantidad
de pares base en cada uno de los cromosomas en los que estd presente. Dicho marcador se
utiliza en casos forenses y es de gran importancia en arqueologia, ya que permite sexar
individuos sin la necesidad de poseer todas las partes esqueletales determinantes
anatomicamente del sexo. En este caso, su tamafio en cromosoma Y es de 112 pares de bases
y de 106 pares de bases en cromosoma X. Comparando los tamafios de los fragmentos
obtenidos de su amplificacion se puede realizar un sexado de las muestras que uno esté

analizando.

2.4 Marcadores uniparentales utilizados en genética de poblaciones.

Dentro de los marcadores biparentales, los mas utilizados en genética de poblaciones, y

bioantropologia son:

a)

NRY: el cromosoma Y posee regiones recombinantes y no recombinantes. En las no
recombinantes hay representados polimorfismos que representan haplotipos, ya que no
tiene un homologo en el cromosoma X. Se hereda Unicamente por via paterna, ya que el
cromosoma Y es exclusivo del sexo masculino y aportado Unicamente por el padre.
Actualmente se utiliza para reconstruir toda la filogenia masculina de una poblacion. Ha sido
utilizado para la identificacion de personas en casos forenses y de paternidad, pero
actualmente su mayor utilidad esta en el campo de la genética de poblaciones.

ADN mitocondrial: el ADNmt es un pequeifio genoma de configuracidon circular. Posee
diferentes regiones, dentro de las cuales las mds importantes para los estudios poblacionales
son las no codificantes -llamadas también regién control. Es heredada sélo de parte materna
ya que son las mitocondrias presentes en el évulo las Unicas que pasan al feto en el momento
de la concepcién. Al ser heredado sélo por via materna, puede ayudarnos a reconstruir toda
la filogenia femenina de una poblacién. En el capitulo siguiente se profundizard sobre este
marcador genético, ya que es el mas utilizado para estudios poblacionales y el que se

investigard en este trabajo.
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Capitulo 3

El ADNmt y su estudio en poblaciones americanas

Como ya sefialamos, las mitocondrias son organelas localizadas en el citoplasma celular
presentes en las células eucariotas. Estan repartidas en todas las células de los organismos, tanto
vegetales como animales. Su numero varia dependiendo de la célula. Poseen una pequefia cantidad
de ADN y tienen como funcidn, intervenir en procesos bioquimicos relacionados con la generacidn de
energia, en la forma de ATP -fosforilacion oxidativa-, para el correcto funcionamiento celular. Una de
las principales caracteristicas es la de poseer un sistema genético propio. Cada mitocondria contiene
entre dos y diez moléculas de ADN y a su vez, cada célula puede contener cientos de mitocondrias,
con lo que el numero de copias de este genoma en cada célula puede oscilar entre 1000 y 10.000

dependiendo del érgano y/o tejido.

3.1 Teoria biolégica sobre el origen de las mitocondrias.

Las mitocondrias tienen muchas semejanzas con las bacterias. Pueden destacarse la forma y
el tamafio, la presencia de ADN circular en la matriz mitocondrial, su reproduccién por fisidon binaria,
asi como el proceso de respiracién que llevan a cabo, el cual es semejante al que presentan actuales
bacterias aerdbicas. En base a estas caracteristicas, diferentes investigadores (i.e. Margulis 1976)
llegaron a proponer la teoria endosimbionte del origen de las mitocondrias. A lo largo de esta historia
en comun, la mayor parte de los genes presentes en el ADNmt han sido trasferidos al nucleo celular,
de tal manera que la mitocondria no es viable fuera de la célula huésped y ésta no puede serlo sin la
mitocondria. También este hecho influye en la generacidon de nuevas mitocondrias. Las mitocondrias
no se generan ni se sintetizan nunca de novo, sino que siempre surgen por crecimiento y division de

otras ya existentes.

3.2 Regiones del ADNmt.

El ADNmt, al igual que los bacterianos, es una molécula circular, cerrada y de doble hélice,
con un tamafio aproximado de 16.570 pares bases. La secuencia completa y la organizacién de todo el
genoma mitocondrial fue publicada por primera por Anderson et al. (1981) y fue conocida como

secuencia de referencia de Cambridge, pero revisada y modificada en 1999 (Andrews et al. 1999). Las
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cadenas complementarias tienen una proporcion de nucleétidos C y G muy diferente, por lo que su
peso molecular difiere. Existe una hebra rica en bases puricas, que es llamada cadena pesada o H —
heavy-, y una cadena complementaria rica en pirimidinas conocida como cadena liviana o L -light. La
cadena que se representa por convencidén y sobre la que se realiza la numeraciéon del genoma

mitocondrial es la cadena L, que va de 1 a 16569.

El ADNmt presenta una gran economia y su informacién esta muy compactada, se disponen a
continuacién uno al lado del otro sin tramos intermedios no codificantes y algunos incluso llegan a
solaparse. Posee 37 genes. Las demds proteinas necesarias para las mitocondrias estan codificadas
por genes nucleares, se sintetizan en el citoplasma y son transportadas posteriormente al interior de
la mitocondria. Aproximadamente el 10% del ADNmt es no codificante -1.2 kb- y es conocido como
region control. Contiene fundamentalmente los promotores de la transcripcion de ambas cadenas, el
origen de la replicacién de la cadena pesada y secuencias de regulacién (Anderson et al. 1981). La
region control tiene la caracteristica de ser muy polimérfica y presenta dos regiones hipervariables, la
region hipervariable 1 (HVR I) y la regién hipervariable 2 (HVR Il). Se extienden desde la posicién
16024 hasta la 16569 y desde la 1 hasta la 576. Adicionalmente, posee una regién control muy
pequeina llamada V y otra llamada citocromo B, en donde su secuencia es caracteristica de cada

especie.

Dentro del restante ADNmt se encuentran diferentes polimorfismos, los cuales son
caracteristicos de ciertas poblaciones y regiones geograficas. El estudio y reconocimiento de dichos
polimorfismos es utilizado en la actualidad para realizar filiaciones y filogenias maternas de diferentes

grupos humanos (Schurr 2004).

3.3 Herencia del ADNmt humano.

La utilizacién del ADN mitocondrial en estudios poblacionales se basa fundamentalmente, en
gue éste, a diferencia del ADN cromosdmico o nuclear, se hereda Unicamente por via materna, sin
recombinacién genética. En el momento de la concepcidon, las mitocondrias presentes son las
pertenecientes a la madre, ya que las paternas presentes en el espermatozoide no ingresan al évulo

(Cavalli-Sforza 1994, Hummel 2003), sélo las mitocondrias femeninas contribuyen al desarrollo del

16



Estudios de ADNmt y su estudio en poblaciones americanas

nuevo individuo y su mapa genético. Es por este hecho que todos los miembros del linaje materno

mostraran el mismo ADNmt.

En 1980, a través del analisis de polimorfismos de secuencia mediante RFLPs, se observo en
una filogenia que la progenie siempre presentaba la variante materna (Giles et al. 1980). Estudios
posteriores confirmaron que las mitocondrias del esperma son selectivamente destruidas en el oocito
(Sutovsky et al. 1999 y 2000, Walker y Awadalla 2001). Sin embargo, investigaciones ulteriores han
dado a conocer la posibilidad de la heredabilidad del ADNmt paterno (Zsurka et al. 2005 y 2007). Si
bien fueron reconocidos varios casos de heteroplasmias (Kraytsberg et al. 2004), dichos estudios han
llegado a la conclusién de que el porcentaje de ADNmt paterno no superaba el 0,7 % del ADNmt total
presente en los individuos estudiados. Sin embargo, otros investigadores (Bandelt et al. 2005) han
minimizado estos resultados debido a problemas metodoldgicos y de contaminacion. Todo esto ha
llevado a concluir en que la aportacién de ADNmt de parte paterna y/o la recombinacién de la misma
son casos aislados y extremadamente extrafios. La herencia materna del ADNmt aun puede ser
considerada como la normal, de manera que todos los individuos de un mismo linaje materno
exhiben la misma secuencia del ADNmt (salvo en casos excepcionales en presencia de heteroplasmia
o mutaciones puntuales a nivel germinal). La herencia uniparental del ADNmt y su naturaleza

haploide son las grandes ventajas de este genoma.

3.4 Tasa de mutacion del ADNmt.

La tasa de mutacién en cualquier genoma depende de la velocidad en que surgen y se fijan las
mutaciones en los linajes, permitiendo introducir una escala temporal en la evolucién molecular y asi
construir estimaciones temporales sobre el ancestro comun mas reciente entre dos linajes, en otras

palabras, estimar el tiempo de divergencia entre ellos.

En lo que respecta al ADNmt, estudios comparativos entre las secuencias de ADN de
diferentes organismos revelaron que la velocidad de sustitucion de nucledtidos durante la evolucion
ha sido de cinco a diez veces mayor en los genomas mitocondriales que en los nucleares (Brown et al.
1979, Brown et al. 1982). Esta tasa de mutacion puede deberse a la gran cantidad de radicales libres
gue son generados debido a la gran actividad metabdlica que realizan las mitocondrias, ya que dichos

radicales pueden poseer efectos mutagénicos.
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Puede decirse que la tasa de mutacion depende de dos procesos: la frecuencia con la que
surgen nuevas mutaciones en la molécula y la probabilidad de que estas nuevas mutaciones se fijen
en la poblacién -tasa de fijacidn. Inicialmente, la tasa de mutacidn estimada para la regidn codificante
es de 2% a 4% por millén de afios (Cann et al. 1987, Stoneking et al. 1990) excepto la region control,
en donde la tasa de mutacion es mayor. Para estimar la tasa de mutacion pueden utilizarse diferentes
metodologias: a través del estudio de pedigries o a través de la filogenia, por lo cual puede haber

diferentes resultados para la tasa de mutacion en relacion a la utilizaciéon de uno u otro método.

Otras estimaciones filogenéticas basadas en comparaciones intra o interespecificas han
proporcionado tasas mas similares entre si y por lo general inferiores a las obtenidas en estudios e
investigaciones realizadas por observaciones directas de mutaciones familiares (Ward et al. 1991,

Stoneking et al. 1992).

De todas maneras, es importante tener en cuenta los diferentes niveles de estabilidad que
poseen cada una de las diferentes regiones. En el caso de ADNmt, existen posiciones dentro de la
region control conocidas como “puntos calientes” -hot spots- en donde diferentes estudios han
demostrada que su tasa de mutacién es cuatro o cinco veces mayor que la media (Pakendorf et al.
2005). Por este motivo es mds practico realizar investigaciones desde la metodologia filogenética, ya
gue abarcan periodos evolutivos mucho mas amplios en donde las estimaciones obtenidas terminan
reflejando valores promedios de todas las posiciones del ADNmt y puede agregarse la estimaciéon de

la tasa de mutacion de los “puntos calientes” (Sigurgardottir et al. 2000).

3.5 Caracteristicas del ADNmt y su utilizacion en estudios
poblacionales.

Dada la herencia del ADNmt, todos los miembros de grupos relacionados compartirian
secuencias mitocondriales semejantes, haplogrupos con variantes menores que constituyen
haplotipos. Por definicidén, un haplogrupo o grupo haplotipico, es un conjunto de haplotipos que tiene
en comun un cierto polimorfismo o mutaciones que son consecuencia de un estado de parentesco

genealdgico (Schurr 2004).
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Como producto de estos cambios, las diferencias genéticas emergen mas rapido, por lo que
se puede calcular cuando dos poblaciones se separaron a partir de un antecesor comun (tiempo de
coalescencia), proporcionando una dimensidon temporal para estudiar la evolucién de las poblaciones,
convirtiéndose en un reloj molecular. Se parte de la hipdtesis de que el nimero de mutaciones que
diferencian a dos individuos aumenta a razén del tiempo transcurrido desde el ultimo antepasado
comun. El reloj de ADNmt puede potencialmente medir el tiempo transcurrido desde que dos o mas
poblaciones se separaron a partir de un ancestro comun (Cann 2001, Kaestle y Horsburgh 2002,
Hummel 2003, Jones 2003, Schurr 2004). Esta sencilla relacion entre la divergencia evolutiva medida
entre las dotaciones genéticas de distintas especies/individuos y el tiempo que ha tardado en
acumularse se ha podido estudiar y es la base del reloj molecular, utilizado para calcular los tiempos
de evolucidon a partir de las diferencias observadas entre dos organismos y para realizar sus
correspondientes arboles evolutivos. Al estudiarlas se puede hacer un arbol genealdgico basado en el
criterio de que dos individuos que difieran poco genéticamente tienen ascendientes comunes mas
proximos en el tiempo que aquellos que poseen una mayor diferenciacién en su acervo genético.
Puede utilizarse en estudios a nivel poblacional debido a que posee las siguientes caracteristicas:

v/ Las mutaciones se acumulan secuencialmente a través de la radiacion de los linajes maternos.

v" La variacidn se correlaciona altamente con el origen geogréfico y étnico de las muestras
existentes. Las nuevas mutaciones aparecen y pueden transmitirse espacialmente por la
migracion femenina.

v" Todos los ADNmt provienen de un Unico linaje materno indicando un origen comun para las
poblaciones humanas actuales (Cann 2001, Foster 2004). Debido a esto, puede estimarse el
tiempo de separacién de una migracion o separacion poblacional -tiempo de coalescencia-, su
posible lugar de procedencia, su proximidad genética con otras poblaciones que estén
analizadas y asi inferir los posibles procesos que afectaron la distribucion haplotipica y su

demografia -efectos fundadores, cuellos de botella o deriva.

3.6 Genética del ADNmt y la utilizacién de sus caracteristicas en el
poblamiento americano.

En la actualidad se han investigado y desarrollado diferentes modelos y calculos para estimar

la cantidad de olas migratorias, la cronologia de la llegada y los procesos que atravesaron las
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poblaciones (o la poblacién) que ingresaron al continente americano (Ballinger et al. 1992, Ginther et
al. 1993, Horai et al. 1993, Stone y Stoneking 1993, 1998, Baillet et al. 1994, Bonatto y Salzano 1997a,
1997b, Lalueza et al. 1997, Schurr y Wallace 1999, Schurr 2004, entre otros). Todas estas
investigaciones se basan en el hecho de la existencia de haplogrupos reconocidos mediante RFLP o
bien, haplotipos reconocidos mediante secuenciacion de la regién HVR | y Il. Algunos de esos
haplogrupos de origen asiatico tienen haplotipos presentes sélo en poblaciones Amerindias. Dichas
caracteristicas son puntos de mutacién -cambios en la secuencia de los nucledtidos base-, lo cual ha
permitido reconocer diferentes haplogrupos mitocondriales. Estas mutaciones estdn presentes en

diferentes sectores codificantes del ADNmt (Figura 3.1).

Hae 111633

126 rRNA

Hine 1113269

Mitochondrial
DNA

Alu |-
6176

C0{| lys tRNA

9-bp deletion
Figura 3.1. Puntos de mutacién caracteristicos para cada haplogrupo amerindio.

En América existen cuatro haplogrupos mayoritarios definidos por RFLP (largo del fragmento
polimérfico de restriccion). A cada haplogrupo amerindio le corresponde un polimorfismo en
particular del ADN mitocondrial. Los mismos pueden definirse a través de enzimas de restriccion

mediante la técnica de RFLP como -ver Stone y Stoneking 1998, Schurr 2004- (Tabla 3.1):

Haplogrupo Enzimas de restriccidn y lugares de corte.
A Ganancia de sitio de corte en la posicién 663 para la enzima Haelll
B Delecion de 9 pares bases en la region COlll/tRNA
C Pérdida de sitio para la enzima Hincll en posicidon 13259
D Pérdida de un sitio de corte para Alul en posicién 5176

Tabla 3.1. Enzimas de restriccion y lugares de corte de los haplogrupos mitocondriales amerindios.
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El ADNmt ha sido ampliamente estudiado en poblaciones nativas americanas actuales, por lo
que se pueden establecer comparaciones con restos antiguos a fin de recrear los posibles procesos
demogréficos que atravesaron las poblaciones prehistdricas. Por estas razones, en este trabajo se

intentara reconocer en restos esqueletales estos haplogrupos mitocondriales.
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Capitulo 4

Metodologias moleculares aplicadas
en contextos arqueoldgicos

Segln Herrmann y Hummel (1994) y Kaestle y Horsburgh (2002) los estudios en restos
humanos pueden aplicarse teniendo en cuenta diferentes niveles de andlisis. El mds simple de todos
los niveles es el individual, donde los estudios de ADN antiguo se utilizan para determinar sexo,
reasociar restos esqueletales desarticulados, rastrear enfermedades y también para identificar
antepasados o descendientes (Stone et al. 1996; Gerstenberger et al. 1998, entre otros). Estos
ultimos casos pueden presentar dificultades cuando alguno de los linajes maternos o paternos se ha
perdido, ya que se pierde la conexidén genética que establecen dichos marcadores imposibilitando la
identificacion genealdgica. Para su resolucién suelen utilizarse marcadores nucleares —STRs-, pero no
siempre estan disponibles en muestras muy antiguas. Otro nivel son los estudios de filogenia para
identificar lineas maternas o paternas con mayor profundidad temporal. Individuos de un mismo sitio
0 region mostraran su relacién genética dependiendo de la cantidad de generaciones y eventos
mutacionales ocurridos. Este nivel se refiere a grupos pequenos, mas amplios que los familiares. Se
ha sugerido muchas veces que los grupos cazadores-recolectores tienen bajos valores de diversidad
genética debido a su pequefio tamafio poblacional por el accionar de la deriva genética. Esos niveles
de diversidad sugieren que es posible distinguir herencia comdn y patrones de residencia. Sin
embargo, estudios de la regién hipervariable del ADNmt de diferentes poblaciones no han
demostrado una reduccién marcada de la diversidad cuando se la compara con grupos modernos
(Kaestle 1998, Stone y Stoneking 1998, Malhi 2001). El nivel mas utilizado arqueolégicamente es el
poblacional, en donde se puede estudiar movimientos poblacionales prehistdricos y resolver
interrogantes acerca de la continuidad o reemplazo poblacional. Debido a que la variacidén genética es
heredada de generacién en generacidn, las poblaciones modernas deberian tener frecuencias génicas
similares al de grupos arqueoldgicos, cuando los mismos estén emparentados. Si las frecuencias son
diferentes no serian grupos cercanos y sus diferencias podrian deberse probablemente a la accién de
mecanismos microevolutivos o que se trata de grupos diferentes. Algunos marcadores genéticos
tienen una distribucion geografica limitada la cual puede estar indicando relaciones ancestrales en

alguna de las escalas nombradas anteriormente.
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4.1 Utilizacién en restos no humanos.

Muchos estudios prehistéricos tienen como interés reconstruir el medio ambiente en el cual
las poblaciones humanas se desarrollaron y vivieron. Entender el ecosistema en el cual las
poblaciones existieron puede proveer herramientas para entender las adaptaciones culturales al
medio, como la adquisicién de comida, materias primas, movimientos estacionales, etc. Las
reconstrucciones ambientales tipicas se realizan identificando la flora y fauna en los sitios
arqueoldgicos e infiriendo a través de las caracteristicas de estas especies presentes y sus hdbitats
preferidos, cobmo podria haber sido el ambiente en el momento en que las mismas fueron
depositadas en el sitio arqueoldgico, ya sea por agentes humanos o no. Desafortunadamente, muchas
veces es dificil realizar estas identificaciones a través del registro arqueoldgico debido a su
fragmentacién, descomposicion y meteorizacion (Gobalet 2001). Ademas, puede ocurrir que
diferentes especies no relacionadas, pero morfolégicamente similares, tengan hdabitats comunes,
complicando aun mds su reconocimiento. Muchas veces, determinar estas especies es vital para

realizar cualquier tipo de reconstruccién paleoambiental.

Diferentes investigadores han logrado este cometido (Barnes et al. 2000, Speller et al 2005)
identificando genéticamente diferentes especies, reconstruyendo de esta manera los diferentes
habitats preferidos por las mismas, y por ende, el paleoambiente existente en los sitios arqueolégicos

correspondientes.

4.2 Utilizacion en la investigacion de practicas culturales.

En los Ultimos anos se han comenzado a aplicar metodologias moleculares a fin de reconstruir

ciertos rasgos de las practicas culturales pretéritas. Los principales aportes han sido:

e Investigacion de movimientos poblacionales estacionales: con la identificaciéon de
especimenes y/o muestras provenientes del registro arqueoldgico se puede reconstruir el
ambiente local prehistérico y por medio del mismo se puede discernir patrones de movilidad
estacional. Si es posible asegurar que los restos organicos estan presentes sélo en alguna

estacion especifica y son recolectados Unicamente en cierta época del afio, -i.e. especies de
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aves migratorias- un uso no permanente de ciertos espacios puede ser inferido (Kaestle y
Horsburgh 2002).

