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RESUMEN

Las poblaciones humanas nativas de Patagonia y Tierra del Fuegé han motivado
un profundo interés en el marco del poblamiento del continente americano y producto
de las condiciones climéticas particulares a las que se enfrentaron. La diversidad de
estos grupos en un sentido biolégico, econémico, linglistico y cultural ha permitido dar
cuenta de una gran variabilidad. Dentro de esta diversidad es posible identificar a dos
grupos cazadores recolectores maritimos que habitaron las costas y canales
patagdnicos desde el Golfo de Penas al Cabo de Hornos. Estos grupos, denominados
actualmente Kawéskar y Yamana, fueron tempranamente identificados como
poblaciones distintas, pero han sido escasos los esfuerzos posteriores por profundizar
en la historia de ambas etnias. Cualquier aproximacion en ese sentido debe enfrentar
las dificultades propias al trabajo con poblaciones que fueron rapidamente reducidas y
relocalizadas luego del contacte con Europa, perdurando en la actualidad unos pocos
descendientes. En este trabajo se pretende profundizar en el conocimiento de ambas
etnias a partir del andlisis de DNA antiguo utilizando marcadores de herencia
uniparental. Se analizaron un total de 37 muestras para las cuales se identificaron los
linajes mitocondriales y de cromosoma Y. En el caso de mtDNA, se obtuvieron sélo
linajes C y D, en concordancia con otros estudios que sugieren la ausencia de Ay B en
poblaciones del extremo sur de Sudamérica. Especificamente, se identificaron los
linajes C1, D1, D1g y D4h3a5 en ambas muestras. En Kawéskar se obtuvo un 17.64%,
5.8%, 11.76% y 58.8% respectivamente, mientras que en Yamana se identificaron los
linajes C1, D1g y D4h3 en un 89.47%, 5.26 y 5.26% respectivamente. Se obtuvieron
diferencias significativas entre ambos grupos, al igual que entre ellos y otros grupos
nativos de Chile y Argentina, a excepcion de Kawéskar antiguo y Kawéskar moderno.
Sin embargo, pese a esta diferenciacién se observan sub-haplogrupos compartidos por
los representantes modemos de ambos grupos vy las muestras analizadas en este
trabajo. Por su parte, 9 muestras de un total de 14 individuos masculinos pudieron ser
caracterizados seglin cromosoma Y obteniendo sélo el linaje Q-M3, propio de nativos
americanos. Un total de 3 STRs pudieron ser evaluados en 8 individuos, mostrando una
baja variabilidad entre ellos. Los resultados sugieren una diferenciacién significativa
entre ambos grupos principalmente a partir de linajes mitocondriales, pese a la




proximidad geografica, presentando ademas una baja variabilidad en ambos
marcadores.

ABSTRACT

The native human populations from Patagonia and Tierra del Fuego have been of
great interest in the context of the American peopling, particularly because of the
evidence of early human presence in the area and the climatic conditions that they
were subjected to. The biclogical, economical, linguistic and cuitural characteristics of
these groups have shown great variability inside the area. Within this diversity, it is
possible to identify two marine hunter-gatherer groups that inhabited the Patagonian
coast and channel from the Gulf of Penas to the Cape Horn., These groups, currently
known as Kawéskar and Yamana, were recognized early as different populations, but
the following efforts to improve the knowledge about them have been insufficient. Any
approach to this subject has had to deal with the limitations of working with
populations, severely reduced and relocated, post-European contact, , of which just a
few descendants remain to this day. The main goal of this work is to contribute to the
knowledge of both groups through the analysis of ancient DNA and uniparental genetic
markers. A total of 37 samples were analyzed, identifying the main lineages for
mitochondrial DNA and Y-chromasome. In the mitochondrial DNA, only C and D lineages
were identified, in agreement with other studies that suggest the absent of A and B
lineages in the southern south of America. Particularly for these groups, the sub-
lineages C1, D1, D1g and D4h3a5 were recognized in both samples. In the Kawéskar
sample, the sub-lineages were identified in a 17.64%, 5.8%, 11.76% and 58.8%
respectively, while for the Yamana one the sub-lineages C1, D1g and D4h3a5 were
identified in a 89.47%, 5.26% and 5.26% respectively. Significant differences were
obtained between both groups, as well as between them and other native samples
from Chile and Argentina, with the exception of the ancient and modern samples of
Kawéskar. In spite of this differences, we observed there were sub-haplogroups shared
between the modern samples of Kawéskar and Yamana and the ancient samples
analyzed on this work. Meanwhile, 9 of a total of 14 male individual samples could be
characterized for Y-chromosome obtained only the natlve lineage Q-M3. A total of 3
STRs were evaluated in 8 individuals, showing a low diversity between them. The
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results suggest a significant difference between Kawéskar and Yamana, mainly because
of their mitochondrial lineages, in contrast to the geographical proximity of the groups,
showing a low level of genetic diversity for both markers.