Investigacion en procesos de domesticacion de plantas y animales y del tipo de dieta: la
meta de muchos estudios de ADN antiguo es la identificacion de las especies animales y
vegetales presentes en los sitios arqueoldgicos, lo cual también informa sobre el caracter
dietario de las diferentes poblaciones o grupos que dieron origen a ese registro arqueolégico
(Barnes et al. 2000). Este tipo de estudios ha hecho hincapié en problematicas como especies
elegidas o preferidas para la caza (Butler y Bowes 1998), estudiar procesos de domesticaciéon
de plantas y animales (Brown et al 1994, Bailey et al. 1996) y distinguir qué animales han sido
los cazados y cuales los domesticados a fin de inferir el aporte de cada una de estas especies
en la dieta (Loreille et al. 1997). Uno de los temas de mayor interés arqueoldgico en casi todo
el mundo ha sido el estudio, documentacidn y descripcion del proceso de domesticacion de
diferentes especies de plantas y animales por parte de los seres humanos. Si bien ha habido
diferentes acercamientos y marcos tedricos en estos temas de investigacion (Redman 1990)
siempre ha sido dificil interpretar en el registro arqueoldgico las especies y los cambios
acaecidos en las mismas por el proceso de domesticacién. Actualmente diversos
investigadores han abordado el tema a través de enfoques moleculares para diferenciar y
reconocer las especies que comenzaron a ser domesticadas en tiempos prehistéricos por
parte de diferentes grupos humanos en diferentes partes del mundo. En América través del
estudio de marcadores genéticos se pudo comenzar a estudiar este proceso en diferentes
especies de camélidos diferenciando genéticamente las especies domesticadas y salvajes
(Kadwell et al. 2001, Marin et al. 2007b, Marin et al. 2008) y también en importantes recursos
vegetales (Besnard y Beville 2000, Burke et al. 2002, Matsuoka et al. 2002, Allaby y Brown
2003, Clark et al. 2005, Blanca et al. 2007, Lia et al. 2007), tratando de diferenciar y rastrear
sus distintas variedades y posibles lugares de origenes y momentos de domesticacién.
Investigacion de estratificacidon social: dentro de los diferentes tépicos en la investigacién
prehistdrica, uno de los mas importantes en toda la historia de la arqueologia ha sido la
emergencia de la diferenciacidn y estratificacidn social. A través del analisis de las diferentes
especies de pescado consumidas, Speller y colaboradores (2005) han llegado a proponer una
adquisicion diferencial de especies de salmdnidos en poblaciones de la costa noroccidental de

Canada solamente consumida por algunos individuos de grupos Lillooet hacia el 1500 BP. Esta
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estratificacion econédmica también fue avalada por los restos arqueoldgicos encontrados en el
sitio.

e Investigacion en restos de artefactos: los instrumentos de piedra han sido identificados
como fuentes de los cuales extraer ADN antiguo. En un esfuerzo por investigar dicha
posibilidad se han realizado estudios de cardcter experimental a fin de poder recuperar
vestigios de ADN de diversos tipos de herramientas (Kimura et al. 2001), pudiéndose
amplificar de manera exitosa restos de ADN. Siguiendo la misma linea de investigacion, se
logré verificar en otros experimentos, que dichos restos de ADN eran resistentes a varios
tipos de lavados (Shanks et al. 2001), sugiriendo de esta manera que los vestigios presentes
en los artefactos liticos son recursos posibles de estudiar a través de las técnicas de ADN
antiguo.

e Investigaciones en restos de coprolitos: este tipo de vestigio ha sido utilizado para
reconstruir la dieta de las poblaciones arqueolégicas identificando varias especies de plantas
y animales que fueron consumidas por humanos e identificar sus haplogrupos mitocondriales
(Poinar et al. 2001). También se ha utilizado para realizar un sexado de dichos restos (Sutton
et al. 1998).

e Investigacion en otros restos bioldgicos: como se menciond anteriormente, el ADN antiguo
ha sido empleado para identificar diferentes restos biolégicos de significacién cultural. Varios
investigadores, en proyectos experimentales, han logrado recuperar ADN de plantas de
vasijas aztecas (Burger et al. 2000), identificar flora antigua (Rollo et al. 1994) y recuperar
ADN de pictogrifos, ya que en el mismo se utilizé grasa animal para preparar los pigmentos
(Reese et al. 1996; Mawk et al. 2002).

e Investigacion de animales como datos proxy de movimientos poblacionales humanos: el
ADN extraido de los restos de animales presentes en los sitios arqueoldgicos ha sido utilizado
para trazar movimientos poblacionales prehistéricos. Los grupos humanos usualmente
manipulan especies animales o vegetales, ya sea por domesticacion o transporte. En
diferentes investigaciones se ha comenzado a estudiar el movimiento de estas especies
(Matisoo-Smith et al. 2001 a y b) y sus caracteristicas en cuanto a la colonizacién de nuevos
ambientes.

¢ Investigacion de enfermedades y decesos por las mismas: las técnicas de ADN antiguo han

comenzado a utilizarse en los patrones de mortalidad prehistdrica. Diversos procesos
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infecciosos pueden dejar marcas esqueletales dificiles de identificar. Algunos patégenos han
podido ser identificados en restos arqueoldgicos (Salo et al. 1994, Braun et al. 1998), llegando
a la conclusién de que la enfermedad conocida como tuberculosis (Mycobacterium
tuberculosis) podria haber estado presente en América antes de la llegada de los espanoles.
También ha sido utilizada esta metodologia para estudiar epidemias histdricas, como el virus
de la influenza (Taunbenberger et al. 1997), la histéricamente conocida como “peste negra”
que azotd Europa en el siglo XIV (Raoult et al. 2000, Drancourt y Raoult 2002) y la lepra
(Taylor et al. 2000).
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Capitulo 5
Estudios de poblamiento americano

5.1 Antecedentes arqueoldgicos.

La dispersion del Homo sapiens en América dispone de un vasto nimero de lineas de
investigacion de diversa indole (Turner Il 1986, Nichols 1990, Meltzer 1992, Horai et al. 1993, Bonatto
y Salzano 1997a y b, Goebel 1999, Fiedel 2000 entre otros) los que contemplan distintos enfoques e
informacidn de diverso tipo. Diferentes arquedlogos han remarcado que dicha tematica, por su
complejidad y envergadura, debe ser tratada desde una perspectiva multidisciplinaria ya que
atraviesa y puede ser encarada desde distintos campos, tanto de la arqueologia, como los de la
genética, la linglistica y la antropologia bioldgica. El proceso de dispersion humana en las Américas
no puede ser comprendido de manera integral desde una sola dptica y/o con la informacion generada
uni-disciplinarmente (Clark et al. 2004, Schmitz 2004, ver Lanata et al. 2008). En realidad, es un tema
de investigacion en el cual deben confluir el aporte de un sinnumero de disciplinas, cada una de ellas,

aportando su informacion y limitaciones (Lanata com. pers. 2009).

Originalmente este tema ha sido considerado como un tépico de interés mayoritariamente
arqueoldgico. Las primeras investigaciones académicas fueron a comienzos del Siglo XX. Inicialmente,
Ales Hrdlicka logrd reunir durante varias reuniones el consenso entre diferentes investigadores (sobre
todo arquedlogos, bidlogos e historiadores). Su resultado fue la conclusién de que las Américas
habian sido ocupadas tardiamente y sélo por el hombre moderno unos 5.000-6.000 afios antes del
presente (Hrdlicka 1920). En 1926, en Nuevo México, se descubrieron junto a un esqueleto de un
bisonte gigante extinto las puntas de proyectiles llamadas posteriormente Folsom. En afios siguientes
diferentes arquedlogos y antropdlogos demostraron la coexistencia hace 10.000 afios de humanos y
animales —megafauna- que se creia extintas en la “era del hielo”. En la década siguiente, nuevos
hallazgos de otras puntas de proyectiles muy similares, también asociadas a especies extintas —en
este caso un mamut- fueron hechos también en Nuevo México, cerca de Clovis, el cual seria el
nombre otorgado a estas nuevas puntas de proyectiles. El descubrimiento de las puntas Folsom y
Clovis entre 1920 y 1930 en toda Norteamérica mostrd la asociacién de puntas de proyectiles y fauna

extinta de bisontes y mamuts respectivamente. Esto permitié reflexionar sobre la profundidad
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temporal de la ocupacidn inicial de las Américas y dejé en claro que los humanos modernos ya
estaban presentes en las postrimerias de la ultima glaciacidn, hacia fines del Pleistoceno. A partir de
alli, diferentes investigadores, sobre todo gedlogos, comenzaron a sugerir la posibilidad de que el
poblamiento pudo haber sido posible a través de una via terrestre desde Asia por medio del estrecho
de Bering. La posible aparicién y desaparicion de un puente terrestre continuo entre Alaska y el
noreste siberiano podria estar supeditada a los diferentes ciclos glaciares y a la oscilacién del nivel del

mar que acompafio la constante inestabilidad climatica de la transicion Pleistoceno-Holoceno.

Los diferentes hallazgos de puntas de proyectiles asociadas con edades pleistocénicas se
conocieron en todo el continente americano. Estas puntas de proyectiles se comenzaron a considerar
las mas antiguas del continente, teniendo la peculiaridad de estar asociadas a especies de fauna
extinta. Diversos investigadores, sobre todo en Sudamérica, comenzaron a realizar hallazgos de
puntas similares, que fueron bautizadas con el nombre de “cola de pescado”, y que se encontraron en
algunos casos en asociacion con caballos extintos (Bird 1938). A partir de la década de 1950, la
posibilidad de realizar fechados radiocarbdnicos demostré que la antigiiedad de dichas puntas
superaba muchas veces los 10.000 AP, llegando las puntas Clovis a obtener fechados de contexto
cercanos a los 11.200 A.P. Haynes (1966) fue el primero que infirié a través de estos descubrimientos
una imagen de la colonizacidon humana inicial en América. Propuso que la “gente Clovis” fueron los
primeros habitantes del continente, y que sus ancestros eran habitantes del noreste de Asia
especializados en la caza de grandes mamiferos, que cruzaron el estrecho de Bering a pie y se
dispersaron por todo el continente. Esta postura fue retomada afos posteriores por Martin (1973),
culminando en el disefio del modelo de poblamiento americano que postulaba que la “gente Clovis”
eran grupos especializados en la caza de grandes animales extintos; los que habian sido perseguidos
por todo el continente hasta su extincién, poblando asi todo el espacio. Pronto las puntas Folsom y
Clovis se convirtieron en el emblema del paradigma arqueoldgico llamado “Clovis First” (Clovis
primero) a partir de la década de 1980. Segun este, Clovis era la Unica imagen aceptable de los
primeros pobladores americanos, cualquier sitio o resto arqueoldgico tenia que ser posterior a él para

ser aceptado.

Esta tecnologia fue asociada automaticamente a los primeros humanos en ingresar al

continente, y asi fue considerada la primera cultura. Ella fue caracterizada como perteneciente a
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grupos cazadores recolectores especializados en grandes mamiferos extintos, con un conjunto litico
disefiado para esta tarea. Implicitamente, se los veia como grupos bien adaptados a su medio y a las
diferentes presiones ambientales que proponia el medio ambiente (Martin 1973). Los sitios
arqueoldgicos atribuidos a la cultura Clovis tienen un rango temporal acotado entre los 11.200 y
10.500 rcybp. Esta imagen comenzd, en afios posteriores, a desmoronarse ya que nuevos hallazgos de
sitios tempranos en toda América demostraron que la dispersidén por el continente y las adaptaciones

de los primeros grupos humanos fueron mucho mas complejas de lo que se creia.

La investigacidn arqueoldgica moderna ha puesto énfasis en establecer los posibles lugares de
procedencia de los primeros migrantes, la fecha en la cual se realizé dicha migracién y la forma en la
que esta migracion fue posible, dando lugar y generando la polémica conocida como “Clovis vs. pre-
Clovis”. (Adovasio et al. 1983, Lynch 1983, 1991a, b y ¢, 1992, Politis 1991, Bryan y Gruhn 1992,
Meltzer 1992, Adovasio 1993, Whitley y Dorn 1993, Hoffman y Graham 1998, Dillehay 1999 y 2000,
Fiedel 2000, Schmitz 2004, Tankersley 2004). A través de la comparacion tipolégica de los conjuntos
artefactuales liticos del Este y el Oeste de Bering se intentd establecer el momento, lugar de
proveniencia e ingreso de las primeras poblaciones dentro del continente (Morlan 1987, Dikov 1987,
Stanford 1991, Hoffecker et al. 1993, Goebel 1999). Si bien, las industrias del Paleolitico Superior del
noreste de Asia han sido consideradas como evidencia arqueoldgica directa de los origenes asiaticos
de los nativos americanos por similitudes tecnoldgicas con conjuntos del Nuevo Mundo (Morlan
1987, Dikov 1987, Stanford 1991, Hoffecker et al. 1993, Goebel 1999), diversos autores han
remarcado las dificultades que tiene este tipo de método para trazar posibles filiaciones
poblacionales (Yiy Clark 1985, Clark 1991, Adovasio 1993, Fiedel 2000, Bever 2001, Dumond 2001). A
esta problematica se suma el hecho de la imposibilidad de obtener fechados concretos de todos los
conjuntos artefactuales, ya que muchos de ellos constituyen hallazgos aislados, y ademas en muchos
de los casos no se cuenta con contextos datables (Yi y Clark 1985, Kunz y Reanier 1994, Tankersley
2004). La falta de contextualizacidn y asociacién (Yi y Clark 1985, Bever 2001) y los procesos de
formacion naturales que dieron origen a la mayoria de los sitios arqueoldgicos en cuestion (Yi y Clark
1985, Butzer 1988, 1991, Driver 1998, Bever 2001) también han sido remarcados, junto su falta de
visibilidad arqueoldgica (Butzer, 1988, 1991, Adovasio 1993). A pesar de estos problemas, la
informacidn arqueoldgica es compatible con una migracién de poblaciones con origen en el Norte de

Asia durante el ultimo maximo glaciar (Morlan 1987, Dikov 1987, Stanford 1991, Goebel 1999,

31



Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

Dumond 2001), con posibilidad de que hayan existido varios eventos migratorios. Recientemente, se
ha propuesto una posible conexion Atlantica con el conjunto artefactual europeo denominado
Solutrense (Stanford y Bradley 2000), pero la misma ha sido rechazada debido a problemas de indole

empirica y conceptual (Clark 2004).

Por su parte, otros (Politis 1991, Bryan y Gruhn 1992, Dillehay 1999 y 2000, Borrero 2001) han
tratado de explicar cdmo fue el proceso de poblamiento en el Sur del continente, la procedencia de
los primeros pobladores y su tiempo de arribo, a través de los hallazgos de sitios tempranos, y la
construccién de tipologias basadas en puntas de proyectiles (Pearson 2004), tratando de rastrear este
proceso y unir tanto histdrica como bioldgica y tecnolégicamente a los primeros pobladores del Sur,
con las poblaciones que ingresaron inicialmente al continente. Pero se han topado con las mismas
limitaciones existentes en el norte del continente, en cuanto a la calidad, cantidad, resolucion e
integridad de la informacidon disponible en el registro arqueoldgico con fechas tempranas, y la
metodologia para establecer dichas comparaciones (Politis 1991, Adovasio 1993, Pearson 2004).
Estos autores, han propuesto que dichas discontinuidades en el registro arqueolégico pueden
deberse a un problema de muestreo o explicarse por la dinamica del proceso de migracion y por la
entrada a un nuevo espacio, dando lugar a cuellos de botella y efectos fundadores, lo cual puede
haber afectado las caracteristicas demograficas, tecnolégicas y biolégicas de dichas poblaciones

(Borrero 2001, Pearson 2004, Lanata et al. 2008).

Es justamente en el extremo sur del continente donde la informacidon arqueoldgica
acumulada permite confirmar la presencia humana muy temprana, quizad hasta miles de afios antes
de la aparicion de Folsom-Clovis. Diferentes sitios arqueoldgicos en toda Sudamérica, en especial en
la Patagonia Argentina y Chilena —ver Tabla 5.1 en Apéndice de Tablas- se convirtieron lentamente en
testimonios que pusieron en duda el paradigma “Clovis primero” como primera cultura americana, no
sin tensiones académicas (Politis 2000). Diferentes propuestas han sido esbozadas en cuanto a como
podria haber sido el poblamiento del extremo sur del continente americano. Diversos autores han
remarcado las pocas investigaciones concernientes a modelar cémo pudo haber sido el poblamiento
de la Patagonia (Borrero 2001b). Esta fue estudiada sistematicamente por diversos autores con
diversos enfoques tedricos desde mediados del Siglo XX. Inicialmente, dentro de un enfoque

conocido como histérico cultural (Lanata et al. 2002) y basado en series tipoldgicas de artefactos
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liticos -sobre todo puntas de proyectiles- diversos investigadores llegaron a proponer el poblamiento
como un proceso continuo y gradual utilizando la nocidn de tradiciones culturales (Imbelloni 1947,
Menghin 1952, Gradin 1980, Orquera 1987, entre otros). Este proceso era visto como diferentes
grupos o “razas” que llegaban a la Patagonia. No se veia interrumpida la continuidad cultural, por
ende, tampoco la bioldgica. Las interrupciones en el registro arqueoldgico eran vistas como resultado
de cambios y de distintos origenes o “tradiciones”, manteniendo cada una su continuidad (Gradin et
al. 1979, Gradin 1980). Esta nocidn de continuidad fue remarcada como contradictoria por diversos
autores, ya que las discontinuidades del registro arqueoldgico incluian implicitamente como forma de

explicacion la nocién de reemplazo (Casamiquela 1970, Borrero 2001b).

El primer modelo de poblamiento de la Patagonia que buscé estudiar como podria haber sido
la dindmica poblacional que ingresé en el extremo sur del continente fue realizado por Borrero (1994-
1995). Dicho autor propuso un modelo ecolégico de utilizacidn del espacio, marcado por un ambiente
sujeto a constantes transformaciones de las barreras geogréficas presentes en el espacio, dentro del
cual se esperaban tres etapas de ocupacion; cada una explicando las diferentes caracteristicas del
registro arqueoldgico para los diferentes rangos temporales. La primera etapa estaria caracterizada
por ser exploratoria, representando los primeros momentos del poblamiento, con baja visibilidad
arqueoldgica, discontinuidad temporal e hiatos ocupacionales como reflejos de efectos fundadores -
pocos sitios correspondientes a etapas tempranas. La estructura de los recursos presentes no
permitiria un proceso continuo, por lo que es posible que haya habido extincién de poblaciones y
fracasos en el proceso de entrada a los nuevos ambientes, acompafiada con condiciones de
aislamiento geografico y baja demografia. La segunda etapa propuesta es la de colonizacién, en
donde comenzaria a presentarse una utilizacién del espacio mas regular y posibles interacciones
entre los diferentes grupos humanos. Se percibe un incremento en la variabilidad del registro
arqueoldgico. La tercera y ultima etapa se presenta como la ocupacion efectiva del espacio, la cual
refleja una mayor frecuencia de materiales y diferentes procesos de adaptacién a los ambientes
locales explotados mas asiduamente. De todas maneras, en ninguna de las etapas se percibe en el
registro arqueolégico un aumento demografico, explicado por el tipo de ambiente patagonico, el cual

posee poca capacidad de carga.
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Acompafiando estos planteos, otros autores han investigado el poblamiento inicial desde el
punto de vista econdmico (Politis et al. 1995), demostrando que los grupos cazadores recolectores
pleistocénicos no estaban especializados en la megafauna, sino que era un grupo de recursos poco
utilizado, contrastando con la visién tradicional de los defensores de la postura “Clovis primero”
(Martin 1973, Lynch 1983, 1991a, 1991b y 1992). En los afios posteriores, dentro de la discusion
alrededor de los sitios tempranos, las investigaciones sostuvieron que la circulacion de las
poblaciones podria haber estado disponible, en términos ecoldgicos-geograficos, a partir de los 14-
13.000 afios antes del presente (Borrero 1999). Diferentes autores comenzaron a discutir estas
problematicas desde otras fuentes tedricas (Ammerman y Cavalli-Sforza 1984, Boyd y Richardson
1985, Shennan 2000, Borrero 2001a y 2001b) relacionadas con la posibilidad de que exista una
continuidad bioldgica acompafiada con discontinuidades culturales y viceversa, ya que el cambio
ocurre con mucha mayor velocidad en el plano cultural que en el biolégico (Lanata 1996, Shennan
2000, Borrero 2001b). Diferentes investigadores comenzaron a poner un fuerte énfasis en la relacion
entre lo cultural y lo biolégico como forma de explicacién del poblamiento y de las propiedades del
registro arqueoldgico presente en la Patagonia (Miotti 1989, Borrero 1994, Borrero 2001a y b). Desde
el punto de vista tecnolégico estas inferencias han sido apoyadas por diferentes estudios en
artefactos liticos (Civalero y Franco 2003). Investigaciones recientes (Borrero 2001b, Civalero y Franco
2003, Miotti y Salemme 2003, Miotti 2003) han apoyado estas posturas, llegando a la conclusion de
qgue el modelo “Clovis primero” es insuficiente para explicar la gran variabilidad arqueoldgica en la
mayoria de los sitios tempranos del sur de Sudamérica, suponiendo que de ser asi, tendrian que estar
todos éstos en un contexto similar a la cultura Clovis. Es posible una situacion en la que haya habido
poblaciones anteriores a las aceptadas por el modelo “Clovis primero” y que no haya habido una
especializaciéon econdmica y tecnoldgica que priorizara la explotacién de fauna extinta, proponiendo
un poblamiento y ocupacidn del espacio compleja, no unidireccional, con posibilidad de extinciones
poblacionales, cuellos de botella y una baja demografia que podria haber persistido hasta tiempos
histéricos (Lanata 1996). Una estrategia de alta movilidad con la conformacién de pequefios grupos o

microbandas pudo haber sido una buena estrategia adaptativa en un ambiente como el de Patagonia.

Si bien la informacién arqueoldgica es de gran ayuda y ha aportado datos concisos sobre
fechados y cronologias de arribo y de la dispersién de las poblaciones, asi como también registro de

las primeras tecnologias y adaptaciones culturales a un medio ambiente cambiante, sélo estd
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aportando una parte del rompecabezas. Actualmente es posible realizar una integracion armédnica de
los datos arqueoldgicos con otras ciencias y disciplinas. Esta falta de interdisciplinariedad nos ha
llevado a una vision que ha tenido en cuenta como primera fuente de explicacidon sdlo la parte
cultural del problema en donde la importancia de la construccién y perfeccionamiento de los estudios
artefactuales, tafondmicos y cronoldgicos siguen primando. A su vez, siempre se ha priorizado lo mas
antiguo sobre lo moderno en cuanto a investigaciones arqueoldgicas, sin tener en cuenta que el
proceso de dispersién inicial y las adaptaciones tanto culturales como bioldgicas que se fueron
sucediendo luego estan intimamente relacionadas con los cambios en la estructura demografico-
poblacional y su desarrollo a través del tiempo. Si bien, esto aporta muchos datos, se sigue
careciendo de un enfoque mas “poblacional” que tiendan a tener modelos generales que sean
contrastables con la evidencia de diferentes disciplinas dejando de lado modelos construidos a partir

de un solo tipo de evidencia.

5.2 Antecedentes genéticos.

El primer estudio que incluyd poblaciones americanas dentro del analisis de polimorfismos
mitocondriales fue realizado por Johnson et al. (1983). En este trabajo, utilizando una metodologia
llamada RFLP se llegd a la conclusion de que el ADNmt de las poblaciones americanas era diferente al
presente en la mayoria de las poblaciones europeas y asidticas actuales. Wallace et al. (1985),
ampliando la cantidad de digestiones enzimdticas, demostraron que los nativos americanos poseian
mas afinidades con poblaciones asidticas, proponiendo una conexién entre estos grupos con la
posible existencia de un efecto fundador en amerindios. A su vez, se logré definir el haplogrupo C en
poblaciones nativas norteamericanas. Schurr et al. (1990) confirmaron el haplogrupo C y otros
marcadores asiaticos en poblaciones Pima, Ticuna y Maya, logrando caracterizar los haplogrupos B y
A. Luego, Torroni et al. (1992) por medio de la técnica de PCR-RFLP de alta resolucion, analizan 167
nativos americanos de diferentes etnias, confirmando los marcadores descriptos anteriormente y la
separacion de todos los grupos indigenas de América en cuatro grupos monofiléticos (A, B, C y D).
Torroni y colaboradores (1993a y b) confirmaron los resultados anteriores a través de la
secuenciacién de la secciéon HVR | de 38 individuos americanos y 11 asiaticos. En el mismo afio, Horai
y colaboradores (1993) y Ghinter y colaboradores (1993), separadamente, ratificaron en sus analisis
los haplogrupos amerindios antes nombrados. Por ultimo, Foster et al. (1996) agregaron la

denominacién del haplogrupo X, descripto sélo para Norteamérica.
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Haplogrupos mitocondriales fundantes propuestos en América.

Con el paso de los afios ha sido posible ordenar toda esta informacién agrupando en cinco
diferentes haplogrupos mitocondriales a los linajes americanos. Por definicién y consenso, para ser
considerado un haplogrupo fundante, el ADNmt candidato debe cumplir ciertos criterios:

e El haplogrupo fundante debe estar disperso en los amerindios y estar repartido entre las
poblaciones debido a que precede a la diferenciacidn tribal.

e Los haplogrupos fundantes deben ser centrales -nodales- en la bifurcacién de sus
haplogrupos en los analisis de filogenia debido a que todos los nuevos haplotipos se originan
de él.

e Los haplogrupos fundantes deben estar presentes en el Este de Asia y en las poblaciones
siberianas debido a que él se origind en esa regidn geografica y ha persistido luego de la

division de las poblaciones nativas americanas.

En la actualidad, estos diferentes haplogrupos han sido designados por consenso como A, B, C, D
y X (Schurr et al. 1990, Torroni et al 1992, 1993, Foster et al. 1996, Brown et al. 1998) Cada uno es
definido por un conjunto especifico de RFLP y secuencia polimdrfica de la Region Hipervariable 1 del

ADNmt.

A, B, C y D comprenden la mayoria de los haplogrupos mitocondriales presentes en
poblaciones nativas americanas (Schurr et al. 1990, Ward et al. 1991, Torroni et al. 1992, 1993, 1994,
Horai et al. 1993, Ginther et al. 1993, Bailliet et al. 1994, Santos et al. 1994, Batista et al. 1995,
Kolman et al. 1995, Lorenz y Smith 1996, 1997, Easton et al. 1996, Green et al. 2000, Moraga et al.
2000, Malhi et al. 2001). Su distribucidn en las Américas tiene patrones especificos en sus frecuencias
en ciertas regiones geograficas. En contraste, el quinto haplogrupo mitocondrial -haplogrupo X-
(Foster et al. 1996, Scozzari et al. 1997, Brown et al. 1998, Smith et al. 1999) posee dos variantes, una
asidtica presente en América, y una europea soélo de esa region, siendo la asidtica identificada
exclusivamente en Norteamérica y dificilmente es encontrada en poblaciones extintas (Malhi y Smith
2002, Kuch et al. 2007). Estos haplogrupos comprenden casi el 100 por ciento de todo el ADNmt

presente en las poblaciones indigenas del Nuevo Mundo.
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Adicionalmente, algunos estudios han detectado la presencia de “otros” haplogrupos, lo cual
implicaria la posible presencia de un linaje fundacional adicional a los cinco ya conocidos (Ward et al.
1991, Torroni et al. 1993, Merriwether et al. 1994, Bailliet et al. 1994, Lorenz and Smith 1996, Ribeiro-
Dos-Santos et al. 1996, Rickards et al. 1999, Smith et al. 1999), mientras que otros (Merriwether et al.
1994, Easton et al 1996, Schurr 1997) han propuesto la posibilidad de que este resultado puede
deberse a la evolucién autéctona de los haplogrupos, luego del poblamiento inicial de América
derivando los mismos de los haplogrupos C y D. Sin embargo, muchas de estas discrepancias fueron
resueltas anos después (Green et al 2000, Moraga et al. 2000) por RFLP para demostrar que muchos
de los resultados obtenidos como “otros” eran pertenecientes al haplogrupo D. También cabe la
posibilidad de que muchos de los resultados obtenidos como “otros” ADNmt pudieron haber sido
adquiridos por flujo genético en tiempos histdricos luego de 1492 (Scozzari et al 1997, Smith et al
1999). Estos mismos investigadores lograron reconocer una cierta mezcla genética en indios
norteamericanos debido a la presencia de haplogrupos europeos conocidos como H, J y K. También se
ha logrado reconocer la influencia histérica que ha causado el flujo genético proveniente de Africa
dentro de las poblaciones amerindias, evidenciado por la presencia de haplogrupos Africanos
conocido como L (Huoponen et al. 1997). Basados en estas investigaciones es razonable suponer y
esperar que la gran mayoria de los haplogrupos mitocondriales denominados como “otros” dentro de
las poblaciones nativas americanas pertenezcan, en realidad, a alguno de los haplogrupos no nativos

mencionados anteriormente (Schurr 2004).

En cuanto al ADNmt de poblaciones americanas pre-histéricas -ADN antiguo-, el mismo
patron es observado en cuanto a la presencia de los haplogrupos mitocondriales. En todos los
estudios realizados hasta la fecha, las poblaciones prehistdricas analizadas exhiben los mismos
conjuntos de linajes mitocondriales que presentan sus modernos descendientes. Sélo algunas de esas
poblaciones arqueoldgicas presentan linajes que no corresponden exactamente a la distribucién de
los haplogrupos actuales (Merriwether et al. 1994, Fox et al. 1996, Monsalve et al. 1996, Ribeiro-Dos-
Santos et al. 1996, Parr et al. 1996, Stone y Stoneking 1998, Carlyle et al. 2000, Kaestle y Smith 2001).
Estos mismos autores, en base a estas diferencias, han propuesto que dichas discrepancias en los
haplogrupos A, B, C, D y X, entre las poblaciones modernas y arqueoldgicas, estarian reflejando los

linajes mitocondriales primarios de las poblaciones nativas americanas.
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Actualmente, y luego de los debates ya mencionados sobre el numero de haplogrupos
mitocondriales fundacionales presentes en los nativos americanos, se ha llegado a la conclusion,
basada en técnicas de RFLP y secuenciacion de la region HVR 1 del genoma mitocondrial, de que
existen Unicamente cinco haplogrupos fundantes -A, B, C, D y X (Schurr 2004). De todas maneras, las
ultimas investigaciones han logrado dar cuenta de la presencia de un haplogrupo mas en poblaciones
prehistéricas, que podria ser también fundante y que estd presente en el Este de Asia, conocido como

M (Malhi et al. 2007).

Origen de los haplogrupos mitocondriales en el Este de Asia.

Basados en la presencia de los haplogrupos A, B, Cy D en poblaciones de la regién de Siberia,
algunos investigadores han sugerido que Mongolia representa el area original de los ancestros de los
nativos americanos (Kolman et al 1996, Merriwether et al 1996). Sin embargo, los haplogrupos A, B, C
y D se encuentran juntos en poblaciones originadas mas al Oeste, en la region de las montaiias Altai, y
mas al Este de Korea y Japdén. La regién del Lago Baikal ha sido propuesta finalmente como el lugar
de origen de dichas poblaciones (Ballinger et al. 1992, Torroni et al. 1994, Horai et al. 1996, Kolman et

al. 1996, Merriwether et al. 1996, Sukernik et al 1996, Derenko et al. 1998, Schurr et al. 2000).

Los haplogrupos A, B, Cy D representan la minoria de los linajes mitocondriales presentes en
muchas poblaciones de Siberia y el Este de Asia. De hecho, muchas poblaciones Siberianas presentan
sélo los haplogrupos A, C y D (Torroni et al. 1993, Sukernik et al. 1996, Derenko et al. 1998,
Starikovskaya et al. 1998, Schurr et al 1999, Schurr 2003). Si bien el haplogrupo A esta ausente -o en
baja frecuencia- en la mayoria de las poblaciones siberianas tiene frecuencias mas altas en el Noreste
de Siberia (Sukernik et al. 1996, Derenko et al. 1998, Starikovskaya et al. 1998, Schurr et al 1999). Los
haplogrupos mitocondriales C y D presentan altos valores en todas las poblaciones del Este de Siberia,
desde el Rio Yenisey hasta el Oeste del estrecho de Bering (Sukernik et al. 1996, Starikovskaya et al.
1998, Schurr et al 1999). En contraste, en casi todos los grupos Siberianos esta ausente el haplogrupo
mitocondrial B. Este hecho llevd a suponer que ese haplogrupo estaria ausente en el Sur de Siberia,
adyacente a Mongolia y el Norte de China (Shields et al. 1992, 1993, Petrishchev et al. 1993, Kolman
et al. 1996, Derenko y Shields 1998, Starikovskaya et al. 1998). La frecuencia de este linaje
mitocondrial es relativamente baja en esas poblaciones, pero se incrementan hacia el Este y Sudeste

de Asia (Horai y Matsunaga 1986, Ballinger et al. 1992, Harihara et al 1992, Melton et al. 1995, Redd
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et al. 1995, Horai et al 1996). Ademads, y posteriormente, el haplogrupo B podria haberse perdido en

las regiones proximas a Bering por deriva génica.

Las poblaciones de Siberia y el Este de Asia parecen no presentar el haplogrupo X (Horai et al
1996, Sukernik et al. 1996, Starikovskaya et al. 1998, Schurr et al 1999), el cual aparece en baja
frecuencia en poblaciones europeas y Oeste de Asia (Comas et al. 1996, Richards et al. 1996, Torroni
et al. 1996, Brown et al. 1998, Torroni et al. 1998, Macaulay et al. 1999), estando virtualmente
ausente en las poblaciones del Este de Kazakhastan (Horai et al 1996, Kolman et al. 1996, Derenko et
al. 2000). La Unica excepcion son las poblaciones de la regién de Altai, que exhiben un porcentaje de
haplogrupo X de un tres a un cinco por ciento (Derenko et al. 2000). Este hecho, acompafado de la
presencia de los haplogrupos A, B, Cy D en las mismas poblaciones, dio lugar a muchos autores para
sugerir que la regién de las montafias Altay puede haber sido el drea desde donde provinieron los

nativos americanos (Derenko et al. 2000) —Figura 5.1-
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Figura 5.1. Distribucién en poblaciones actuales del Este de Asia de los haplogrupos presentes en poblaciones
americanas. Reproducido de Schurr 2004.

39



Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

Antigliedad estimada de los haplogrupos mitocondriales.

Uno de los tépicos mds debatidos concernientes al origen de los Nativos Americanos es la
antigliedad de las poblaciones ancestrales que ingresaron al Nuevo Mundo. El ADN ha aportado al
debate sobre la antigliedad, apoyando la postura de un ingreso mas temprano que el propuesto por
el paradigma arqueoldgico Clovis primero. Esta cuestion ha sido encarada por los estudios
moleculares examinando la antigliedad y los patrones de diversidad de los cinco haplogrupos
presentes en las Ameéricas. Basados en los datos suministrados por RFLP, las edades de los
haplogrupos A-D y X americanos han sido estimadas entre los 30.000 y 32.000 AP (Torroni et al. 1992,
1993, 1994, Brown et al. 1998). El tiempo estimado de divergencia para los haplogrupos By X en el

Nuevo Mundo es de 17.000 a 13.000 AP, considerablemente mds jovenes que los haplogrupos A, Cy

D -Tabla 5.2-.
Haplogrupo Region Schurr et al. 1999 Bonatto y Salzano 1997 Brown et al. (1998)
Geografica | Tiempo de Coalescencia | Tiempo de Coalescencia | Tiempo de Coalescencia
(B.P) (B.P) (B.P)
A Siberia 12.727-9.655 - -
America 35.909-27.241 41.014-29.163 57.000-27.000
B Asia 30.454-23.103 - -
America 17.727-13.448 39.017-26.791 41.000-16.000
C Siberia 19.545-14.828 - -
America 55.545-42.069 40.680-27.933 41.000-13.000
D Siberia 50.455-38.276 - -
America 25.909-19.655 46.778-32.121 51.000-19.000
X America 17.000-13.000 n.d n.d

Tabla 5.2. Edad de los haplogrupos en Siberia y en las Américas estimada por diversos autores.
Reproducido de Schurr 2004.

Estas investigaciones sugieren que los haplogrupos B y X pudieron haber ingresado en las

Américas en una o mas migraciones separadas, posteriores al ingreso de los haplogrupos A, Cy D.

La antigliedad de la mayoria de los haplogrupos americanos ha sido estudiada recientemente
a través de la diversidad de la secuencia de la regién HVR1 de los Nativos Americanos. Muchos han
arrojado estimaciones cronoldgicas de los cinco haplogrupos entre 45.000 y 23.000 afios antes del
presente (Bonatto y Salzano 1997 a y b, Brown et al. 1998, Stone y Stoneking 1998). En contraste con
los estudios basados en RFLP, esas estimaciones para el haplogrupo B lo admiten como presente en

las Américas al menos hace 30.000 a 20.000 afios (Bonatto y Salzano 1997 a y b, Stone y Stoneking
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1998). La primera de estas aproximaciones es consistente con lo que se ha estimado para el
haplogrupo B en Asia, en base a ambas metodologias, tanto RFLP como secuencia de HVR1 (Lum et al.
1994, Redd et al. 1995). De todas maneras, el haplogrupo B puede haber arribado al mismo tiempo

que los haplogrupos A, C, Dy X.

Al comparar los ADNmt antiguos de las muestras arqueoldgicas en Asia-Siberia y Europa se
observa que los nativos americanos y las poblaciones siberianas no poseen mucho del ADNmt en
comun, teniendo diferencias en las secuencias de la regién HVR 1 y en los resultados por RFLP
(Starikovskaya et al. 1998, Schurr et al. 1999). Estos resultados implican que la edad estimada para
cada uno de los haplogrupos refleja la diversidad genética que se ha acumulado en los brazos
americanos del arbol genealégico de los linajes de ADNmt vy, por lo tanto, aproximar el tiempo en el
cual los humanos entraron en las Américas (Ward et al. 1991, Shields et al. 1993). Por su parte, otros
investigadores han apoyado la idea de que dichas antigliedades para cada linaje de ADNmt
representa la edad de divergencia de dichos haplogrupos en Asia, no la inicial migracién dentro de
América (Ward et al. 1991, Shields et al. 1993). Siguiendo estas premisas, los mismos investigadores
han propuesto la posibilidad de una entrada tardia -14 a 12.000 afios- para los ancestros del Nuevo
Mundo, cayendo la fecha en las fronteras limite de los datos aportados por diferentes investigaciones
arqueoldgicas en cuanto al poblamiento inicial del continente (Bonatto y Salzano 1997a y b). También
ha sido criticado en cuanto al origen de las muestras, ya que las mismas fueron tomadas de
poblaciones actuales circum articas solamente (Bonatto y Salzano 1997a y b, Lorenz y Smith 1997,

Schurr et al. 1999).

Distribucién de los linajes fundadores en América.

La distribucidon de los linajes mitocondriales ha sido ampliamente analizada. A través de
diversos trabajos, la mayoria de las investigaciones han notado ciertas tendencias en cuanto a su

distribucidn espacial:

e Los cuatro mayores haplogrupos se encuentran en poblaciones de Norte, Centro vy
Sudamérica en concordancia con los tres mayores grupos lingliisticos americanos
propuestos (Greenberg et al. 1987). Este patrén indica que los cuatro haplogrupos

estaban presentes en la o las migraciones hacia el Nuevo Mundo. Sin embargo, esto
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puede no ser cierto en las poblaciones Nadene y Eskimo-Aleutianos, debido a que ellas no
poseen el haplogrupo B y a veces al haplogrupo C tampoco estd presente (Shields et al.
1992, Starikovskaya et al. 1998, Rubicz et al. 2003 —ver Tabla 5.3 en Apéndice de Tablas.

e Se puede observar en los grupos amerindios de toda América patrones de distribucion de
los haplogrupos. El A muestra una disminucién en su frecuencia con sentido Norte-Sur,
mientras que C y D muestran un incremento en direccién Norte-Sur. En contraste, no se
verifica una distribucidn clinal para el haplogrupo B, pero estd en muy baja frecuencia en
ciertas zonas del Norte de Norteamérica (Merriwether et al. 1994, 1995, Fox 1996, Lorenz
y Smith 1996). Estas distribuciones podrian estar reflejando los patrones originales del
poblamiento americano, la subsecuente diferenciacion genética de las poblaciones
nativas en ciertas regiones geograficas o aspectos de ambos procesos —ver Tablas 5.3 y
5.4 en Apéndice de Tablas.

e Los haplogrupos A, B, C y D parecen proceder juntos de una misma migracion, pero en
muchas poblaciones estd ausente al menos uno de los linajes (Schurr et al. 1990, Torroni
et al. 1992, 1993, 1994) Este patrén probablemente refleja una situacion en la que la
deriva genética y eventos de efecto fundador han influenciado una extincién estocdstica

o una fijacion de ciertos haplogrupos mitocondriales.