INTRODUCCION

Es posible entender la diversidad biolégica y cultural en América a partir de tres
procesos basicos: el poblamiento inicial del continente, las migraciones y flujo génico
entre las poblaciones nativas previo al contacto europeo y finalmente el proceso de
mestizaje con poblaciones principalmente europeas y en menor grado africanas,
dependiendoc del 4rea geogréfica. Particularmente, los estudios genéticos se han
concentrado en marcadores de herencia uniparental, tales como DNA mitocondrial
(mtDNA} y cromosoma Y, dada las ventajas en términos de andlisis y considerando los
procesos de mestizaje post-contacto europeo (Battaglia ef a/, 2013). Es en gran medida
a partir de estos marcadores que se han caracterizado genéticamente a diversas
poblaciones nativas y mestizas a lo largo de toda América (Bisso-Machado ef af, 2012;
Salzano vy Sans et af, 2014),

La historia poblacional del extremo sur de Sudamérica {Patagonia y Tierra del
Fuego) ha sido un foco particularmente importante de investigacién debido a la
presencia de sitios tempranos de ocupacion humana en el area desde 12,000 afios
atras (Miotti y Salemme, 2004). La historia de los grupos humanos que poblaron esta
érea previo al contacto con poblaciones europeas es poco conocida, principalmente
nutrida por investigaciones en el drea de Antropologia Social, Etnohistoria, Arqueologfa
y Antropologia Biolégica. Desde el siglo XVII el paso continuo de navios por el Estrecho
de Magallanes y canales patagdnicos y posteriormente el asentamiento definitivo de
poblaciones europeas, chilenas y argentinas en la zona, generé un cambio importante
en los habitos, modos de vida y salud de los grupos cazadores recolectores de la zona,
disminuyendo de forma importante la poblacién nativa (Gusinde, 1986 [1937], 1991
[1974]). Las evidenclas materiales encontradas en excavaciones y prospecciones
arqueoldgicas, salvatajes y hallazgos aislados, dan cuenta fragmentariamente de los
modos de vidas y costumbres de estos pueblos, lo que se complementa con las
etnograffas y relatos de diversas épocas, realizados por exploradores europeos o mas
tardiamente por los mismos descendientes. A lo largo de esta tesis se pretende
aportar al conocimiento de esta area a partir del andlisis de DNA antiguo en restos
oseos adscritos a dos etnias que habitaron los canales e islas de Patagonia y Tierra del
Fuego, actualmente conocidos como Kawéskar y YAmana. A continuacion, se indicaran




los principales antecedentes relacionados a esta tesis, ilustrando los aspectos que
permitan de mejor manera dar cuenta del contexto y justificacién de este trabajo.

ANTECEDENTES
Poblamiento americano

La diversidad biolégica y cultural de las poblaciones nativas americanas ha sido
ampliamente estudiada para comprender los procesos de poblamiento y mestizaje del
continente, Las investigaciones en esta area han sido en su mayorfa esfuerzos
multidisciplinarios gue involucran datos arqueolGgicos, genéticos, morfoldgicos,
lingGisticos, culturales y medioambientales. Un temprano ejemplo de ello es el trabajo
de Greenberg y colaboradores en el afio 1986, quienes a partir de datos linglfsticos,
morfolégicos dentales y arqueoldgicos, sugirieron tres oleadas migratorias hacia
América considerando que la diversidad observada en dichas tres dimensiones,
principalmente linglistica, permitfa agrupar a las poblaciones americanas en
Amerindios, Na-Dene y Eskimo-aleutianos. El primer grupo corresponderia a la
migracion inicial hacia América, la que habria ocurrido con posterioridad al Ultimo
Maximo Glacial (~24,000-13,000) hace 13 KYA (mil afios atrds) aproximadamente. El
modelo sugeria la formacion de un puente terrestre en Beringia que habria facilitado el
paso desde el noreste de Siberia hacia el extremo norte de América en conjunto con un
paso libre de hielo entre las masas glaciales Cordilleran y Laurentide al norte de
Canadd, que permitiera el ingrese al continente (Figura 1). Las poblaciones
responsables de esta primera migracién se caracterizaron segln el registro
arqueoldgico por largas puntas de proyectil lanceoladas y bifaces encontrados en
asociacién con megafauna pleistocénica, patrén que fue denominade en conjunto como
“Complejo cultural Clovis”. Los otros dos grupos corresponderian a migraciones mas
tardias y restringidas a la costa noroeste pacifica en el caso de Na-Dene y al Artico
para los grupos Eskimo-aleutianos (Goebel et al, 2008; O'Roukke y Raff, 2010;
Rothhammer y Dillehay, 2009).

La hipdtesis de Greenberg y colaboradores junto con el modelo “Clovis first”,
basicamente limitaban el poblamiento del continente a la cultura Clovis, siendo este
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proceso no anterior a 13,2 KYA (Dillehay, 2009). Sin embargo, el avance de la
investigacion en el area comenz6 rapidamente a contradecir este modelo, dado el
descubrimiento de diversos sitios en Sudamérica con fechas mas tempranas al limite
establecido por Clovis. Particularmente, sitios como Monte Verde en Chile fechado en
~14,5 KYA, Taima Taima en Venezuela con ~13,0 KYA y Santana de Riacho y Lapa do
Boquete en Brasil, con ~14,0 y 14,1 KYA respectivamente, entre otros, daban cuenta
de un poblamiento mas temprano y que presentaba ademas una diversidad cultural
distinta a la observada en el hemisferio norte. Posteriormente, evidencias
arqueoldgicas en Norteamérica reafirmaron que el poblamiento inicial del continente
habria sido anterior a Clovis, gracias a sitios como Schaefer y Hebior fechados en
~14,8 y 14,2 KYA respectivamente (Wisconsin), La Sena entre ~22,0 y 20,0 KYA
(Nebraska), Lovewell con ~19,0 KYA (Kansas), Page-Ladson con ~14,0 KYA (Florida),
Meadowcroft Shelter entre ~22,0 y 13,4 KYA (Pennsylvania), Cactus Hill entre ~20,0 y
18,0 KYA (Virginia), Topper con ~13,5 KYA (South Carolina) y Paisley 5 Mile Point Cave
(Oregon) fechado en ~14,0 KYA (Dillehay, 2009; Kemp y Schurr, 2010). En conjunto,
estas nuevas evidencias sugieren que el poblamiento americano habria ocurrido al

menos hace 18,000 afios atras.

watercraft)

America
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Figura 1: Hipé6tesis de poblamiento de América (rutas de acceso).




Los cambios en las fechas del poblamiento inicial también han repercutido en
las rutas de acceso al continente, La migracidén a través de un corredor libre de hielo ha
sido cuestionada tanto por el registro arqueoldgico come por estudios paleocliméaticos,
siendo en definitiva una hipdtesis poco concordante con un poblamiento temprano. En
su lugar, el modelo de poblamiento a través de la costa pacifica es el gue presenta
mayor aceptacion en la comunidad cientifica (Figura 1). Esta migracién costera habria
alcanzado hasta la costa chilena, sin perjuicio de otras rutas a través del interior de
Sudamérica (Rothhammer y Dillehay, 2009),