Lo que se puede observar como generalidad en la distribucion geografica de los haplogrupos,
es la idea de que la deriva genética, los movimientos poblacionales y los demas procesos estocasticos,
han alterado en cierta medida la frecuencia de los mismos en cada poblacién. Muchos investigadores
apoyan esta idea, analizando las mismas dreas con diferentes muestras, de distintas edades,
observando en algunos casos continuidad en la frecuencia (Fox 1996, O'Rourke et al. 2000, Saillard et

al. 2000, Rubicz et al. 2003) y en otros casos discontinuidades (Kaestle y Smith 2001).
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Hasta ahora, la informacién que se ha podido obtener de la extraccion de ADNmt antiguo y

de poblaciones actuales indica que — ver Tablas 5.3 y 5.4 en Apéndice de Tablas, y Figura 5.2-:
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Figura 5.2. Distribucion actual de los haplogrupos mitocondriales fundantes de poblaciones Nativas Americanas.
Reproducido de Schurr 2004.

e En toda América se encuentra con seguridad y correctamente identificados cuatro
haplogrupos fundantes -Cann 2001, Salzano 2002- sumado recientemente al
descubrimiento del haplogrupo X sélo en Norteamérica (Mahli y Smith 2002, Kuch et al.
2007).

e Adicionalmente, se ha encontrado un individuo con el haplogrupo M en restos
prehistéricos (Mahli et al. 2006) el cual es nodal del los haplogrupos Cy D.

e Estos haplogrupos son originarios del Este de Asia, lo cual concuerda con la informacién
arqueoldgica (Torroni et al. 1992, Horai et al. 1993, Schurr 1999, Schurr 2004).

e Se ha calculado, dada la diversidad genética existente en aborigenes, que el poblamiento
inicial podria haber sido conseguido con una sola migracién (Bonatto y Salsano 1997b,

Hey 2005, Dejean et al. 2007, Kitchen et al 2008).
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e El nimero de migrantes pudo haber sido muy reducido y aun asi explicaria perfectamente
la distribucidon y variabilidad genética existente, con posibilidad de que la poblacién haya
estado expuesta a un aislamiento geogrdfico muy marcado antes de ingresar al
continente, con una rapida expansion geografica posterior (Eshleman et al. 2003, Hey
2005, Tamm et al. 2007, Kitchen et al 2008).

e En algin momento existid otra migracion relacionada con los grupos linglisticos Nadene
y Eskimo-Aleutiano (haplogrupo B) —ver Torroni et al. 1992 y Horai et al. 1993-.

e La fecha calculada para la separacién de los grupos y el poblamiento americano ronda en
los 20.000 aiios -dependiendo el autor y tipo de muestra. —Salsano 1997a y b-. Puede
postularse un tipo de evolucién clinal siguiendo un sentido Norte-Sur en la frecuencia de
ciertos haplogrupos -C y D- en detrimento de los restantes, que puede ser causado por
procesos que afectaron la demografia o por seleccién de esas caracteristicas (Lalueza-Fox
et al. 1997, Moraga et al. 2000, Salzano 2002, Schurr 2004, Garcia Bour et al. 2004, Kemp
et al. 2006, Garcia et al. 2006, Goebel et al. 2008). Este patrdon se observa claramente en
la Patagonia (Lalueza-Fox et al 1997, Moraga et al. 2000, Salzano 2002, Kemp et al. 2006,
Garcia Bour et al 2004, Garcia et al. 2006) -ver Tablas 5.3 y 5.4 en Apéndice de Tablas.

e En ciertas partes de Sudamérica —regién andina y aledafias- se observan altas frecuencias
de los haplogrupos A y B, lo cual puede estar relacionado con procesos micro evolutivos
como el flujo genético, ambos efectos del surgimiento de los diferentes imperios -Inca
sobre todo- y grandes sociedades prehistdricas (Mesa et al. 2000, Moraga et al. 2000,
Rodriguez-Delfin et al. 2001, Bert et al. 2001, Demarchi et al. 2001, Moraga et al. 2005) -
ver Tablas 5.3 y 5.4 en Apéndice de Tablas.

e Algunos autores han propuesto una distribucion clinal de los haplogrupos en sentido Este
a Oeste debido al crecimiento poblacional y flujo genético, el cual explicaria la presencia
de mayor diversidad genética en los sectores andinos -sociedades estatales con un fuerte
control en macro regiones- en detrimento de los sectores cercanos al Este del continente

caracterizadas por ser cazadores-recolectores (Fuselli et al. 2003).
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Numero de ADNsmt migrantes en las Américas.

Basado en los datos obtenidos de ADNmt en Siberia y Asia, muchos investigadores han
propuesto la regidn de las montafias Altai hacia el Sureste de Siberia y China como el drea potencial
de origen de las poblaciones nativas americanas. Sin embargo, no hay un acuerdo aun sobre el
numero de migraciones que ingresaron al Nuevo Mundo. Algunos investigadores han sugerido que las
poblaciones ancestrales ingresaron al menos los haplogrupos A, C, y D durante la colonizacidn inicial,
representando el haplogrupo B una posible segunda migracién independiente desde el Este de Asia
(Starikovskaya et al. 1998, Torroni 1993). También ha sido sugerido esto por la presencia del
haplogrupo X, que esta virtualmente ausente en Siberia y en la mayoria de las Américas (Brown et al.
1998). Otros han sugerido migraciones separadas para todos los haplogrupos (Horai et al 193). La
mayoria de los investigadores han concluido que los haplogrupos A, B, C y D ingresaron en una sola
migracion (Merriwether et al 1994, 1995, Foster et al. 1996, Kolman et al. 1996, Lorenz y Smith 1997).
Segun estos, los patrones de variacién del ADNmt que se observan en las modernas poblaciones
americanas pueden atribuirse a diferenciaciones in situ y movimientos poblacionales que ocurrieron
luego de la colonizacidn inicial. Diferentes estudios estadisticos basados en la secuencia de la regidn
HVR 1 de los haplogrupos A-D, muestran generalmente una simple expansién demografica dentro del

nuevo mundo (Bonatto y Salzano 1997 ay b, Stone y Stoneking 1998, Kitchen et al. 2008).

5.3.1 Informacidn linguistica.

Las primeras aproximaciones al estudio de poblamiento americano fueron muy tempranas.
En 1786, Thomas Jefferson vinculd el parecido existente entre las lenguas de los nativos americanos y
los habitantes del este asiatico, aventurando la idea de que estos probablemente derivaran de
aquellos. Esta hipdtesis se basé en evidencia de la existencia de una mayor diversidad de lenguas en
América que en Asia (Campbell 1998). El conocimiento y estudio de las diferentes lenguas ha
avanzado mucho en el Ultimo siglo y actualmente se reconoce la existencia de unas 1.200 en América.
La lingtistica histérica o evolutiva ha intentado descubrir el origen de las lenguas y también su
evolucion. A través de diferentes metodologias se ha intentado reconstruir arboles filogenéticos y
poder develar el origen u origenes comunes de las diferentes lenguas. En la mayoria de los estudios,
la reconstruccion de estos drboles se ha realizado a través la similitud homdloga, derivada de la

existencia de un hipotético ancestro en comun, de ciertas palabras y rasgos linglisticos presentes en
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las diferentes lenguas que estan bajo estudio. Si bien es el método mas utilizado, también es el que
mas inconvenientes presenta, ya que hay procesos como los préstamos linglisticos entre las

diferentes lenguas, el azar y diferentes procesos culturales, que pueden afectar esta filogenia.

En cuanto al estudio del poblamiento americano, el primer acercamiento de clasificacién de
las lenguas americanas fue realizado por Joseph Greenberg en 1956 en el Fifth International Congress
of Anthropological an Ethnological Science (Greenberg 1960). Luego de afios de recopilacion y
estudio, propone que la evidencia disponible permite reunir todas las lenguas habladas en el
continente en tres grandes grupos genéticos (Greenberg 1987, Ruhlen 1987, Ruhlen 1991, Greenberg
y Ruhlen 1992)-Figura 5.3:

-~

Figura 5.3. Agrupacion de lenguajes de los nativos americanos seguin Greenberg 1987.

a) la familia Eskimo-Aleutiana, con unas 10 lenguas restringidas a las Islas Aleutianas vy
Commander, el extremo nordeste de Siberia, y las costas periarticas desde el sudoeste de
Alaska hasta Groenlandia, pasando por Canad3;

b) la familia Nadene, formada por la reunidn de 3 lenguas independientes (Haida, Tlingit y Eyak)
y las 30 de la familia Athabaska. Las tres primeras se hablan o hablaron en las costas sudeste

de Alaska y oeste de Canadda, mientras que la familia Athabaska tiene una distribucién
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disyunta, cubriendo en forma continua el interior de Alaska y el centro-oeste de Canadj, y
reapareciendo como los aislados geograficos Navajo y Apache en el sudoeste de E.U.A., y
otras en las regiones costeras del norte de California y Oregon;

c) la familia Amerindia, reunién de todas las demas lenguas habladas en el continente, desde el

norte de Canada hasta Tierra del Fuego.

Las tres familias lingliisticas serian el reflejo de diferentes migraciones en las Américas, las
cuales habrian comenzado hace unos 12.000 afios aproximadamente. Esta divisién es la que ha sido
aceptada por todos los investigadores y tomada posteriormente para los estudios de genéticas de
poblaciones, Antropologia molecular y Arqueogenética (Torroni et al. 1992, Cavalli-Sforza 1997).
Estudios posteriores (Ruhlen 1994) han propuesto diferentes hipdtesis en base a la idea de que la
clasificacion de los leguajes de las Américas tiene importantes incumbencias en el poblamiento
americano:

a) Los lenguajes indigenas del nuevo mundo pertenecen a tres familias distintas (Esquimo-
Aleutiano, Nadene y Amerindio).

b) Cada una de estas familias esta relacionada con diferentes migraciones provenientes del Viejo
Mundo a las Américas.

c) La distribucién y la diversidad interna de esas tres familias sugieren fuertemente que la
primera migracion fue realizada por poblaciones Proto-Amerindias, la segunda por Nadene y
la tercera por Proto-Eskimo-Aleutianas.

d) Los subgrupos amerindios definidos por Greenberg caen agrupados geograficamente en
Norte, Centro y Sudamérica.

e) Sudamérica parece haber sido poblada por una simple migracién desde el Norte del

continente.

Sin embargo, Nichols (1997 y 1998) han sostenido que es imposible establecer relaciones
genéticas conclusivas entre las diferentes lenguas. Por otro lado, se ha reconocido ampliamente que
el continente americano posee una enorme diversidad linglistica, pero las opiniones y explicaciones
de éste fendmeno no han sido unanimes. De los 250 stocks de lenguajes presentes en todo el mundo,
aproximadamente unos 150 estarian en las Américas, el ultimo continente en ser poblado. Nichols

(1990 y 1992) ha propuesto una explicacidn alternativa a este fendmeno, ya que esta diversidad de
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lenguas seria consecuencia de multiples migraciones de poblaciones con lenguajes ya diferenciados
con antigliedades de hasta 35.000 afios y no de diferenciaciones posteriores. La misma informacién y
datos que utilizan estos autores fueron re-analizados por otros investigadores (Nettle 1999)
proponiendo una fecha de colonizacién mas reciente y acorde con otras cronologias propuestas por
otras disciplinas. Por este motivo, otros autores y especialistas (Hill 2004) han desestimado estas
investigaciones e hipdtesis debido a sus falencias metodoldgicas y falta de evidencia empirica para tal

profundidad temporal.
5.3.2 Informacién bioantropoldgica.

Diferentes aproximaciones han sido propuestas desde la Antropologia Bioldgica para estimar
posibles fechas de entradas, nUmero de migraciones y probables areas de proveniencia de las
poblaciones americanas basados en caracteristicas dentales, craneométricas y craneofaciales,
apoyando la informacién arqueoldgica en cuanto al origen de los primeros pobladores -ya que se
detectaron caracteres asociados a diferentes sectores de Asia- proponiendo diferentes hipétesis en

cuanto a los items nombrados anteriormente.

Estudios sobre piezas dentales.

La utilizacidén de los caracteres morfolégicos de las piezas dentales, mas especificamente, de
la corona y la raiz dental, y su variacién en los diferentes grupos humanos ha sido siempre un foco de

estudio del pasado (Turner 1986, Scott 1988, Scott y Turner Il 1988).

El pionero en este tipo de estudios en poblaciones americanas fue Hrdlicka (1920) en base a
los rasgos de las dentales. Luego Turner Il (1983a) propuso la existencia de dos patrones morfolégicos
en las piezas dentales de las poblaciones mongoloides, las cuales ya poseen un patrén que las
diferencia del resto de las poblaciones:

a) el patron llamado sundadonte (poca incidencia de incisivos en forma de pala) perteneciente

al sudeste asiatico, y

b) el sinodonte (incisivos en forma de pala, doble pala, y cresta dental accesoria en los caninos)

perteneciente al nordeste asiatico y que es propio de todos los nativos americanos.
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Posteriormente (Turner Il 1983b) propone tres posibles olas migratorias de Asia a América. La
primera podria haber sucedido entre los 40.000 y 16.000 afios, conformando lo que se conoce
actualmente como “paleoindios”, la segunda hace 14.000 y 12.000 afios, dando lugar a las
poblaciones Nadene y la ultima hace unos 9.000 afios, perteneciente a poblaciones Eskimo-

Aleutianos.

Afos después, el mismo autor, a través de analisis estadisticos de los rasgos dentales en
nativos americanos, del viejo mundo y poblaciones del pacifico, llegé a la conclusién de que los
nativos americanos tiene mas similitudes con las poblaciones del noroeste de Asia que con otras
poblaciones, apoyando aln mas la idea de que los nativos americanos son originarios de esa la region

(Turner 11 1994 y 2002).

Estudios sobre restos esqueletales.

Fue durante el siglo XVIIl cuando comenzaron a estudiarse las caracteristicas fisicas de las
diversas poblaciones. Varios investigadores de la época llegaron a la conclusién de que las diferencias
fisicas entre los distintos lugares del mundo eran reflejo de las condiciones de atraso o adelanto
cultural de cada sociedad y, a su vez, demostraba que el concepto de raza era valido
metodoldgicamente para realizar una taxonomia de los diferentes grupos humanos de todo el
mundo. Fue asi como se llegd a la tipologia clasica de: mongoloides -poblaciones asiaticas y
americanas- caucasiodes -poblaciones europeas- australoides -poblaciones de Oceania- y negroides-
congoloides -poblaciones africanas. Fue a partir de la segunda mitad del siglo XX que el concepto de
raza fue puesto en duda para su utilizacidon en el género homo, pasando solamente a identificar
ciertos rasgos fenotipicos de los diferentes grupos humanos de cada region en particular, teniendo en
cuenta que dichos rasgos no estaban relacionados pura y exclusivamente con factores genéticos sino
también con factores ambientales (Powell 2005). Muchos han sido los estudios y analisis, métricos y
no métricos, realizados a restos esqueletales (mayoritariamente craneos) que han demostrado la
afinidad de rasgos entre las poblaciones asiaticas y americanas (Howells 1989, Ossenberg 1994, Brace
2001, entre otros). Inicialmente, los estudios no métricos realizados sobre restos craneales
permitieron llegar a la conclusién de que las poblaciones americanas derivan directamente de un
stock poblacional de caracteristicas mongoloides del Noreste de Asia durante la ultima glaciacidon

(Ossenberg 1994). Siguiendo la misma linea de investigacidn, diferentes autores han llegado a la
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conclusién de que la entrada al continente americano debe haber sido reciente (Steele y Powell

1994).

De todas maneras, no parece ser tan sencillo el acuerdo. Diferentes estudios de restos
humanos antiguos han llevado a la conclusién de la existencia de una discontinuidad bioldgica entre
los primeros habitantes de América y las subsiguientes poblaciones presentes en el continente (Steele
y Powell 2002). Esta discontinuidad estd aun mas apoyada por estudios realizados en restos
esqueletales antiguos sobre poblaciones sudamericanas, ya que las mismas presentan mas afinidades
morfoldgicas con poblaciones de origen australiano y africano que con asiaticas, postulando que en el
momento inicial del poblamiento americano existia una morfologia craneal generalizada que no
poseia evidencia alguna de rasgos mongoloides (Neves y Pucciarelli 1989, 1991; Neves et al. 1999;

Powell y Neves 1999; Powell et al. 1999).

Otros investigadores, utilizando una matriz de correlacidon y muestras pertenecientes a la
Patagonia, llegaron a la conclusion de la existencia de una correlacion entre la distancia geografica y
los rasgos craneales no métricos. De esta manera, la evidencia indicaria que existe una
heterogeneidad morfométrica presente en amerindios y que los grupos al Sur del continente
conservarian la morfologia de los primeros habitantes de las Américas (Gonzalez et al 2001). Por su
parte, diferentes autores, tomando los mismos rasgos en sus analisis, llegaron a la conclusién de que
existe la posibilidad de migraciones diferentes de distintas poblaciones, la cual explicaria la

variabilidad de los rasgos fisicos (Turner 1986, Brace et al. 2001, 2004).

En una de las uUltimas investigaciones de este tipo se realizé una comparacién morfoldgica de
craneos de nativos Sudamericanos muy antiguos con otros de diversas partes del mundo,
demostrando que los mismos tienden a exhibir una morfologia craneal similar a los australoides,
melanesios y africanos sub-saharianos, mientras que los craneos correspondientes al Holoceno tardio
poseen caracteristicas propias al Norte de Asia -mongoloides. De esta manera, los primeros
sudamericanos son prueba de dos poblaciones bioldgicas distintas, que pudieron haber colonizado el
nuevo mundo durante la transicion Pleistoceno/Holoceno (Neves y Hubbe 2005). Esta postura fue
muchas veces criticada debido a que hay muchos rasgos craneales fenotipicos que pudieron haber

sido afectados por seleccién natural y presiones ambientales interrelacionadas con factores genéticos
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(Kaestle y Housburg 2002). Estas criticas han sido minimizadas por los autores, ya que los mismos
patrones craneales estan en lugares distantes y ecolégicamente diferentes, lo cual imposibilitaria que
dichos rasgos fueran el resultado de un proceso de macroevoluciéon. De esta manera, los rasgos
craneométricos de los nativos sudamericanos pueden ser el resultado de dos hipdtesis: a) un proceso
micro evolutivo local que transformd in situ la morfologia paleo americana dentro de los que hoy son
los nativos americanos, o b) América fue ocupada sucesivamente por dos stocks humanos

diferenciados morfoldgicamente y la morfologia propia de los paleo americanos fue la primera.

5.4 Modelos de poblamiento americano.

Para entender el poblamiento americano resulta de suma utilidad contar con modelos que
intente explicarlo (Sauer 1944, Martin 1973, Greenberg 1987, Steele et al. 1998, Anderson y Gillam
2000, Brace et al. 2004, Lanata et al. 2008). Un modelo puede ser definido como una representacion
simple y/o mas accesible -de las relaciones, hipotéticas u observables, que puede haber en un
proceso o sistema complejo; siendo su finalidad poder generar predicciones sobre la informacion y/o
datos que se tienen actualmente y generar nuevas hipétesis y/o modelos —ver Winterhalder 2002
para mayores detalles. A medida que se logren nuevos datos posibles de ser anexados al modelo, se
ganara terreno en el entendimiento de la problematica tratada, con lo cual el modelo puede generar
mas y mejores predicciones e hipdtesis (Winterhalder 2002). Por este motivo, los modelos
presentados a continuacion, si uno sigue un orden cronolégico, tienden a hacerse mas complejos, ya
que cada vez mas informacion y variables estan contenidas dentro de los planteos de cada uno de los
autores. A fin de estructurar de forma ordenada la discusidon, se expondran y comentaran
brevemente los diversos modelos predictivos existentes hasta el momento, sus metodologias y la

informacidn que utilizan para la construccién de sus propuestas.

El poblamiento de América siempre ha sido causa de interés e incertidumbre. Desde el arribo
en el siglo XVI de los espafioles, muchas han sido las teorias presentadas tanto cientificas como no
cientificas (Beals 1957). En una primera instancia se pensé que los primeros pobladores podrian llegar
a ser las tribus perdidas de Israel, gente de la Atlantida o grupos que, a través de los océanos, habian

llegado desde Europa o Asia (Allen 1949). En el siglo XVIIl comenzoé a pensarse en la posibilidad de
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gue hubieran provenido desde el Norte de Asia. Ya a mediados del siglo XX se identificd la ruta Asia-
Alaska -pasando por el estrecho de Bering, que durante la época del Ultimo maximo glaciar era un
puente terrestre entre ambos continentes- como la explicacion mas légica de la procedencia de los
americanos. Las diferentes disciplinas que investigan la dispersién humana en las Américas han
producido distintos modelos que se focalizaron en distintos aspectos de la misma. Entre ellos se
destacan: a) rutas migratorias, b) nimero de migraciones, c) areas geograficas y recursos disponibles,
mas recientemente aspectos paleoecoldgicos de la dispersiéon d) cronologia de los eventos

migratorios, e) tecnologia presentes, y f) nUmero de emigrantes.