En refacién al ndmero de posibles migraciones, las evidencias analizadas han
sido menos concordantes entre ellas, sugiriendo tres, dos o una sola migracién. Lo que
plantea una u otra hipétesis se relaciona directamente con el nimero de poblaciones
que dieron origen a la diversidad biolégica de los grupos nativos americanos, como ya
fue mencicnado para la hipétesis de tres oleadas migratorias de Greenberg vy
colaboradores (1986). La hipdtesis que plantea dos migraciones se fundamenta
esencialmente en la variacién morfoldgica craneana que permite agrupar la diversidad
morfolégica en dos grupos discretos: Palecamericanos y Amerindios. Los
paleomericanos representarfan una primera migracidén a través de Beringia desde el
sureste asiatico hace 15,000 afios atrds aproximadamente, mientras que los
Amerindios serian descendientes de una segunda migracion en el Holoceno temprano
desde el este de Asia (Neves y Pucciarelli, 1989, 1991; Pucciarelli, 2004; de Azevedo et
al, 2011). Por su parte, la hipdtesis de una séla migracién hacia América se sustenta en
datos genéticos, particularmente de marcadores uniparentales, mediante los cuales se
argumenta que la diversidad genética moderna de América coalesce en una (nica
poblacién ancestral proveniente de Asia (Fagundes et al, 2008; de Azevedo et &/,
2011). junto con ello, se ha sugerido un periodo de estancia y aislamiento de las
pablaciones en Beringia, previo al ingreso a América, momento en el cual se habrian
acumulado variantes propias de poblaciones que ingreséron a América (Tamm et al,
2007: Fagundes et af, 2008; Mulligan ef al, 2008). Es justamente la identificacién de
vartantes genéticas solo presentes en América v no en grupos de Asia uno de los
principales argumentas a favor de una scla migracion {Wang et a/, 2007; Fagundes et
al, 2008). Recientemente, un estudio que incluyd datos linglifsticos y cientos de SNPs a
lo largo de todo el genoma de diversas poblaciones nativas, sostiene el modelo de las 3
migraciones, siendo la principal y mas antigua responsable de gran parte de la
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variacion en nativos americanos. Respecto a las otras dos migraciones, se restringen al
norte de América y se sugiere un alto grado de flujo génico entre ellas y las primeras
poblaciones amerindias (Reich et al, 2012). En sintesis, se observa que una migracién
es responsable de gran parte de la variacién biolégica nativa en América, siendo las
variaciones observadas en la actualidad producte del proceso mismo de colonizacién
del continente y posteriores movimientos internos.

Marcadores genéticos en América

Como se expuso anteriormente, el analisis de variantes genética ha sido
ampliamente utilizado para dar cuenta de las principales migraciones ¢ movimiento en
el continente, asi como para explorar la diversidad a nivel regional y discutir hipétesis
poblacionales locales, Algunas de las variantes analizadas corresponden a grupos
sanguineos, marcadores autosdémicos (HLA, AlMs, STRs, RFLP, paneles de SNP}, DNA
mitocondrial (mtDNA) y cromosoma Y. Un porcentaje importante de los trabajos se han
enfocado en el analisis de marcadores uniparentales, principalmente DNA mitocondrial,
dadas las ventajas de su estudio. Por un lado, su herencia uniparental facilita el analisis
en poblaciones con diversos grados de mestizaje, principalmente urbanas, en donde
los componentes autéctonos y aldctonos a nivel gendmico han sido poco explorados.
Se ha visto a lo largo de América un mestizaje asimétrico en donde un mayor
porcentaje de los linajes maternos (mtDNA)} son amerindios, mientras que los paternos
(cromosoma Y) son de origen europeo (Bisso-Machado ef al, 2012; Salzano y Sans,
2014). Es por ello que el estudic de linajes mitocondriales como aproximacion a la
diversidad nativa americana ha sido extensamente utilizado. La ausencia de
recombinacién de estos marcadores facilita ademas el seguimiento de los linajes en el
tiempo, dado que cada mutacion se acumula y es traspasada a la siguiente generacién
sin eventos de recombinacién que confundan su identificacién a través del tiempo.
Adicionalmente, se ha descrito que el genoma mitocondrial, principalmente la regién
hipervariable, presenta tasas de sustitucién relativamente mayores que el DNA
nuclear, permitiendo diferenciar haplogrupos o poblaciones que divergieron
recientemente (Pakendorf y Stoneking, 2005; Underhill y Kivisild, 2007; Kemp y Schurr,
2010).
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Si bien los marcadores uniparentales presentan importantes ventajas para su
analisis, representan sélo una pequeiia fraccion de la diversidad en el genoma humano.
Recientemente, el analisis masivo de marcadores nucleares (SNP y STR) en extensos
conjuntos de poblaciones ha permitido ampliar el espectro de variacién genética en
América, contribuyendo a la identificacién de los componentes genéticos propios
americanos y sus interacciones previo al mestizaje con Europa y Africa (Wang et a/,
2007; Reich et al, 2012; Gravel et a/, 2013, Moreno-Estrada et al, 2014). Sin embargo,
la obtencidn y andlisis de estos datos es una area aun en desarrollo, en cuanto gran
parte de la variacidn de diversas poblaciones nativas y mestizas a lo largo de América
permanece inexplorada.