Correlativamente, también se formularon modelos de simulacién que incorporaron los datos
generados por las diversas lineas de investigacion antes tratadas, (Sauer 1944, Martin 1973,
Mosimann y Martin 1975, Steele et al. 1998, Anderson y Gillam 2000, Lanata et al. 2008). Cada uno de
los modelos enfatiza uno o mas aspectos de los mencionados, utilizando diferentes tipos de
informacidon y metodologias para contestarlas. Uno de los primeros modelos de poblamiento fue
disefiado por el gedgrafo Carl Sauer (1944) para inferir las posibles rutas de colonizacién de América,
teniendo en cuenta, como variables que afectaron a dicho proceso, la geografia regional, la extensién
de los mantos glaciares y la estructura de recursos que presentaban las diversas zonas. En él, las
planicies, las areas pluviales, los lagos y los principales rios fueron tomados como corredores
preferenciales de movimiento de las poblaciones humanas, con poca menciéon de algun otro tipo
variable significativa en la dindmica poblacional. A mediados de la década de 1970, el modelo de
colonizaciéon mas difundido era el de Martin, (Martin 1973, Mosimann y Martin 1975) mas conocido
como “modelo de avances en olas y sobrematanza” -Blitzkrieg. Martin (1973) supone que la
poblacién entrante se movid constantemente por todos los ambientes de forma semejante y
relativamente constante, de manera rdpida debido a la propia presion demografica. Esta era
producto de una alta tasa de crecimiento poblacional lograndose el poblamiento de todo el
continente en sélo mil afios. Econdmicamente, estas poblaciones estaban especializadas en la caza de
grandes animales —megafauna- transformandose en sus principales predadores y posibles agentes de
su extincién. Este modelo se ajustaba a los primeros sitios arqueoldgicos antiguos, asociados a la
cultura-tecnologia Folsom y Clovis mencionada anteriormente. Hoy en dia, esta propuesta puede ser
criticada por varios motivos, ya que no toma en cuenta otro tipo de variables, como aspectos
paleoecoldgicos, las barreras geograficas existentes y que no todas las regiones podian ofrecer la

misma capacidad de sustento para las poblaciones (Steele et al. 1998). Por otro lado, las evidencias
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de matanzas masivas de animales no se encuentran en las Américas, asi como tampoco hay una
predominio de animales extintos en toda la evidencia arqueolégica, sino que estos se focalizaban en
animales pequefios y/o modernos, por lo cual la extincién se pudo haber extendido a través de
milenios y por un conjunto diverso de factores (Fiedel 2000, ver por ejemplo el caso de Meadowcroft
Rockshelter, US.). Ademas, ha sido también cuestionado debido a que utiliza una analogia etnografica
inadecuada para cazadores-recolectores (Hassan 1981), ya que en éstos es esperable una baja tasa de
crecimiento (Whitley y Dorn 1993) de acuerdo con los datos etnograficos y etnoarqueoldgicos

contemporaneos.

El primero de los modelos que tuvo en cuenta multiples variables es el realizado por Steele y
colaboradores (Steele et al. 1998, ver desarrollos posteriores en Lanata et al. 2005, 2006 y 2008). Se
basa en una simulacién de la dispersién de los primeros humanos en América teniendo en cuenta las
posibles barreras geograficas al movimiento y la variedad paleovegetacional, definiendo categorias de
habitats en los cuales era posible que la poblacién se expandiera exclusivamente en Norteamérica. Es
la primera simulacion en la cual la superficie no es considerada como homogénea y donde la tasa de
crecimiento demografico y espacial esta controlada como una variable a eleccién y puede ser
modificada por los diferentes valores de la capacidad de carga de los habitats locales. Como control
de la densidad demografica resultante del modelo se tomaron en cuenta las distribuciones de
densidades de las puntas acanaladas en Norteamérica. El resultado de esta comparacion no apoya el
modelo de avance por oleadas, ya que cuando se suman los datos paleoambientales no concuerdan
los lugares de expansion poblacional posibles con las distribuciones de densidades de puntas. La
simulacion se inicia al sur del corredor libre de hielos. El modelo deja como consecuencia importante
la naturaleza del crecimiento poblacional -dependiente de la densidad y disposicién de la estructura
de recursos y la capacidad de carga de los distintos ambientes, ya que se asume que estas variables
son las principales determinantes de la mortalidad y fertilidad de las poblaciones humanas. Incorpora
informacidon demografica de cazadores-recolectores actuales, presuponiendo que las poblaciones
ingresantes al continente ya estaban adaptadas al nuevo ambiente. El trabajo demuestra que la
distribucidon de puntas de EE.UU. es consistente con una colonizacién tardia desde el Noroeste

americano.
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El modelo de simulacién que se desarrollo afios después es el propuesto por Anderson y
Gillam (2000). En su disefio se trabajé en un entorno de SIG (Sistema de Informacion Geografica) con
la distribucidon de recursos a fin de establecer cuales fueron las rutas preferidas. Supone que estos
migrantes optarian por tomar las rutas o caminos de menor costo y de facil acceso y movimiento.
Dentro de este planteo se eligieron los sitios arqueolégicos al azar a fin de cubrir la mayor parte del
continente y las diferentes areas del mismo para entender cémo pudieron desplazarse de un sitio a
otro, viendo ademas las posibles rutas de menor costo. A su vez, también se utilizaron datos
demograficos de cazadores-recolectores etnograficos y datos arqueoldgicos a fin de evaluar la posible
escala temporal en la que se pobld el continente, tomando como variables el tamafo de la poblacidon
fundadora y del grupo, la tasa de crecimiento posible, el rango espacial de accién y la cantidad de
individuos necesarios para la fision del grupo. A fin de evitar el error de asumir que todos los
territorios estuvieran disponibles para un nuevo grupo y dado que seria irreal que todos los
ambientes soportaran la misma cantidad de poblacién, disefaron dos escenarios distintos de
movimiento sobre la base de los modelos de Binford (1980 y 1982). Estos son: i) linea de perlas y ii)
salto de rana para estimar los rangos espaciales y territoriales de los grupos. En el primero y luego de
la fisién de los grupos, el nuevo grupo se mueve a otro espacio, contiguo, y genera un nuevo rango de
accién; estos son tangentes el uno con el otro. En el segundo, los grupos recorren una distancia
considerable luego de la fisién, resultando asi que los rangos de accidén estdn separados por una
distancia que es mas o menos semejante al del rango de uso. El modelo de salto de rana generaria un
patrdn similar al que actualmente tiene la distribucién de sitios arqueolégicos tempranos. Una de las
criticas mas fuertes a este modelo ha sido la manera en que se emplean los datos etnograficos

(Moore y Moseley 2001).

Otros investigadores (Surovell 2003) han producido simulaciones con el objetivo de
vislumbrar las posibles rutas de ingreso para las primeras poblaciones, llegando a la conclusién de
gue una costera habria sido dificultosa, ya que los corredores mas productivos y generalizados para la
supervivencia de los grupos humanos, en algunas partes de América, son interiores y no costeros. A
su vez, la simulacién de migracidn costera es incapaz de explicar la discrepancia espacio-temporal
entre sitios tempranos en Sudamérica. De todas maneras, esta simulacidon incorpora datos
arqueoldgicos, los cuales muchas veces pueden estar sesgados por las propias caracteristicas del

registro y su poca visibilidad en periodos muy tempranos.
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El ultimo modelo sobre poblamiento americano que tuvo en cuenta multiples variables es el
realizado por Lanata y colaboradores (2008, ver también 2007). Las variables tenidas en cuenta son
las utilizadas por Steele et al. (1998), pero el planteo de las relaciones presentes en cuanto a la
demografia es diferente, ya que tiene como premisa que la dispersién humana como proceso general
es afectada por la variabilidad medioambiental a través del tiempo y el espacio. La férmula
matematica inicial utilizada por Steele et al. (1998) fue modifica para lograr que el proceso fuera mas
estocastico y real (Martino et al. 2007). A su vez, plantea diferentes escenarios y condiciones
demogréficas en los cuales la dispersion humana y colonizaciéon del continente pudo haberse
realizado exitosamente. Como conclusidon se plantea una dinamica poblacional para la dispersion
diferente a los modelos anteriores. A través del mismo logré explorar las diferentes condiciones
demogréficas bajo las cuales la dispersion humana pudo tener éxito en colonizar las Américas. La
simulacion muestra dos escenarios principales: a) un Unico proceso de dispersién con dos tiempos, o
b) dos diferentes procesos de dispersidén, uno desde Beringia hasta el estrecho de Panama y la otra
para Sudamérica. Estos resultados arrojan datos concisos sobre la diferente dindmica que habria
tenido el proceso de dispersién y poblamiento de las Américas. También marca que estas poblaciones
estdn signadas por diferentes historias demograficas, migraciones, movimientos poblacionales y
procesos que deben haber modificado continuamente su estructura. Finalmente considera cudl
podria ser un rango posible en las tasas de crecimiento poblacional plausibles para que la

colonizacion del espacio haya sido posible.

En las dltimas simulaciones (Dejean et al. 2007), se anexaron diferentes frecuencias de los
haplogrupos presentes en Sudamérica. Dicha simulacidn, en la progresion temporal y geografica a
través del continente, demostrd ser concordantes con la informacién disponible actualmente sobre la
distribucidon de los diferentes haplogrupos mitocondriales en las Américas. Esta simulacién arrojé que
el resultado de los diferentes procesos demograficos y evolutivos que atravesaron las poblaciones
habrian llevado a una reduccién de las frecuencias de los ADNsmt con una direccién Norte-Sur,
estando en el Cono Sur una reduccion muy marcada de la diversidad genética, resultando en una
reducciéon de la cantidad de haplogrupos mitocondriales, estando muy representado solo dos de los

mismos (Figura 5.4y 5.5).
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Figura 5.5
Contrastacion de las
distribuciones de haplogrupos
mitocondriales existentes y

modelados para Tierra del Fuego.

(Dejean et al. 2007)
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Figura 5.4
Contrastacion de las distribuciones de
haplogrupos mitocondriales existentes y
modelados para América del Sur.
(Dejean et al. 2007)
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Capitulo 6
Objetivos e Hipotesis

Esta Tesis de Licenciatura tiene como objetivo especifico iniciar y desarrollar técnicas de
extraccién y tipificacion de ADN antiguo a partir de piezas arqueoldgicas y tratar temas relacionados

con la conservacién de dicho registro utilizando métodos de andlisis poco invasivos.

6.1. Objetivos

Para dicho estudio, sera necesario cumplir con los siguientes objetivos:

e Realizar una revisién de los estudios de ADN antiguo en investigaciones arqueoldgicas y bio-
antropoldgicas, y su aplicacién en estudios de poblamiento americano.
e Desarrollar un protocolo poco invasivo para extraer y tipificar ADN de restos esqueletales,

determinar el sexo de los individuos analizados e inferir la procedencia de su linea materna.

6.2 Hipotesis

Considerando todo lo expuesto anteriormente, se proponen como hipétesis generales:

H1) los individuos muestreados pertenecen a alguno de los linajes maternos amerindios ya
gue las poblaciones prehistéricas presentes en el extremo Sur de Sudamérica (Patagonia Argentina
mas exactamente) derivan genealdgicamente de las primeras poblaciones que ingresaron a
Norteamérica atravesando diferentes procesos demograficos.

H2) como hipdtesis secundaria, dichos linajes maternos, de acuerdo con los datos de ADN de
poblaciones originarias actuales y/o histéricas, estarian representando mayoritariamente los
haplogrupos C y D, estando los restantes haplogrupos en muy baja frecuencia debido a que la
estructura poblacional, la demografia y los factores geografico-ambientales de estos grupos habrian
favorecido procesos microevolutivos como cuellos de botella y efectos fundadores por sobre otros

procesos.
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Capitulo 7
Materiales y métodos
7.1 Las muestras.

Las muestras analizadas fueron tomadas del Museo Rosa Novak, Puerto San Julian, Santa Cruz

(Figura 7.1).
Area ampliada
Puerto San Julian vy Gran Bajo de San Julian
{(G.B.S.J_)
FPatagonia

argentina

il Sim

Figura 7.1. Mapa geogréfico del lugar de donde fueron tomadas las muestras analizadas.

Las muestras son parte de las dos colecciones que posee el museo donadas por coleccionistas
privados para su estudio y conservacion -ver Figura 7.2. Una de ellas, denominada coleccién Hoffman,
esta conformada por varios craneos y mandibulas, en algunos casos con sus piezas dentales. A su vez,
también posee diversos huesos largos y vértebras. Si bien la coleccion proviene de las inmediaciones

de Pto. San Julidn, el museo no posee registro sobre el contexto en el que se hallo.

La otra coleccién ha sido donada por Eduardo Walker, y es también de la zona de San Julian.
La misma fue recolectada mientras se realizaban trabajos de mantenimiento de alambrados en una
estancia. Hasta donde se sabe, dichos restos estaban enterrados en el momento del hallazgo, y luego
fueron donados al museo para su estudio en el afio 1987. Esta conformada por varios craneos y

mandibulas, algunas con sus piezas dentales, y posee algunos huesos largos.



Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

Figura 7.2. Parte de una de las colecciones que
posee actualmente el Museo regional Rosa Novak.

Ambas colecciones presenta un estado de conservacion bueno. En ambos casos no se posee
ningun fechado de las muestras. Tampoco hay registro sobre objetos o materiales, de origen natural o
cultural, que hayan estado acompanando a los restos esqueletales. Por este motivo, las muestras son

consideradas histdricas, ya que es imposible actualmente tener un control cronoldgico de las mismas.

Segun las autoridades del museo, los restos no fueron estudiados sistematicamente por
ningun investigador. Al momento, no se ha encontrado ninguna bibliografia ni trabajo que haga
mencion a ellos. De las cinco piezas dentales -molares y premolares- y un hueso largo (fémur) sélo se
analizaron tres, ya que presentaban las mejores condiciones de preservacion y posibilidades de

extraccion de su material genético (Tabla 7.1).

Tipo de muestra Coleccién Codificacién Observaciones
Segundo pre-molar Con coronas
izquierdo perteneciente a desgastadas, pero en
. q' . P Hoffmann. DA1 g P
individuo rotulado como buen estado de
Craneo 3. preservacion.

Con coronas
desgastadas, pero en
buen estado de
preservacion.
Con coronas

Segundo pre-molar derecho
perteneciente a individuo Walker. DA2
rotulado como 2.

Tercer molar superior Hoffmann. deseastadas. pero en
derecho perteneciente a Cajade 06 a DA3 & P

S buen estado de
individuo rotulado como 8. 09.

preservacion.
Tabla 7.1. Muestras seleccionadas para la extraccion y tipificacion por medio de marcadores moleculares.
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Para dicha tarea se siguieron dos criterios: a) su estado de constitucién, verificando que no
tuvieran fracturas, mellas o quebraduras, con el objetivo de evitar cualquier tipo de contaminacién
fordnea que pudiera haber ingresado en la parte interna del diente y b) que no tuvieran presencia de
caries o lesiones infecciosas provocadas por desgaste, ya que podrian llegar a afectar la constitucion
interna de la pieza y modificar los resultados moleculares que se quieren obtener de las mismas.
Inicialmente, se realizaron diferentes pruebas de extraccién con piezas dentales actuales a fin de

poder verificar la viabilidad del método de extraccion.

7.2 Consideraciones éticas en el tratamiento de las piezas.

La aplicacién de métodos y estudios de ADN antiguo son de gran utilidad para muchas
disciplinas y para contestar diversos interrogantes cientificos. Sin embargo, como ocurre con
cualquier estudio sobre restos humanos, es importante considerar las implicancias éticas, legales y

sociales de estas investigaciones.

Actualmente es posible extraer ADN de huesos largos con un daifo minimo, o remontarlos
para que la destruccidon de la pieza sea minima. Con las piezas dentales ocurre lo mismo, ya que al
trabajar con la pulpa dental, no es necesario realizar ningin dafio externo a la pieza, teniendo la
posibilidad de rellenarla luego de la extraccién. De todas maneras, cabe la posibilidad de que las
piezas arqueoldgicas analizadas sufran algun tipo de dafio —i.e. fracturas o fisuras por la fragilidad de
la pieza o algun otro tipo de desgaste. En este caso, es importante tener en cuenta la obligacién
primordial de preservacion que debe tener cualquier investigador en la materia por sobre cualquier

proyecto o interés cientifico.

Debido a que los recursos arqueoldgicos son escasos e irremplazables, creemos que los
andlisis que puedan llegar a implicar alguna accion destructiva sobre la/s pieza/s, solo deben
realizarse en los casos en donde los resultados puedan llegar a ser informativos o resolutorios de
importantes debates o que puedan proveer nuevos datos a fin de comprobar hipdtesis, siempre y
cuando no reporte en una pérdida irreparable para el patrimonio cultural y arqueoldgico en su

sentido amplio. Estas muestras pueden y deben ser conservadas para las futuras generaciones o

61



Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

hasta que se desarrollen nuevos métodos de extraccién que sean menos destructivos o invasivos para

la pieza en si.

Las piezas fueron obtenidas a través de los permisos municipales pertinentes, enmarcados
dentro del proyecto de investigacion “Paisajes Arqueoldgicos en el Paralelo 492", declarado de interés
provincial. Toda la metodologia y proceso de extraccién fue explicado a las autoridades municipales y
del Museo Regional Rosa Novak, quienes amablemente cedieron las piezas. Dichas piezas fueron
retiradas, previa aprobacion del Director de la Secretaria de Cultura de la Ciudad de Puerto San Julidn,

Provincia de Santa Cruz.

Luego del proceso de extraccion, la cavidad producto del acopio de la pulpa dental fue
rellenada con un mondmero auto-curable. Se seleccioné un matiz nimero 67 para conservar el
mismo color de la pieza. Previa verificacién con una pieza moderna, se previno que el mismo no se
contrajera en su secado, a fin de evitar cualquier posible fractura o fisura de la pieza por la accidn de

dicho mondmero.

Consideraciones legales.

En la actualidad, existen ciertos requisitos y normas legales a los cuales atenerse a la hora de
realizar cualquier analisis sobre restos arqueoldgicos. Si bien, diversas leyes han sido aprobadas en
cuanto a la utilizacién, andlisis y estudio de restos arqueoldgicos, tanto naturales y culturales, el
analisis sobre restos humanos debe tener una cuota extra de respeto y cuidado. Para este fin,

disponemos de una ley (Ley 25.517)- ver Anexo.

Siguiendo lo establecido en dicha Ley, el préstamo de las piezas para realizar todos los analisis
fueron aprobados por las autoridades de la ciudad de origen de las muestras. Esto se realizé de esta
manera debido a que los restos humanos presentes en el Museo Rosa Novak no fueron reclamados
por ninguna comunidad aborigen, por lo que son parte de las piezas que este alberga, siendo el
organismo que vela por su cuidado y proteccién. Por otro lado, en los Ultimos afios y en vista de las
crecientes investigaciones del registro bio-cultural, la Asociacién de Antropologia Bioldgica Argentina
ha expedido recomendaciones para el tratamiento y el quehacer en la investigacion con este tipo de

registro (AABA 2007). Dicha acta apoya el estudio de los restos humanos teniendo en cuenta el
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respeto y responsabilidad que ello merece, sumado a la obligatoriedad de trabajar con las
comunidades de origen a fin de evitar cualquier inconveniente ante la posibilidad de algin pedido de
repatriacion a futuro de dichos resto. Asimismo, aconseja una adecuada gestion y manejo de los

restos humanos de las colecciones disponibles para su correcta catalogacion, estudio y preservacion.

7.3 Caracteristicas del trabajo de laboratorio con muestras de ADN
antiguo.

Son numerosos los protocolos relacionados con la extraccién de ADN antiguo y cudles son sus
problemas en relacién a distintos materiales de donde se obtiene (Pddabo 1989, O'Rourke et al. 2000,
Montiel et al. 2001, Hofreiter et al. 2001, Kaestle y Horsburg 2002, Hummel 2003, Yao y Zhang 2003,
P3ddbo et al. 2004, Gilbert et al. 2005, Willerslev y Cooper 2005, Mulligan 2006). Los autores han
hecho hincapié no sélo en los métodos de toma de muestra, sino también en el proceso de extraccién
de ADN de los diferentes tipos de tejidos, sus posibles focos de contaminaciéon, su preservacion a
través del paso del tiempo, asi como también analizar, verificar y convalidar que los resultados,
provengan realmente del ADN de la muestra y no de cualquier contaminante presente en la misma o
de algun agente exdgeno, como podria ser el material de laboratorio o los operadores involucrados
en el trabajo (Pddbo 1989, O'Rourke et al. 2000, Montiel et al. 2001, Hofreiter et al. 2001, Kaestle y
Horsburg 2002, Hummel 2003, Yao y Zhang 2003, Padbo et al. 2004, Gilbert et al. 2005, Willerslev y
Cooper 2005, Mulligan 2006). Siguiendo los mismos podriamos decir que son cuatro las dificultades
que presentan y que deben ser consideradas: a) las probabilidades de extraccion y las caracteristicas
del ADN que se pueda recuperar de las muestras; b) los cuidados empleados para prevenir la
contaminacién con ADN exdgeno; c) los controles utilizados en todos los procesos de extraccidon y
tipificacion del ADN antiguo para asegurar su correcto procesamiento y evitar contaminaciéon o

inhibicion y d) la corroboracién de los resultados obtenidos.

Estos investigadores aconsejan ciertos criterios a fin de preservar las muestras de cualquier foco
de contaminacion posible dentro del trabajo de laboratorio. Las recomendaciones seguidas en este
trabajo son las siguientes:

e Antes de la extraccion, las superficies de las muestras deben ser tratadas con hipoclorito de

sodio a fin de remover la posible contaminacion con ADN exdgeno. Todos los materiales con

los cuales se las analiza o que tienen contacto con las mismas deben estar libres de ADN.
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e Tratar con hipoclorito de sodio e irradiar con UV accesorios, herramientas, mesadas, etc.

e Asegurar que todos los instrumentos, reactivos, enzimas y soluciones sean utilizados sélo en
la extraccién de ADN antiguo y que los mismos se almacenen en lugares sin contacto con ADN
moderno o fuentes de contaminacion.

e Los laboratorios de ADN antiguo deben estar aislados fisicamente y logisticamente de otra
investigacién bioldgica. Hay que asumir que todo en el laboratorio es potencialmente una
fuente de contaminacién y que la muestra siempre llega contaminada.

e El personal involucrado en todas las tareas debe tener extremo cuidado en la manipulacion
del material. Emplear guantes, barbijos, mascarillas y guardapolvos descartables en todos los

pasos de la extraccion.

Conservaciéon del ADN en restos antiguos.

Los huesos estdn compuestos de materia organica y minerales: colageno y osteocalcitas.
Diversas investigaciones (Collins et al 2002) han llegado a la conclusidon de que existen tres tipos de
deterioro del material dseo: 1) deterioro de la fraccidon organica (colageno); 2) deterioro de la parte
mineral del hueso y; 3) biodegradacion general. Estos diferentes tipos de alteraciones de las piezas
Oseas conllevan a la degradacién del ADN contenido en los tejidos organicos (Garzén 2003). La
cantidad de ADN remanente en las muestras antiguas depende, segun Willerslev y Cooper (2005), de

constantes bajas temperaturas.

La inestabilidad post-mortem de los acidos nucleidos representa un problema en la
investigacion de ADN antiguo. Luego de la muerte, las células comienzan un proceso instantdneo de
hidrdlisis y oxidacion y, en consecuencia, el ADN amplificable se dafa y sdlo quedan disponibles
pequenos fragmentos de éste. Actualmente, existen diferentes métodos para dar cuenta de la
posibilidad y alcances que dichos procesos degenerativos pudieron haber creado en muestras
antiguas (Poinar y Stankiewicz 1999). Sin embargo, Salamon et al. (2005) han demostrado la
perdurabilidad del ADN entre los cristales dseos. En lo que respecta al ADNmt, el hecho de que
existan numerosas copias del mismo en las células aumenta las posibilidades del éxito de su

recuperacion en muestras antiguas (Thomas et al. 2003, Wandeler et al. 2003).
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Controles de contaminacién y corroboracion de los resultados

obtenidos.

Otro de los inconvenientes en el estudio de ADN antiguo es el problema de la corroboracion
de los resultados obtenidos. En este caso tampoco hay un protocolo unificado en cuanto a cémo
controlar la conjuncién de éstos posible errores (Montiel et al. 2001, Hummel 2003, Kaestle y
Horsburgh 2002, Willerslev y Cooper 2005). Las recomendaciones seguidas en este trabajo pueden
sintetizase en:

e Como primera medida resulta imprescindible la obtencion de resultados idénticos para una
misma muestra, provenientes de diferentes extracciones y amplificaciones.

e Como control se debe realizar un blanco (testigo negativo) que haya sido tratado con las
mismas soluciones y materiales con los que fueron trabajados las muestras de ADN antiguo.

Dicho blanco debe efectuarse a la par de la muestra analizada, para asegurar que toda la

operacién fue hecha de la misma manera y en las mismas condiciones.

e La utilizacion de blancos deben realizarse en las etapas de extraccion y preparacion de la

PCR, para luego verificar la presencia de amplificaciones espureas.

e La utilizacion de controles positivos y negativos conocidos para cada marcador estudiado
puede ayudar a verificar los resultados y a mejorar la lectura de los mismos.
e Un criterio de corroboracién ampliamente utilizado en ADN antiguo es la caracteristica de

supervivencia del ADN. Se supone que la muestra antigua debe estar fragmentada y

degradada y no superar los fragmentos de ADN el tamafio de 300 pares bases.

7.4 Extraccion de ADN de las piezas dentales

Siguiendo los protocolos y recomendaciones anteriormente mencionados, se procedié al
trabajo de extraccion vy tipificacion del ADN existente en las piezas dentales descriptas en el capitulo
7.1. Para toda la manipulacidén, tanto de las muestras, como de las herramientas utilizadas o que

pudieran tener contacto con las muestras se siguieron todos los pasos explicitados en el capitulo 7.3.

Obtencién de la pulpa de diente.

Como primera medida, las piezas dentales fueron puestas en un tubo cénico estéril con tapa

de 15ml con hipoclorito de sodio 5,5grs/| por unos 15 minutos (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Limpieza superficial de la pieza dental antes de iniciar la extraccion.

Una morsa fue utilizada para sujetar al diente durante el corte y extraccién de su pulpa,
tratando de evitar cualquier tipo de quiebre de la pieza por la presién ejercida por el taladro al
momento del corte. Para ello se utilizaron felpas autoadhesivas en las paredes de la morsa para evitar

cualquier contacto con superficies duras y exceso presion por el trabajo de extraccion (Figura 7.4).

Figura 7.4. Morsa utilizada para realizar la extraccion de la pulpa dental.

Inicialmente se cortd la raiz de la pieza dental con disco de corte fino Dremel a fin de tener

cceso a la pulpa de la pieza (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Remocion de las raices dentales para
acceder a su pulpa.

Como paso siguiente, la pulpa dental de todas las piezas se extrajo por desbaste empleando
un taladro Dremel con punta nimero 111 y recolectada en otro tubo cénico estéril con tapa de 15ml

(Figura 7.6).

Figura 7.6. Remocion de la pulpa dental mediante
taladro.

La cantidad de polvo de pulpa obtenida fue de aproximadamente 200 mg en todos los casos.
Se emplearon entre 60-70 mg de dentina en cada una de las extracciones como se sugiere en
bibliografia (Kuch et al. 2007). En la Figura 7.7 se observan tres piezas dentales que se analizaron, el
estado de la muestra DA1 durante el proceso de corte para la extraccion de la dentina y el remontaje

y reconstitucién de la pieza empleando un mondmero autocurable.
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Figura 7.7 Arriba. Las tres piezas dentales analizadas (ambas caras)
Centro. Estado de la muestra DAL durante las etapas de extraccion de la dentina
Abajo. La pieza reconstituida (ambas caras).

Descalcificacion.

Como paso siguiente, los 70 mg de polvo de pulpa fueron traspasados a un nuevo tubo cénico
estéril y se les agrego 1 ml de EDTA 0,5 M a PH 8 con objeto de descalcificar la dentina y poder liberar
el material organico presente. En paralelo se proceso un blanco de extraccién como control de la
misma. Se dejaron muestra y blanco en un rotador a temperatura ambiente en velocidad minima

durante toda una noche. Para evitar pérdidas se envolvieron las tapas en Parafilm.
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Extraccion de ADN.

Se quitaron los tubos cénicos del rotador luego de 20 horas aprox. Se centrifugaron las
muestras durante 10 minutos a maxima velocidad. Se descartd el sobrenadante y tanto al pellet como
al blanco se le agregd 1ml de solucidn de digestion (0,8ml de buffer de extraccion —conteniendo cada
250 ml de H,0, 1,25ml de tris Cl 2M, 2,5ml| EDTA 0,5M, 10,2grs de acetato de sodio - 0,2ml de SDS
10% —dodecilsulfato de sodio- y 50ul de una enzima proteolitica —proteinasa K- a 0,2mg/ml). Se
volvieron a colocar la muestra y el blanco en rotador dentro de una estufa a 552C por una noche. Para

evitar pérdidas se envolvieron nuevamente las tapas en Parafilm (Figura 7.8).

_."_'____7._——7 —
Figura 7.8. Muestra y blanco en estufa y rotador a 55 °C.

Seguidamente se realiza la extracciéon de ADN siguiendo protocolo de Fenol-Cloroformo
Isoamilico en proporcién 25:24:1 para 1ml de mezcla (Hummel 2003). Se agregan a ambos tubos 500
pl de Fenol y 500 pl de Cloroformo y se centrifugan durante 10 minutos a maxima velocidad. Luego se
retira el sobrenadante -fase superior acuosa- que contiene el ADN en solucidn y se trasvasa a un tubo

Eppendorf estéril e irradiado.

Concentracion y purificacion de la muestra.

Dada la escasa cantidad de ADN que habitualmente se obtiene a partir de muestras antiguas
se recomienda su concentracion previa a la amplificacion del mismo. Para ello se emplean diferentes

equipos comerciales que purificaciéon y concentracion.
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Inicialmente se trabajo con el purificador de ADN Wizard PCR Preps DNA Purification System
—ver boletin técnico de protocolo de utilizacién del equipo comercial ante cualquier consulta
(www.promega.com)-, pero no se obtuvieron los resultados esperados en cuanto al rendimiento de la
muestra. Se optd por utilizar el equipo comercial de purificacién Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Winsconsin, USA) —Ver Boletin Técnico de protocolo de utilizacién del Kit ante
cualquier consulta (www.promega.com) siguiendo las instrucciones sugeridas por el fabricante-.
Debido a que se esta trabajando con ADN antiguo y es esperable que haya poco ADN y fragmentado,
se utilizé el equipo de purificacion que poseia mayor porcentaje de retencién de fragmentos

pequefos para poder luego amplificarlo.

7.5 Analisis del ADN extraido de las muestras.

Amplificacion del ADN obtenido.

La reaccion en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica bien conocida y empleada en
muchas disciplinas cientificas, médicas y genéticas (Pddbo et al. 1989, Stone y Stoneking 1998, Kalmar
et al. 2000, Hummel 2003). Permite realizar gran nimero de copias de la seccién del genoma que se
quiera estudiar. Para poder detectar trazas de ADN por amplificacién de la secuencia de interés se lo
somete repetidamente a diferentes temperaturas y reacciones enzimaticas. Si bien existen diversos
protocolos de PCR para cualquier examen, en ADN antiguo y degradado, no hay algo estandarizado
(Hummel 2003). La técnica de PCR consiste en una amplificacion in vitro manejada por enzimas y es

usualmente aplicada a secuencias de ADN relativamente cortas. La reaccion se basa en 3 pasos:

e Desnaturalizacion: se realiza a una temperatura estandar (94°C). La doble cadena de ADN se
separa por la ruptura de las uniones puente de hidrégeno.

e Alineacion: se realiza a una temperatura variable que depende de los cebadores empleados.
Los mismos flanquean el segmento de ADN que se intenta copiar.

e Elongacion: se realiza a 722C, temperatura a la cual la Tag polimerasa copia el ADN extraido

empleandolo como molde.

Estos tres pasos se repiten de manera ciclica para obtener multiples copias de los segmentos

de ADN que seran duplicados del original de la muestra (Figura 7.9).
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Figura 7.9. Funcionamiento y pasos de una reaccion en cadena de polimerasas (PCR).

El numero de ciclos usados para las amplificaciones es crucial para el éxito del analisis y son
necesarios para evitar falsos resultados por contaminacién -no puede evitarse con poca amplificacién.

El nimero de ciclos para muestras antiguas puede variar entre 35 y 40.

La inhibicién de los reactivos y enzimas es la segunda causa mas importante de la falla en la

amplificacién de ADN antiguo. Mas comunmente, los inhibidores pueden provenir del suelo, como es
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el caso de los acidos humicos, tanicos, etc. Todos estos componentes se originan por descomposicion
de sustancias organicas del lugar en donde fue retirada la muestra o en donde fue guardada, y

pueden inhibir la actividad de la Tag polimerasa.

La secuencia del cebador o primer es la que va a determinar que segmento particular del
genoma se esta amplificando. Actualmente se disponen de diferentes recursos bibliograficos y bases
de datos de secuencias de diferentes marcadores genéticos a fin de establecer la secuencia adecuada
de los fragmentos a amplificar —i.e. GeneBank, Mitomap. En este estudio se utilizaron dos conjuntos
de cebadores. Los mismos corresponden a secuencias especificas de los fragmentos de ADN que se

quiere hibridizar, y por ende, estudiar detalladamente.

PCR de determinacion del sexo de los individuos.

Como se nombré anteriormente, se analizaron fragmentos de ADN biparental

correspondiente al gen de la amelogenina. Los cebadores utilizados para este marcador se muestras

en la Tabla 7.2.
Sitios de los cromosomas sexuales Secuencia del cebador (5'a 3°)
Regidn Xp22.3-p.22.1 del cromosoma Xy ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG
Region Yp11.2 del cromosoma Y. CCCTGGGCTCGTAAAGAA

Tabla 7.2. Sitios y cebadores utilizados para sexar los individuos.

Para realizar las PCR de este gen se empled la siguiente mezcla de reaccion:
18 pl de H,0 calidad Biologia Molecular.

5 ul de Buffer Fidelio (Promega).

1 pl de Cl,Mg 25 mM.

0,125 pl de deoxinucleétidos trifosfato 10 mM.

1 ul de mezcla de cebadores 10uM.

1 unidad de Go Taq.

SN N N N NN

5 ul de ADN antiguo.

Los ciclos de la PCR fueron (Tabla 7.3):
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Paso Temperatura Tiempo
1 94.0 00:04:00
2 94.0 00:01:00
3 58.0 00:01:00
4 72.0 00:01:00
5 37 ciclos desde 2
6 72.0 00:06:00
7 15.0 24:00:00
8 Final

Tabla 7.3. Programa realizado en equipo de PCR para el sexado de las muestras antiguas analizadas.

Se analizaron los fragmentos amplificados en un gel de agarosa al 2% en Buffer Tris 100mM,
EDTA 1mM y 90mM acido bodrico (buffer TBE). Para el sexo masculino se espera amplificar dos
fragmentos de 106 (cromosoma X) y 112 pb (cromosoma Y) y para el sexo femenino solo se visualiza
un fragmento de 106 pb correspondiente a la variable presente en el cromosoma X. Para su
visualizacidn los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio. El mismo se emplea a una concentracion

de 50 ug/100ml.

PCR de determinacién de los haplogrupos mitocondriales.

Se realizaron cuatro PCR correspondientes a cada uno de los haplogrupos amerindios
presentes en Sudamérica. Se realizé una mezcla para la PCR con los siguientes materiales y cantidades

para cada muestra:

17 pl de H,0 calidad Biologia Molecular.

2,5 ul de Buffer Fidelio (Promega).

1 pl de Cl;Mg 25 mM.

0,5 ul de deoxinucledtidos trifosfato 10 mM.
1 ul de mezcla de cebadores 10uM.

1,25 unidades de Go Taq.

A N N N RN

4 pl de ADN antiguo.
Los ciclos de la PCR empleados se resumen en la Tabla 7.4; en tanto que el tipo de cebadores

y las enzimas utilizadas para la determinacion de cada haplogrupo se detallan en la Tabla 7.5. que

siguen a continuacion.
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Pasos Temperatura Tiempo
1 94.0 00:04:00
2 94.0 00:01:00
3 53.0 00:01:00
4 72.0 00:01:00
5 37 ciclos desde 2
6 72.0 00:05:00
7 15.0 24:00:00
8 Final

Tabla 7.4 Programa realizado en equipo de PCR para las muestras antiguas analizadas. En este caso se trata del

gen de la amelogenina para realizar un sexado de los individuos.

Hablogrupo Hae lll sitio | Deleciéon de | Hinc Il sitio Alul Secuencia del cebador (5° a 3') Tamaiio del
plogrup 663 9 pb 13.259 5176 amplicén
TGAAAATGTTTAGACGGCCTCACATC
A + - + + 176
TAGAGGGTGAACTCACTGGAAC
ACAGTTTCATGCCCATCGTC
B - + + + 122
ATGCTAAGTTAGCTTTACAG
c i i i . ATTCGTAGCCTTCTCCACTTCA 208
TCCTATTTTTCGAATATCTTGTTC
TAGGATGAATAATAGCAGCTCTACCG
D - - + - 149

GGGTGGATGGAATTAAGGGTGT

Tabla 7.5. Enzimas de corte y cebadores utilizados para la determinacién de los haplogrupos mitocondriales
amerindios-ver Stone y Stoneking 1998.

Analisis de los polimorfismos de los segmentos amplificados.

En este caso, se utilizaron diferentes enzimas que cortaran la cadena de ADNmt en presencia

o ausencia de los polimorfismo tipicamente Amerindios a fin de reconocer sus haplogrupos. La

técnica del analisis de polimorfismos de largo de fragmentos de restriccion —RFLP-, en ultima

instancia, consta de la separacion de las moléculas de ADN de acuerdo con su peso molecular a través

de un medio que pueda ser sometido a electroforesis.

Una vez amplificados los fragmentos para los haplogrupos A, Cy D se digirieron con la enzima

correspondiente (Tabla 7.5) para verificar la presencia o la ausencia de los sitios de corte
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caracteristicos de cada haplogrupos. Para esta determinacion se realizé la siguiente mezcla de
digestion:

v" 18 ul de H,0 calidad biologia molecular.
v" 2 ul de Buffer de extraccion.
v" 0,5 ul de enzima especifica para cada haplogrupo.

Se incubaron las reacciones a 372C durante 18 horas, al cabo de las cuales se analizaron los
fragmentos de restricciéon en un gel de agarosa al 2% en el buffer TBE con la tincién anteriormente

nombrada.

Para el caso del haplogrupo B, cuya caracteristica es la delecién de 9 pb en la regidon
amplificada, se analizaron los fragmentos obtenidos en un gel de agarosa al 3% para verificar su talla.
En caso de presencia de la delecidn (haplogrupo B) el mismo tiene un tamafio de 113 pb, cuando no

hay delecién la talla del fragmente es de 122 pares de base.

Deteccién de inhibidores.

En el caso de que una muestra no amplifique, se analizaran mediante el empleo de un equipo
de PCR Real Time. El mismo permite detectar la presencia de ADN vy visualizar su amplificacion en
cada ciclo de la PCR. De esa manera es posible identificar las muestras que poseen inhibidores que

impiden la amplificacién del ADN presente.
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Capitulo 8

Resultados y Discusion

8.1 Resultados
El ADN fue extraido exitosamente en dos de las tres piezas dentales muestreadas.

Amelogenina.

Se pudo determinar que las muestras DA2 y DA3 poseian los fragmentos esperados en
individuos de sexo femenino (Figura 8.1). La muestra DA1 no pudo ser amplificada en ninguna de las
PCRs realizadas. Dichos resultados fueron repetidos dos veces, a partir de dos diferentes extracciones
de ADN, obteniendo siempre el mismo resultado. Ademads se corrobord, como control adicional y con
la misma metodologia, el mismo marcador sexual para el operador que realizo todos los procesos de
extraccion y amplificaciéon, dando como resultado una tipificacién de sexo masculino -amplificacion
de dos bandas-, lo cual apoya aun mas la autenticidad de los datos. Nunca se obtuvieron

amplificaciones para los blancos realizados a la par de la muestra.

C M M F B FeDa2bDa2 § B Fe M F Da2 E B DaZb
e

Figura 8.1. Gel de agarosa al 2% en donde se corrieron las amplificaciones para el marcador de la amelogenina.
Véase la amplificacion de una sola banda para la muestra Da2. Orden de siembra: gel izquierdo (en orden de
izquierda a derecha): C: control de reaccion; M: muestra masculina moderna; M: muestra masculina moderna; F:
muestra femenina moderna; B: blanco que acompario la muestra; Fe: muestra antigua; Da2b: blanco que
acompafio la muestra; Da2: muestra antigua analizada en esta tesis. Gel derecho (en orden de izquierda a
derecha): B: blanco que acompafo la muestra; Fe: muestra antigua; M: muestra masculina moderna; F: muestra
femenina moderna; Da2: muestra antigua; E: escalera de peso molecular; B: blanco que acompafio la muestra;
Da2b: blanco que acompafio la muestra.
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Figura 8.2 Gel de agarosa al 2,5% en donde se corrieron las amplificaciones para los haplogrupos mitocondriales
A (verde) y D (Azul). Véase la amplificacion de una banda en donde se observa la pédida de sitio de corte para la
enzima Alu | caracteristica del haplogrupo D. Orden de siembra: T1: control negativo para haplogrupo A; A+:
control positivo para haplogrupo A; A-: control negativo para haplogrupo A; F: muestra antigua; F: muestra
antigua; D2: muestra antigua; E: escalera de peso molecular; T2: muestra negativa para haplogrupo D; T1:
muestra negativa para haplogrupo D; D+: control positivo para haplogrupo D; D-: Control negativo para
haplogrupo D; F: muestra antigua; F: muestra antigua; Da2: muestra antigua analizada en esta tesis para
haplogrupo D positivo.