La variaciGn presente en el genoma rnitocondrial en América fue
tempranamente caracterizada en linajes o haplogrupos, siendo nombrados con las
letras A-D, incluyendo posteriormente el haplogrupo X pero hasta el momento
restringido sélo al norte de Norteamérica (Schurr y Sherry, 1990; Totroni et a/, 1993;
Horai et a/, 1993; Baillet et af, 1994; Schurr ef a/, 2004). La frecuencia de estos linajes
en América muestra una distribucién clinal, en donde A se encuentra en mayor
frecuencia en la zona norte, disminuyendo su frecuencia hacia el sur, mientras lo
contrario ocurre con los linajes C y D. El haplogrupo B no presenta una distribucién
clinal, aunque su presencia es mayor en ciertas zonas de Centroamérica y esta
virtualmente ausente en la zona norte de Norteameérica (Moraga et &/, 2000; Rocco et
al, 2002; Schurr et al, 2004; Garcia-Bour ef a/, 2004; Moraga ef a/, 2010; De Saint Pierre
el al, 2012). Posteriores caracterizacion de estos linajes mediante secuenciacién de la
regién hipervariable o utilizandoe genomas completos han permitido definir
subhaplogrupos ampliamente distribuidos en América tales como A2, B2, Clb, Clc,
Cld y D1, mientras otros han sido identificados en menor frecuencia o en &reas
geogréaficas especificas, tales como B2i2, Cibl3, C4c, Dlg, D2a, D3, D4el, D4h3, X2a
y X2g (Tamm et af, 2007; Achilli et a/, 2008; Perego el al, 2009; De Saint Pierre et al,
2012; Bodner et a/, 2012).

La region no recombinante del cromosoma Y ha sido igualmente estudiado a lo
largo de todo el continente, aunque su analisis presenta ciertas dificultades debido a la
drastica reduccion de diversidad observada en nativos americanos y la frecuencia
variable de linajes autdctonos en las poblaciones analizadas obteniendo entre un 35 a
100% de linajes nativos (Bisso-Machado ef af, 2012; Battaglia ef a/, 2013). Se han
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identificado dos linajes principales, llamados C y Q, presentes en un 6% y 75%
respectivamente. A un mayor nivel de especificidad, gran parte de la variacién en
cromosoma Y americano se reducen a los linajes Q-M3 o Qla2alal y C-P39 o C2bl, el
primero caracterizado por la transicién C —T (rs3894) y el segundo por la mutacién G —»
A en la posicién 60,565 del pseudogen ARSDP (Bortolini et al, 2003; Zegura et al, 2004:
Gepper et al, 2011; Bisso-Machado et al, 2012; Battaglia et a/, 2013). La nomenclatura
asociada a ambos linajes y en general ascciada a cromosoma Y contintta en constante
debate, en cuanto nuevas aproximaciones permiten un anélisis mas exhaustivo de su
variacion en diversas poblaciones humanas. En términcs generales, dentro de los
linajes mencionados la variacion de Q-M3 es la que ha sido mayormente explorada a
partir de SNPs {por sus siglas en inglés “Single Nucleotide Polymorphism”) y STRs
{(“Short Tamdem Repeat”), permitiende la caracterizacién de sub-linajes. Mediante
SNPs se han identificado al menos 7 sub-linajes de Q-M3, mientras que al menos 15
STRs han sido analizados ampliamente a lo largo de América. De estos sub-linajes,
Qla2alal* es el que presenta mayor frecuencia a lo largo de América, mientras que
otras variantes (Qla2alala, b, ¢, d, e y {) presentan distribuciones geogréficamente
restringidas. Los STRs usualmente estudiados son DYS19, DYS388, DYS389l, DYS389l,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456,
DYS458 y DYS635. Una revisién reciente de estos datos realizada por Bisso-Machado y
colaboradares (2012} sugiere que la mayor parte de la variacién encontrada en estos
STRs es explicada a nivel intra-poblacional, mientras que 6 loci presentan variacion
atribuible a variables geograficas (DYS398I, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437 y
DYS456).