Haplogrupos de ADN mitocondrial.

Para este marcador, se pudo determinar en dos de las tres muestras analizadas - DA2 y DA3-,
la presencia del haplogrupo D (Figura 8.2). La muestra DAL no pudo ser amplificada en ninguna de las
PCRs realizadas. Dichos resultados fueron repetido dos veces, a partir de dos diferentes extracciones
de ADN, obteniendo siempre el mismo resultado. A su vez, como otro método de control se

comprobd que ninguno de los operadores poseia este haplogrupo.

Presencia de Inhibidores en la muestra DA1.

Inicialmente se supuso que los resultados de amplificacién negativa podrian deberse a la
posibilidad de que la muestra no tuviera la cantidad de ADN necesaria para poder tipificarla o que el
mismo estuviera degradado o contuviera inhibidores de la Taq polimerasa. Con el andlisis de la
muestra empleando una PCR Real Time se pudo comprobar que la muestra DA1 poseia ADN en buena
cantidad, por lo que se propuso que la imposibilidad de poder tipificarla y amplificarla se debe a la

presencia de algun inhibidor indeterminado presente en la pieza dental.
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8.2 Discusidn

El estudio del poblamiento de un continente es un tema complejo y dependiente de multiples
variables, escalas y resolucién del registro aportado por las diferentes disciplinas. Cdmo los humanos
se dispersaron en el continente americano es una compleja relacién entre el paisaje, las estructura
ambiental, procesos de adaptacion al medio, demografia, fisiogeografia de los diferentes habitats y la
disponibilidad de los recursos, asi como también las respuestas individuales, grupales, sociales y
poblacionales a los cambios ambientales y temporales acaecidos durante las postrimerias del
Pleistoceno y todo el Holoceno. Otras investigaciones han llegado a la conclusion de que la dispersién
humana es el resultado de la relacion entre periodos de contraccidn o expansion espacial,
crecimiento o declinacién, diversificacion u homogeneizaciéon genética o cultural y aislamiento o
continuidad geogréfica (Lanata et al. 2008). La interrelacidén entre esos procesos es lo que moldea el
tiempo y modo de los cambios culturales, genéticos y sus diferentes trayectorias. Las caracteristicas
del mosaico medioambiental de cada region moldea e impone bajo qué condiciones la dispersion

inicial y posteriores son posibles.

Diferentes investigadores han aplicado a estas problematicas una perspectiva
metapoblacional -parte de una poblacidn interactuando en tiempo y espacio- (Borrero 2001b, Lanata
et al. 2008) para entender la variabilidad interna de las poblaciones humanas y los rasgos de sus
respuestas a las presiones ambientales selectivas. Estamos de acuerdo en que los pulsos ambientales
pueden tener diferentes efectos en las poblaciones, provocando reorganizaciones y acomodamientos
de los ecosistemas que pueden tener consecuencias genéticas o culturales, pudiendo ser viable a
partir de éstos la supervivencia de los grupos humanos o provocar escenarios de extinciones locales
(Borrero 2001b, Lanata 1996, Lanata et al. 2008). Todo el continente americano, desde el punto de
vista de la especie Homo sapiens es la Ultima masa terrestre en ser colonizada durante tiempos
Pleistocénicos y tiene la particularidad de ser el unico continente donde el hombre moderno fue el
Unico en arribar, sin discusiones de reemplazo o coexistencia con otras especies Homo (Borrero 2001,
Lanata et al. 2008). Estos grupos humanos que ingresaron en el continente debieron cruzar barreras
ecoldgicas para explotar muy diversos y homogéneos ambientes. Actualmente estd aceptado el
hecho de que exista la posibilidad de una entrada al continente anterior a la propuesta por el

paradigma “Clovis primero” — 11.500 rcybp-, y que las adaptaciones humanas fueron mucho mas
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diversificadas tecnolégicamente, siendo muchos los recursos con los cuales los grupos humanos
lograron sobrevivir —Politis et al. 1995, Miotti y Salemme 2003, Miotti 2003-, en contrapartida a la

supuesta especializacién en la explotacidn de la megafauna (Martin 1973).

En Patagonia termind el proceso de dispersién humana en espacios continentales (Lanata
2006) sobre el planeta, estando todavia Tierra del Fuego unida al continente. La Patagonia se libré de
hielo hace aprox. 14.000 AP y hay presencia humana segura hace 11.000 AP en diversos ambientes,
formandose el estrecho de Magallanes hace unos 8.000 AP. Si bien hubo sectores que pudieron estar
intransitables, habia otros por los que la dispersién era posible (Borrero 2001, Lanata et al. 2008). No
es necesario pensar que toda la Patagonia fue poblada al mismo tiempo, es probable que
inicialmente se poblaran sélo los lugares mds accesibles ecolégicamente hablando. Las
investigaciones arqueoldgicas han aportado evidencia para diferentes periodos. En cuanto a la fase
Pleistocénica de la dispersion, se ha podido comprobar que eran poblaciones con gran sofisticacién
tecnolégica en donde las puntas de proyectil formaban parte de los repertorios mas tempranos. La
baja visibilidad arqueoldgica en este periodo temporal ha sido interpretada como la evidencia de una
muy baja demografia y en algunos casos, ausencia de poblaciones. Diversos investigadores han
propuesto que la baja demografia es una condicién necesaria por la inestabilidad de los ambientes
pleistocénicos patagdnicos (Borrero y McEwan 1997, Borrero et al 2001). A su vez, son grupos
cazadores recolectores los que primaron en estas regiones, siendo siempre reducidos en el nimero
de individuos, lo cual es una caracteristica cultural que habria sido adaptativa, ya que en ecosistemas
en donde los recursos estan muy dispersos en grandes extensiones de terreno o si son marcadamente
estacionales, la formacién de grupos de gran tamafo puede resultar poco ventajoso (Borrero y

McEwan 1997, Borrero et al 2001).

Hacia el Holoceno se perciben ciertos cambios en el registro arqueoldgico. Se observa un
aumento de sitios el cual es interpretado como un aumento demografico, pero también es
interpretado como un resultado de una mayor depositacion de restos arqueoldgicos en lugares que
eran visitados con mayor frecuencia. A su vez, se terminaron de conformar todas las barreras
biogeograficas actuales —estrecho de Magallanes y canales fueguinos- los cuales fueron un
determinante para aislar ciertas zonas, y con ellas, a las poblaciones que alli habitaban. A partir de

este momento se registra una ocupacién mds sistémica y mayor variabilidad tecnoldgica,
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posiblemente como respuesta al stress ambiental debido a los cambios climaticos (Borrero y McEwan
1997, Borrero et al. 2001). En general, no hay postulado un aumento demografico para estas
poblaciones, por lo que es posible que las condiciones de aislamiento en un contexto de grupos
pequefios muy mdviles' podria haber sido la regla en un ambiente como el patagénico. Recién hacia
los 4.500 AP algunos autores han postulado un cambio en el registro arqueoldgico, en donde se
perciben divergencias tecnoldgicas en algunas dreas como respuestas adaptativas al medio ambiente
(Mena 1997). De todas maneras, sélo hace unos 600 afios se ve claramente marcado una adaptacion
muy diferente —i.e. adaptaciones plenamente maritimas en Tierra del Fuego- en lugares especificos

de la Patagonia (Borrero 1997).

En conclusién, debido a los constantes cambios ecoldgicos no se registra arqueoldgicamente
un desarrollo demografico lineal continuo hasta llegar a la saturacidn del espacio. Muchos sectores de
la Patagonia estuvieron alternativamente vacios y llenos de grupos presentando una discontinuidad

en el uso del espacio y en la distribucion de poblaciones humanas.

El analisis de la distribucion de los linajes maternos puede verificar estas conclusiones, ya que
dichos procesos paleoambientales, geograficos y demograficos pueden influir en la variabilidad
genética de las poblaciones patagdnicas. Todos los procesos detallados anteriormente pueden
inducir a hipotetizar la existencia de fenédmenos microevolutivos responsables de la disminucién en la
diversidad de haplogrupos presentes en esta regidon. Mecanismos como la deriva genética, por efecto
fundador o cuellos de botella, traen aparejada una disminucion en el acervo génico de poblaciones
humanas de pequefio tamafio como se registra en grupos cazadores-recolectores. Tampoco puede
descartarse que los procesos de seleccién natural hayan tenido alguna influencia en la eficacia

bioldgica de algunos de los individuos que poblaron esas latitudes.

Al respecto, la tipificacidon de los linajes maternos mitocondriales realizados en este trabajo
permite avalar la hipdtesis H1, ya que los individuos muestreados pertenecen a alguno de los cuatro
linajes maternos amerindios (haplogrupo D) presentes en poblaciones americanas. Siguiendo estos

planteos, también podemos decir que la hipdtesis H2 es correcta, ya que el linaje hallado es uno de

! Esto se ve reflejado en el movimiento de ciertas materias primas, como la obsidiana negra, proveniente de Pampa del
Asador, muchas veces a cientos de kildmetros de los lugares de hallazgo— Garcia-Herbst et al. 2007-
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los mas frecuentes en Patagonia, tanto en poblaciones actuales, histéricas y antiguas. Otros
investigadores (Lalueza et al. 1997) han identificado también el haplogrupo C en una frecuencia del
38,8% y el D en una frecuencia de 61,2% en un total de 75 individuos de diferentes sitios
arqueoldgicos y museos de Chile y Argentina, siendo el segundo mas frecuente en muestras antiguas
de Patagonia. Adicionalmente, Moraga y Col. (Moraga et al. 2009) han identificado el haplogrupo C, D
y B en distintas frecuencias, variando las mismas en relacién a la antigliedad de las muestras, en un
total de 40 individuos de diferentes sitios arqueolégicos de Fuego-Patagonia de Argentina y Chile.
Estas investigaciones son las primeras en descubrir el haplogrupo B en poblaciones prehistdricas de
Patagonia. Si bien los individuos muestreados en el presente trabajo y los que estan disponibles en
bibliografia son un conjunto pequefio aun, la baja o ausente frecuencia de los haplogrupos A y B
puede entenderse debido a la estructura poblacional, la demografia y los factores geografico-

ambientales anteriormente nombrados.

Por otro lado, el andlisis del ADN de las piezas dentales permitié determinar el sexo de los
individuos muestreados. Se pudo confirmar en diferentes extracciones y determinaciones la
reproducibilidad de estos resultados. Tradicionalmente, la determinacidon del sexo de los individuos
en bioantropologia y arqueologia se realiza a través de rasgos morfométricos y por comparaciones
osteoldgicas (Campillo y Subird 2004). En general ha sido dificil realizar esto debido a que no siempre
estdn disponibles todas las parte esqueletales necesarias para su determinacion y en ocasiones no se
observa un claro dimorfismo sexual. Debido a estos inconvenientes, el estudio del marcador
amelogenina parece ideal para establecer el sexo de los individuos debido a que su determinacion es
independiente de la representacién de todas las partes esqueletales y de la expresion del dimorfismo

sexual. Al independizarse del grado de dimorfismo sexual puede utilizarse en individuos subadultos.
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Conclusiones

En esta tesis logramos obtener y tipificar material genético a partir de piezas dentales
procedentes del Museo Regional Rosa Novak de la ciudad de Pto. San Julian, Prov. de Santa Cruz. El
analisis de las amplificaciones obtenidas nos permitié determinar el sexo femenino y el haplogrupo

mitocondrial D en dos de las tres muestras analizadas.

Si bien, como ha sido expuesto en el presente trabajo, el andlisis de ADN antiguo es
sumamente laborioso creemos que la informacién que se obtiene es muy valiosa y de aplicabilidad en
diversas disciplinas. El aporte de la informacién genética y el marco tedrico de la genética de
poblaciones pueden ayudarnos a resolver multiples interrogantes arqueoldgicos. Por ejemplo, en
aquellos casos donde los procesos de formacion de sitio implican alteraciones tanto antrépicas como

no antrépicas, y han modificado la supervivencia de los restos arqueoldgicos.

En sintesis, estos analisis abren la posibilidad de realizar estudios moleculares en restos
arqueoldgicos a partir de piezas dentales procedentes de museos de manera menos invasiva y
preservando dicho material. Por Ultimo, queremos sefialar que actualmente las muestras contindan
siendo analizadas con el fin de determinar otros marcadores moleculares y que se han incorporado

nuevas muestras con el objeto de aportar mas datos a la problematica del poblamiento americano.
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Sitio

Datacién C14
A.P.

Tecnologia
asociada

Fauna Asociada

Actividad inferida

Referencia
bibliografica

Sitios de
Norteamérica con
antiguedad Clovis

Bluefish Cave

16.000/13.000

Buriles y bifaces pre Clovis

Extinta y actual

Procesamiento primario

Cing-Mars (1979)

Batza Teana
(complejo Nennana)

11.600-11.000

Puntas no acanaladas y cuchillos de
edad clovis

Caribu

Diferentes tipos de sitios

Clark (1991)

Complejo Nennana

11.700/10.600

Bifaces en forma de lagrima sin
micro hojas

Caribu

Diferentes tipos de sitios

Goebel et al. (1991)

Dry Creek, complejo
Denali

11.000-10.500

Cuchillos, puntas y micro hojas

Bisonte, caballo,
mamuth y caribu

Campamentos

Clark (1991)

Walker Road, Elementos acuéticos Sitios de actividades Goebel et al. (1991)
Broken Mammoth 11.800/11.000 | Cuchilos, puntas y grandes lascas . y especificas y ’
» economia terrestre Goebel (1999)
y sitio Mesa y campamentos
. Similares a industrias Solutrenses Goodyear (1999),
? 2

Cactus Hil 15.000/10.300 con hojas y puntas Clovis ’ ) Johnson (1997)
Meadowcroft 17.000/14.500 Bifaces y Hojas Preclovis. Puntas Fauna actual Campamentos Adovasio (1993)

Clovis

Lago Lubbok

11.000/10.000

Martillos y hojas tipo Clovis

Mamuth, caballo,
bisonte y camélidos

Procesamiento

Johnson (1991)

Cueva Lago Charlie

10.800/10.100

Puntas acanaladas, hojas con
retoque marginal e instrumentos en
nucleos

Bisonte y pequefios
mamiferos

Eventos de caza

Carlson (1991),
Driver 1996, 1998)

Lubbok Clovis

11.500-11.000

Puntas Clovis, cuchillos y raspadores

Fauna actual y extinta

Actividades mdltiples

Johnson (1991)

Mamuth, caballo,

Black Water 11.200/10.500 | Puntas Clovis y cuchillos . i Campamento base Johnson (1991)
bisonte y camélidos

Lindenmeier 10.800 rPauerg:fagcanaladas Folsom y Bisontes extintos Campamento base Johnson (1991)

Guila Naquitz 10.800/8.800 | Puntas y raederas Fauna actual Campamento estacional Flannery (1983)

Lago Alajuela Sin datos Puntas Clovis y cola de pescado Sin asociacion Taller en superficie Bryan (1978)

Los Tapiales Sin datos Puntas acanaladas Clovis Sin asociacién Taller y campamento Bird and Cooke (1979)




Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

Sitios
Sudamericanos

Puntas "el Jobo", bifaces y hojas

Taima Taima 13.200 retocadas Mastodontes Sitio de matanza Bryan (1978)

Vegas 10.800/8.000 | Hojas Fauna actual Campamento Stothert (1985)

El Inga 9.500-9.300 Pulntas cola de pescado, buriles, Sin asociacion Actividades mdltiples Mayer Oakes (1986)
hojas y lascas

El Abra 12.400-7.200 | Hojas utilizadas Caballos y mastodentes | Taller y campamento Correal Urrego (1986)

Tibito 11.700 Raspadores y hojas Mega fauna extinta Sitio de matanza y Correal Urrego (1986)

procesamiento

Sa_n Isidro y Pefia 10.000 Instrumentos para procesamiento de Palmeras Localidad agricola Gnecco (1998)

Reja vegetales

Pedra Pintada 11.000 Puntas Fauna actual Actividades mudltiples Roosevelt (1996)

Guidon (1986), Gudion

Pedra Furada 33.000-17.000 |Lascasy raspadores Sin asociacion Sin asignar and Delebrias (1986)
Touro Passos 23.300-10.400 | Choppersy lascas Huesos de fauna extinta | Sin asignar Prous y Fogaca (1999)
Paraiba 10.700-9.100 |Lascas Sin asociacion Campamento Prous y Fogaca (1999)
Lagoa Santa 14.500-12.000 |Lascasy choppers Fauna actual y extinta Enterratorio humano Prous y Fogaca (1999)
Alice Boer 14.200-10.700 |Puntas Sin asociacion Sin asignar Gruhn (1989)

Cerca Grande

10.400-9.700

Lascas, raspadores, puntas y hachas

No reconocida

Enterratorio humano

Prous y Fogaca (1999)

Lapa Vermelha IV

11.700-10.200

Huesos humanos femeninos

Huesos y coprolitos

Enterratorio humano

Prous y Fogaca (1999)

roedores

estacional

Talara 11.200-10.200 | Tradiciones unifaciales Sin discriminar Campamento Aldenderfer (1999)
La Cumbre - .
> ’ . Lascas, plantas y tradiciones . Richardson Il (1978),
Qumhua,c y Pampa Sin datos unifaciales Fauna extinta Campamento Cahuchat (1998)
de los Fésiles
Cumbe 10.500 Pequefias lascas Cérvidos y roedores Sin asignar Cardich (1991)
Quebrada Tacahuay 10.000-8.000 | Puntas lanceoladas Pescados_, conchasy Campamento Aldenderfer (1999)
aves marinas
gﬂrerggada de los 10.000-9.500 | Puntas Moluscos marinos Campamento Lavallee et al (1999)
Telarmachay 12.000-8.000 | Puntas lanceoladas Ardillas y camélidos Campamento base Lavalle (1985)
Lauricocha | 9.500-8.000 Puntas lanceoladas y raspadores Ardillas y camélidos Acnwdadgs multiples y Cardich (1980)
enterratorios
Pachamachay 11.800 Tecnologia bifacial Fauna actual Campamento Rick (1988)
San Lorenzo Tuina 11.000-8.000 |Puntas lanceoladas y choppers Ardillas, camélidos y Campamentoy taller Santoro (1989)
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Quebrada Seca lll 10.400 Bifaces y choppers Fauna actual Campamento Aschero (1988)

Tagua Tagua 11.800 Pulntag cala de pescado y tecnologfa | Guanacos y Lugar de matanza Nufiez et al. (1994)
unifacial mastodontes

Agua de la Cueva 10.200-9.200 | Tecnologia unifacial Guanacos Campamento estacional Garcia (1995)

Monte Verde 13.200-11.000 | recnologia uniy bifacial, y puntas | Mastodontes y paleo | -,y amento-villa Dillehay (1984, 1997)
lanceoladas lama

Arroyo Malo 3 10.000 Lascas Fauna actual Campamento estacional Neme (2001)

Gruta del Indio nivel 8.500 Lascas y bifaces Fauna actual y extinta Campamento Lagiglia y Garcia (1999)

inferior

Arroyo del Tigre

11.200-10.400

Lascas y bifaces

Sin reconocer

Mdltiples actividades y taller

Suarez y Lopez Mass
(2003)

Pay Paso |

10.000-8.600

Herramientas unifaciales con
abundante carbén. Puntas cola de
pescado

Fauna actual y extinta

Multiples actividades y taller

Suarez y Lopez Mass
(2003)

Cerro La China 2

11.100-10.600

Puntas cola de pescado, nucleos y
lascas

Sin asociacion

Actividades relacionadas
con la caza

Flegenheimer (1987,
1994)

Cerro La China 1

10.800-10.500

Puntas cola de pescado en
diferentes estados
de confeccion, uso y reavivamiento

Gliptodontes

Actividades mudltiples

Flegenheimer (1987,
1994)

Artefactos con retoque marginal, sin

Flegenheimer (1987,

Cerro La China 3 10.600 puntas, con gran diversidad Sin asociacion Mdltiples actividades y taller 1994)

tipologica
El S_ombrero cimay 10.700-8.000 Tecnologia bifacial, puntas cola de Sin datos de fauna E_qylpar_nlento y sitio de Flegenheimer (1987,
Abrigo 1 pescado, nucleos y ocre vigilancia 1994)
Los Pinos 10.500-8.800 ;gggg;%gla de hojas y puntas cola de Fauna local y extinta Taller y campamento Mazzanti (1997, 1999)
Cueva Tixi 10.400-10.000 Tecnologia de hojas y puntas cola de Fauna local y extinta Taller y campamento Mazzanti (1997)

pescado

Tecnologia de hojas y puntas cola de

Armadillos, caballos y

Paso Otero 5 10.200-9.500 Sitio de matanza y desposte | Martinez (1997)
pescado guanacos

Arroyo Seco 2 9.000-8.500 Hijas y bifaces Fauna actual y extinta Campamento y enterratorio | Politis et al. (1995)

La Moderna 10.000-7.500 |Hojas y cuchillos de filo natural gd'g;%iggtes y Sitio de matanza Politis y Gutierrez (1998)
Puntas cola de pescado y asociacion

Piedra Museo AEPI 12.900-9.300 | con lascas bifaciales y herramientas | Fauna actual y extinta Procesamiento primario Miotti (1992, 1996)
unifaciales

Los Toldos Cueva 3, 12.600 Cuchillos y raederas Fauna actual y extinta Campamento residencial Cardich et al. (1973)
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Cueva |, Cerro Tres
Tetas

11.600-10.300

Tecnologia unifacial en grandes
lascas

Guanacos

Sin datos

Paunero (1993/94, 1996)

Cueva Casa del
Minero

11.000-10.000

Tecnologia unifacial en grandes
lascas y lascas bifaciales

Paleo lama y fauna
actual

Sin datos

Paunero en prensa

8.300 para el Lugar de actividades
Los Toldos C3 fin de _szl Puntas y tecnologia de hojas Fauna actual y extinta limitadas Cardich et al. (1973)
ocupacioén

Rio Pinturas I: Puntas bifaciales y triangulares,
Arroyo Feoy 9.300-8.500 hojas y pinturas Guanaco y fauna actual | Actividades multiples Gradin (1980)
Cueva de las Manos rupestres

Pinturas rupestres, lascas y . . Aschero (1996), Civalero
CCP7 9.700-9.100 ' 9 Guanaco y fauna actual | Actividades domésticas y

estructuras de combustion

Franco (2003)

Chorrillo Malo 9.200 Herramientas expeditivas Fauna actual Sin asignar Civalero y Franco (2003)

Cueva del Medio

10.500-10.200

puntas cola de pescado, en corazon
y tecnologia de hojas

Fauna actual y extinta

Campamento base

Nami (1987)

Fell, Pali Aike

11.000-10.000

puntas cola de pescado, en corazon
y tecnologia de hojas

Fauna actual y extinta

Campamento, enterratorio

Bird (1988)

Cueva Lago Sofia

11.500

Sin puntas, lascas

Fauna actual y extinta

Sin datos

Prieto (1988)

Tres Arroyos

11.900-10.300

Puntas, raederas, y tecnologia
bipolar

Fauna actual y extinta

Campamento base

Massone (1984)

Tabla 5.1. Sitios arqueoldgicos mejor documentados considerados tempranos en Norteamérica y Sudamérica. En los mismos no se observa una predominancia en el

consumo de animales extintos. También se observa la diversidad de herramientas encontradas y los diferentes tipos de actividad inferida. Reproducido parcialmente de

Miotti y Salemne 2003.
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Poblacién n A B C D |Indet. | Tipo de muestra Region Autores
Dobrig 154 | 90,9 0 2 0 7,1 Actual Noroeste de Canada. Torroni et al. 1992 / Merriwether et al. (1995)
Haida 25 | 96 0 0 4 0 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Navajo 48 | 58,3 | 37,5 0 0 4,2 Actual Arizona y Nuevo México. Torroni et al. (1993a)
Apache 25 | 64 16 12 8 0 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Bella coola 25 | 60 8 8 20 4 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Nuu-Chah-Nulth 15 | 40 | 6,7 | 13,3 | 26,7 | 13,3 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Chippewa 15 | 26,7 {133 |333| O 26,7 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Mohawk 18 | 16,4 | 10,5 | 13,8 | 0,6 28,7 Actual Norte América Merriwether et al. (1995)
Ojibwa 28 [ 64,3 | 36 | 7,1 0 25 Actual Norte América Torroni et al. (1993a)
Oklahoma Muskoke 71 | 36,6 | 155 | 9,9 38 0 Actual Norte América Merriwether et al. (1995)
Pima 30 | 6,7 | 50 |433]| O 0 Actual Sureste de Arizona Schurr et al. (1990) / Torroni et al. (1992-1993a)
Zapotec 15 [ 33,3(333(333| 0 0 Actual México. Torroni et al. (1994)
Maya 27 | 519 222|148 | 7.4 3,7 Actual México. Torroni et al. (1992)
Guatuso 20 | 85 15 0 0 0 Actual México. Torroni et al. (1994)

Kuna 79 | 77,2 | 22,8 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1993a) / Batista et al. (1995)
Ngobe 62 | 67,7 | 32,3 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1993a) / Kolman et al. (1995)
Teribe 20 | 80 20 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1994)

Bribri/Cabecar 24 | 542|458 | 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1993a)
Ticuna 28 | 17,9 0 |321]| 50 0 Actual Colombia Schurr et al. (1990) / Torroni et al. (1993a)
Mataco 28 | 10,7 | 35,7 0 53,6 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Yanomama 24 0 16,7 | 54,2 | 29,2 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Quechua 19 (26,3368 | 53 |31,6 0 Actual Sudamérica Merriwether et al. (1995)
Aymara 172 | 6,4 | 67,4 | 122 | 14 0 Actual Sudamérica Merriwether et al. (1995)
Atacamenos 63 | 143|714 | 95 | 48 0 Actual Sudamérica Baillet et al. (1994) / Merriwether et al. (1995)
Huilliches 38 | 53 | 289|184 | 47,4 0 Actual Patagonia Baillet et al. (1994)
Mapuches 58 5,3 31 20,6 | 29,3 | 10,3 Actual Patagonia Baillet et al. (1994)
Peneunche 100 | 2 9 37 | 52 0 Actual Sudamérica Merriwether et al. (1995)
Peruvians 52 3,9 | 538 17,3 | 19,2 5,8 Actual Perl (Pasco y Lima) Rodriguez-Delfin et al. (2001)
Mexicans 60 | 65 | 21,7 |133| O 0 Actual México Rodriguez-Delfin et al. (2001)
Embera 22 | 73 | 2,3 0 0 5 Actual Colombia Mesa et al. (2000)
Ingano 27 | 15 44 37 0 4 Actual Colombia Mesa et al. (2000)

113



Viajando con genes: una metodologia molecular aplicada a interrogantes arqueoldgicos

Ticuna 54 | 13 15 39 33 0 Actual Colombia Mesa et al. (2000)
Wayuu 40 | 25 35 38 0 3 Actual Colombia Mesa et al. (2000)
Zenu 37 | 19 41 30 5 5 Actual Colombia Mesa et al. (2000)
Aymara 33 0 93,9 3 3 0 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Quechua 32 |156| 75 | 94 0 0 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Chimane 41 | 39 |53,7]| 49 0 2,4 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Moseten 20 | 40 55 0 0 5 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Ignaciano 22 | 182|364 /409| O 4,5 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Trinitario 35 [ 143 ] 40 | 371 | 29 5,7 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Movina 22 | 91 9,1 | 63,6 | 18,2 0 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Yuracare 28 | 39,3 (321|214 | 3,6 3,6 Actual Dto. Beni. (Bolivia) Bert et al. (2001)
Aonikenk 4 0 0 50 50 0 Actual Fueguinos-Patagénicos. Garcia-Bour et al. (2004)
Kaweskar 11 0 0 36,3 | 63,6 0 Actual Fueguinos-Patagdnicos. Garcia-Bour et al. (2004)
Selknam 3 0 0 100 0 0 Actual Fueguinos-Patagénicos. Garcia-Bour et al. (2004)
Yamana 6 0 0 83,6 | 16,3 0 Actual Fueguinos-Patagénicos. Garcia-Bour et al. (2004)
Aymara 172 7 68 | 11,9 | 131 0 Actual Lago Titicaca. Moraga et al. (2005)
Dobrig 30 | 100 0 0 0 0 Actual Noroeste de Canada. Torroni et al. (1993a)
Tlingit 2 2 0 0 0 0 Actual Alaska. Torroni et al. (1992)
Hopi 1 0 100 0 0 0 Actual Arizona. Torroni et al. (1992)
Pomo 1 0 0 0 1 0 Actual California. Torroni et al. (1992)
Ticuna 28 | 178 | 0 |322]| 50 0 Actual Oeste Brasil-Amazonas Torroni et al. (1992)
Mapuches 63 | 6,4 [ 349 | 19 27 9,5 Actual Patagonia Bianchi et al. (1995)
Atacama 13 [ 23,1692 | 7,7 0 0 Actual Sudamérica Bianchi et al. (1995)
Huilliches 38 | 53 | 289|184 | 474 0 Actual Sudamérica Bianchi et al. (1995)
Pima 30 0 50 [433] 0 6,7 Actual Sureste de Arizona (son de Mexico). Santos et al. (1994)
Maya 28 | 50 | 214 (143|741 7,2 Actual Mexico Santos et al. (1994)
Boruca 14 | 21,4 | 71,4 0 7,2 0 Actual America central Torroni et al. (1994)
Kuna 16 | 100 0 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1994)
Guaymi 16 | 68,8 | 31,2 0 0 0 Actual America central Torroni et al. (1994)
Piaroa 10 | 50 0 10 | 40 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Makiritare 10 | 20 0 70 10 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Macushi 10 | 10 20 30 | 40 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Wapishana 12 0 25 | 8,4 | 66,6 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Kraho 14 | 285|571 |144| O 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
Marubo 10 | 10 0 60 30 0 Actual Sudamérica Torroni et al. (1993a)
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Aymara 120 | 7 57 | 18 | 16 2 Actual Avrica, Chile Rocco et al. (2002)
Atacamenos 23 9 61 26 4 0 Actual San Pedro de Atacama, Chile Rocco et al. (2002)
Chile 162 | 7 |235| 32 | 215 16 Actual Santiago de Chile Rocco et al. (2002)
Micmac 6 | 333 0 16,7 0 50 Actual Nueva Escocia, Maine y Labrador Lorenz y Smith (1996), Malhi et al (2001)
Ojibwa (Isla Manitoulian) 33 |325] 97 | 269 4 26,9 Actual Canada Scozzari et al. (1997)
Ojibwa (Norte de Ontario) 26 | 643 | 36 | 7,1 0 25 Actual Norte de Ontario, Canada Scozzari et al. (1997)
Chippewa (Turtle Mountain) | 28 | 57,1 |179[179| O 7,1 Actual Belcourt, North Dakota Malhi et al. (2001)
Chippewa (Wisconsin) 62 | 275| 48 [ 355 3,2 29 Actual Dakota Malhi et al. (2001)
Cheyene/Arapaho 35 | 344 114|343 |143| 57 Actual Minnesota Smith et al. (1999)
Sisseton/Wapheton Sioux 45 | 556 | 20 178 | 4.4 2,2 Actual Dakota del Norte Lorenz y Smith (1996), Malhi et al (2001)
Pawne 5 40 60 0 0 0 Actual Kansas Lorenz y Smith (1996), Malhi et al (2001)
Cherokee (Red Cross) 19 | 21,1 |21,1|525]| 53 0 Actual Oklahoma Lorenz y Smith (1996), Malhi et al (2001)
Cherokee (Stillwell) 37 | 10,8 | 459 |433| 0 0 Actual Oklahoma Lorenz y Smith (1996), Malhi et al (2001)
Mohawk 123 | 57,7 | 17,1 | 236 | 1,6 0 Actual Lago Ontario Merriwether y Ferrell (1996)
Peru 33 9 52 18 21 0 Actual Departamento de Ancash, Per( Lewis et al. (2004)

Tabla 5.3. Las frecuencias correspondientes a muestras actuales avalan la hip6tesis de la existencia de los cuatro principales linajes maternos (A, B, C, y D) mas el X,
gue es marcado muchas veces como indeterminado. Se verifica la existencia de cierto gradiente en donde el A disminuye en poblaciones del Sur, mientras Cy D
aumentan en este sentido. El B parece conservar su frecuencia en todo el continente, excepto en el Sur, donde disminuye notablemente.
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Poblacion/sitio | n | A | B | C | D | X |Indet.| Region Fechado Autores

Norteamérica

. Windower, Central Entre 7000 y 8000 .
Windower 14 0 12 0 19 0 69 Coast, FL. EEUU. AP. Hauswirth et al. (1991)
Great Salt Lake Great Salt Lake Parr et al. (1996) / O'Rourke et al.
Fremont 43 0 73 13 7 0 7 Fremont. EEUU. Entre 500 y 1500 AP. (2000)
. Pyramid Lake, Grat ,
Pyramid Lake 19 0 32 0 53 0 5 Basin. EEUU. Entre 300 y 6000 AP. O Rourke et al. (2000)
Stilwater Marsh | 22 | 5 | 36| o | 55 | o | 4 | StillwaterMarsh, Great | o0 345y 6000 AP. O'Rourke et al. (2000)
Basin. EEUU.
Anazasi 2| 23 | 59| o o ol 9 Anazasi, Sw EEUU, | EMre 1010y 2010 O’Rourke et al. (2000)
Hourglass Cave. 1 0 1 0 0 0 0 Western Colorado. 8000 AP. Stone et al. (1996)
Grupo Oneota 108 31 12 43 8 0 6 lllinois, EEUU. 1300 DC. Stone y Stoneking (1998)
Aleut, Umnak y otras Entre 2000 y 4000 .

Aleut 17 35 0 0 65 0 0 islas, EE.UU y Canada. AP. O’Rourke et al. (2000)
Pyramid Lake 18 11 33 0 56 0 0 Western Nevada, EEUU. | Entre 800 y 9000 AP. Kaestle y Smith (2001)
Stillwater Marsh 21 5 38 0 57 0 0 Western Nevada, EEUU. | Entre 290 y 3290 AP. Kaestle y Smith (2001)
Hinds Cave 3 o | 33| 67 o | o 0 Texas. EE.UU. Entre 21%0 y 2200 Poinar et al. (2001)

Vantage 1] 0 o] o o |10]| o WFE".Sh'”gtO"' Columbia 1340 AP. Malhi and Smith (2002)
iver near Vantage.
Cuzco 1 0 0 0 100 0 0 Pera. Entre 980y 1170 DC. Luciani et al. (2006)
Inuit 8 100 0 0 0 0 0 Groenlandia. 1460 DC. Gilbert et al. (2007)
Columbia Britanica | 3 | 33 | o | o o | o| e7 CO'””éb;igga”'ca' 5000 AP. Malhi et al. (2007)
Alaska 1 0 0 0 100 0 0 Alaska, EE.UU. 10300 AP. Kemp et al. (2007)
Beothuk 2 0 0 50 0 50 0 Newfoundland, Canada 1770 DC. Kuch et al. (2007)
Glacial Kame 18 17 61 17 5 0 0 Ontario, Canada. 2900 AP. Shook y Smith (2008)
Orendorf 11 46 0 27 27 0 0 Fulton, lllinois. 800 AP. Shook y Smith (2008)
Morse 9 11 33 56 0 0 0 Fulton, lllinois. 2700 AP. Shook y Smith (2008)
Great Western Park [ 6 40 0 60 0 0 0 Ontario, Canada. 800 AP. Shook y Smith (2008)
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Saqqgaq

100

Groenlandia.

Entre 3400 y 4500

Gilbert et al. (2008)

AP.
Centroamérica
Maya 9 0 0 88 0 0 12 Copan, Honduras Entre 1'2&\?30 y 1600 Merriwether et al. (1997)
Maya 25 84 4 8 0 0 4 Quintana Roo, México | Entre 500 y 1400 AP. Gonzalez-Oliver et al. (2001)
Tainos 271 o | o | 75| 25 | o] o La Caleta. Republica | &0 670y 1680 DC. Lalueza Fox et al. (2001)
Dominicana.
. Bahia Onda, Mogote y Entre 4700 y 1600
Ciboneys 47 7 0 60 33 0 0 Canimar, Cuba AP. Lalueza Fox et al. (2003)
Sudamérica
Kaweskar 19 0 0 16 84 0 0 Tierra del Fuego. 150 AP. Lalueza Fox (1997)
Aonikenk 15 0 0 27 73 0 0 Tierra del Fuego. 150 AP. Lalueza Fox (1997)
Yamana 11 0 0 91 9 0 0 Tierra del Fuego. 150 AP. Lalueza Fox (1997)
No clasificado 2 0 0 0 100 0 0 Tierra del Fuego. 150 AP. Lalueza Fox (1997)
Selknam 13 0 0 46 46 0 8 Tierra del Fuego. 150 AP. Lalueza Fox (1997)
Colombia 6 50 16 34 0 0 0 Colombia Entre 470y 1800 DC. Monsalve et al. (1996)
Indios Amazénicos | 18 | 28 | 6 | 22 5 o | 39 Indios g?;zﬁ"”'cos' Entre 500 y 4000 AP. |  Ribeiro dos Santos et al. (1996)
Valles de Azapa,
Chile 32 31 20 31 3 0 15 Camarones y Lluta, Entre 2900 y 600 AP. Moraga et al. (2001)
Chile
Tiwanaco 13 8 15 23 23 0 30 Tiwanaco, Bolivia Entre 1OA%O y 2300 Rothhammer et al. (2003)
Sican 28 21 25 4 25 0 25 Costa Nortes de Pert. | Entre 750y 1375 DC. Shimada et al. (2004)
Cortaderas 3 0 0 3 o | o 0 Salta, Argentina 1300 AP. Dejean et al. (2006)
Derecha
Lago Titcaca | 14 | 50 | 36 | 7 7 ol o Bolivia Entre 6000y 3900 Moraga et al. (2005)
LagoTitcaca | 19 | 32 |42 | 26 | o | o | o Bolivia Entre 3900y 1650 Moraga et al. (2005)
Lago Titicaca 15 20 53 20 7 0 0 Bolivia Entre 1%?30 y 1000 Moraga et al. (2005)
Norte de Pert 57 5 40 14 2 0 39 Costa Norte de Peru Entre 400 y 500 AP. Shinoda et al. (2006)
Yamana 2 0 0 50 50 0 0 Canal de Beagle. 150 AP. Dejean et al (2008)
Colombia 11 0 100 0 0 0 0 Planicies de altura de 2000 AP. Silva et al. (2008)
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Este de Colombia
Patagones 2| o | o] o |10 ]| 0| o |Puerto Sagfuuzl'a“' Santal 450 afios AP. Crespo et al. (2009)
Paracas-Nasca | 130| 2 |18 | 28 | 52 | o | o Costa Sur de Perd, | Entre 800 APy 800 Fehren-Schmitz et al. (2010)
region de Palpa. DC.
Candelaria 21 11 47 0 42 0 0 Pampa Grande (Salta) 1310 AP. Carnese et al. 2010

Tabla 5.4. Porcentajes de haplogrupos mitocondriales en muestras historicas y prehistoricas. El porcentaje correspondiente a indeterminados de Malhi et al. (2007)
pertenece al haplogrupo M, nodal de los haplogrupos C y D. Rogan y Salvo (1990), Horai et al. (1991), Lalueza et al. (1993-1994), Merriwether et al. (1994) y Demarchi et
al. (2001) no detectaron la delecién de los 9bp en momias del Norte de Chile, en tejido blando ni en dientes del Norte, Centro y Sur de la Argentina. Garcia-Bour et al.
(2004) secuenciaron 24 restos de los 60 estudiados por Lalueza et al. (1997) y confirmaron la ausencia de los haplogrupos A y B en Tierra del Fuego-Patagonia.
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Anexo

El marco legal vigente para el tratamiento de restos humanos de origen arqueoldgico o de
museos estipula que: “Establécese que, deberan ser puestos a disposicidon de los pueblos indigenas
y/o comunidades de pertenencia que lo reclamen, los restos mortales de aborigenes, que formen
parte de museos y/o colecciones publicas o privadas”. Esta ley fue sancionada el 21 de Noviembre de
2001 y promulgada de hecho el mes de Diciembre del mismo ano. Dentro de la misma se encuentran

diversos articulos que establecen:

e Articulo 12: Los restos mortales de aborigenes, cualquiera fuera su caracteristica étnica, que
formen parte de museos y/o colecciones publicas o privadas, deberdan ser puestos a
disposicion de los pueblos indigenas y/o comunidades de pertenencia que lo reclamen.

e Articulo 22: Los restos mencionados en el articulo anterior y que no fueren reclamados por
sus comunidades podran seguir a disposicién de las instituciones que los albergan, debiendo
ser tratados con el respeto y la consideracion que se brinda a todos los cadaveres humanos.

e Articulo 32: Para realizar todo el emprendimiento cientifico que tenga por objeto a las
comunidades aborigenes, incluyendo su patrimonio histérico y cultural, debera contar con el
expreso consentimiento de las comunidades interesadas.

e Articulo 42: Se invita a las provincias y al Gobierno de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires a
adherirse a la presente Ley.

Articulo 52: Comuniquese al Poder Ejecutivo.
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