Ademas de estudios en poblaciones modernas, la diversidad genética en
América ha sido explorada a partir de DNA antiguo (aDNA), trabajos que se han
dedicade principalmente a vartantes en el mtDNA dadas las condiciones de
preservacion del DNA. Estos trabajos proveen condiciones tnicas para profundizar en la
prehistoria regional y patrones de diversidad genética del pasado (Raff et a/, 2011). Las
investigaciones en esta area se han realizado a lo largo de gran parte de América,
aunque se observa un sesgo geografico y temporal evidente relaclonade a la
preservacion de restos humanos antiguos y la busqueda sisteméatica de sitios. La
mayoria de los estudios se concentran en los (timos 5,000 afios, siendo los de mayor
antigliedad analisis de individuos aislados. Uno de los trabajos con mayor profundidad
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temporal fue publicado en 2008 en coprolitos humanos del sitio Paisley 5 Mile Point
Cave (Oregon, EEUU), fechado en aproximadamente 12,300 AP (14,270-14,000 cal AP),
y que permitié la identificacion de los linajes A2 y B2 (Gilbert et al, 2008).
Posteriormente, sitios del Holoceno temprano, tales como OYKC (Alaska, EEUU} fechado
en 9,200 AP (~10.300 cal AP) y Wizards Beach {Nevada, EEUU) fechado en 9,225 +/- 60
AP (10,560-10,250 cal AP}, han permitido la identificacion de los linajes D4h3 y C1
respectivamente (Kemp et al, 2007; Kemp y Schurr, 2010), Recientemente, el sitio
Anzick (Montana, EEUU) fechado en 10,705 +/- 35 afios AP (12,707-12,556 cal yr AP) y
asociado a la cultura Clovis, se cuenta como uno de los pocos trabajos a nivel
genomico de aDNA en América. En términos de mtDNA, el individuo fue identificado
como D4h3a5, mientras que los analisis genémicos permitieron concluir su estrecha
asociacion con natives americanos actuales, identificando también el flujo génico
desde el Paleolitico Superior de Siberia mediante la comparacién con diversas
poblaciones en Siberia y América (Rasmussen et a/, 2014). Un trabajo alin mas reciente
permitié de forma excepcional la identificacién del linaje D1 de un individuo depositado
en una cueva submarina de México y fechado en 10,978+/- 20 AP (12,910-11,750 cal
AP} (Chatter ef a/, 2014). Estes trabajos han contribuido en la caracterizacién de
variantes genéticas propias de América, asi como en dar cuenta de su profundidad
temporal. Sin embargo, su aporte es limitado al momento de poner a prueba hipétesis
sobre la historia evolutiva reglonal. En este sentido, investigaciones de perfodos mas
tardios (rango de 250 a 6,000 AP) han facilitado el estudio de un mayor nimero de
individuos (Figura 2), permitiendo con ello aportar a la prehistoria, diversidad y
continuidad de las poblaciones a nivel local y a lo largo de toda América (Raff et al,
2011).
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Figura 2: Sitios estudiados a través de aDNA en América (modificado de Balter, 2011).
DNA antiguo: alcances y limitaciones.

Como fue expuesto en la secciéon anterior, el DNA antiguo (aDNA) ha sido
ampliamente utilizado a lo largo de América como una herramienta para aproximarse a
la diversidad genética de las poblaciones tempranas que habitaron el continente,
previo al mestizaje con poblaciones europeas y africanas. El alcance de estos trabajos
se relaciona directamente con las condiciones de preservacion del material genético y
los avances metodoldgicos que se han realizado en el area. Los primeros trabajos en
DNA antiguo fueron publicados a mediados de los afios 80 por Higuchi y Paabo usando
clonacion bacteriana para recuperar pequefios fragmentos de DNA de quagga, una
especie extinta relacionada a la cebra, y de una momia egipcia respectivamente
(Higuchi et a/ 1984; Paabo 1985, 1989). Estos trabajos, pioneros en al area, sefalaron
tempranamente una de las principales dificultades inherentes al paso del tiempo: la
degradacion del DNA. Diversos procesos contribuyen a la fragmentacién del material
genético y modificacion de bases nucleotidicas, siendo factible recuperar fragmentos

no mayores a 200 bp aproximadamente (Hofreiter et al, 2001).
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En ausencia de una estrategia dirigida a fragmentos especificos del genoma,
gran parte del material recuperado en los primeros trabajos en aDNA, correspondia a
microorganismos y los resultados eran escasamente replicables. Pese a esta dificultad,
se promovieron rapidamente investigaciones en aDNA de diversas especies animales y
vegetales, sugiriendo que era posible obtener DNA de organismos extintos hace
millones de afios. El desarrollo del PCR (por las siglas en inglés de “Reaccion en Cadena
de la Polimerasa) fue una gran contribucion al area, permitiendo el analisis del material
genético de forma mas sistematica y rapida. Sin embargo, la gran sensibilidad de esta
técnica dejé en evidencia el potencial de contaminacion de los resultados con DNA
moderno. Mas aun, diversos estudios tempranos en el area fueron invalidados
posteriormente, sefalando que eran el resultado de contaminacion humana o
bacteriana o simplemente porque fueron imposibles de replicar (Hofreiter et al, 2001;
Willerslev y Cooper, 2004; Krause, 2010).

El DNA antiguo presenta sefales de dafio caracteristicas involucradas en la

fragmentacion y alteraciones de bases, las que se resumen en la tabla 1 y figura 3.

Figura 3: Principales danos del DNA antiguo (Hofreiter et a/, 2001).
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Tabla 1: Tipos de dafio DNA antiguo (modificado de Rizzi et al2012).

Dafio Proceso Efecto en molécula de DNA
Dafio oxidativo Ruptura de hebras (cortes de hebra Corte de enlace fosfodiéstar,
simple)

Depurinacién resultando en sitios sin
hase nucleotidica.

Bioqueo en la accidn de la polimerasa.

Hidrélisis Errores de codificacién (deaminacién de Incorporacién de bases incorrectas.
citocinas y adeninas). durante la amplificacién por PCR.
Degradacion por Ruptura de hebras Fragmentacién del DNA

nucleasas de
microorganismos,

Enlaces cruzados Enlaces cruzados entre hebras Blogueo en la accién de la polimerasa.

Enlaces cruzados entre hebras y otras
moléculas.

Poco después de la muerte del individuo comienza la autolisis de las células,
junto con el incremento de microorganismos internos y externos, que en ausencia de
los mecanismos de reparacién propios de la célula, contribuyen al dafio del DNA. Las
alteraciones observadas con mayor frecuencia son producto del dafio oxidativo e
hidrolitico que afectan distintas partes de la estructura del DNA. El resultado de estas
alteraciones es la fragmentacién de las hebras y modificacién o pérdida de bases
nucleotidicas. También se ha observado la formacién de enlaces cruzados entre
moléculas de DNA y entre ef DNA y otras moléculas, lo que finalmente interviene en las
reacciones de PCR bloqueando la accién de la polimerasa (Willerslev y Cooper, 2005;
Gilbert, 2006). Una gran proporcién del dafio oxidative parece ocurrir por la accién de
radicales libres, los que afectan a las bases nucleotidicas o a los enlaces entre
azlcares, generando finalmente fragmentos de hebras simples. Sin embargo, los
enlaces fosfodiéster (entre az(Gcares) son con mayor frecuencia objeto de darfio
hidrolitico, produciendo la fragmentacién de las hebras. Asi mismo, también se ven
afectados los enlaces glucosidicos principalmente en purinas, lo que resulta en sitios
sin base nucleotidica derivando posteriormente en la fragmentacién de la hebra. Un
tipo de dafio observado con alta frecuencia en DNA antiguo es la deaminacidn
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hidrolitica de citosinas y adeninas, lo que genera una lectura incorrecta de los sitios. El
primer caso es observado con mayor frecuencia y genera un cambio de citosina a
timina. La citosina deaminada es leida como uracilo, de modo que en una reaccion de
PCR es apareado con una timina. Los sucesivos ciclos de PCR generan el cambio de
citosina a timina. Una situacion similar ocurre con la adenina deaminada, que es leida
como guanina y conduce a un cambio de adenina por guanina. Dada la naturaleza
complementaria del DNA y segun la hebra secuenciada, los cambios pueden ser leidos
comoC—->ToG— Aenel primercaso,y A= GoT - Cen el segundo. Segln el nivel
de dafo de la muestra o el fragmento que sirva de templado para la amplificacion
mediante PCR, en un cromatograma esto se observara como en la figura 4 (Gilbert,
2006).
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Figura 4: Modificacién de secuencias segin dano del DNA. El sitio destacado en el
recuadro da cuenta de las posibles situaciones en caso de deaminacién de citocinas. A: el
nimero de templados modificado supera en numero al templado original, obteniendo una
lectura incorrecta; B: el numero de templados originales, supera a los templados dafiados o
modificados, obteniendo una lectura correcta (citosina); C: el sitio es observado como
heteroplasmico (Modificado de Gilbert, 2006).

El desarrollo teérico y metodoldgico en el area ha permitido avanzar no sélo en
la obtencién de material genético propio del organismo estudiado, sino ademas
mejorar cuantitativa y cualitativamente esta informacién. Junto con rigurosas
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condiciones de manejo de las muestras, protocolos de extraccién y amplificacién del
DNA, se ha estimado un limite tedrico promedio de 100.000 afios de antigiiedad de las
muestras, aspecto en continuo debate y que varia ampliamente segln las condiciones
climaticas y preservacién del material. Asumiendo concentraciones fisiolégicas de sal,
un pH neutro y una temperatura de 15°C, en aproximadamente 100.000 no existirfa
DNA amplificable (Hofreiter et a/, 2001), aunque a la fecha se ha obtenido DNA de
especimenes aln méas antlguos (Shapiro y Hofreiter, 2014). Los climas frios y secos
parecen ser hasta ahora los que aportan con mejores resultados dada la menor accién
de microorganismos y la dilatacién de los procesos enziméticos que pueden afectar la
estructura del DNA. Asi mismo, la répida desecacién del cuerpo, también contribuye a
una mejor conservacion del DNA, evitando también la accion de microorganismos
(Willerslev y Cooper, 2005).

En términos préacticos, diversas especies han sido estudiadas mediante aDNA,
siendo algunas de las mas antiguas homininos extintos como Neanderthal (90.000
afios), un individuo encontrado en Atapuerta, Espafia, fechado en 300.000 afios para el
cual se cuenta sélo con DNA mitocondrial y un individuo proveniente de la cueva
Denisova al sur de Siberia de aproximadamente 70.000 afios; ademas de especies del
género Ursus (120.000) y Equus (700.000}, siendo este Gltimo el de mayor antigitedad
y controversia (Reich et a/, 2010; Meyer et a/, 2012; Meyer et al, 2013; Orlando et af,
2013; Shapiro y Hofreiter, 2014).

Dadas las condiciones de preservaciéon del DNA, la mayor parte de los analisis
genéticos en antiguo se han realizado en base a DNA mitocondrial o cloropléstico,
analizando regiones pequefas o incluso genomas completos, pero secuenciado en
fragmentos no superiores a 200bp. Si bien se ha descrito que las histonas podrian
presentar cierto grado de proteccidn al dafic en el genoma nuclear, el gran nimero de
copias del genoma mitocondrial (entre 100 a 10000) por célula favorece su andlisis
{(Willerslev y Cooper, 2005; Gilbhert, 2006; Krauser, 2010). Ademds de! mtDNA, los
fragmentos analizados bajo metodologias tradicionales de PCR y secuenciacién se han
enfocado en genes con alto nimero de copias, tales como genes ribosomales (Krauser,
2010). De lo contrario, se requiere una gran cantidad de DNA y por lo tanto de
muestra, lo que en muchos casos no es posible debido al caracter destructivo de los
analisis y la condicion Unica o fragmentaria de las muestras.
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Los avances en materia de secuenciacién han tenido un gran impacto en los
estudios paleogenomicos, dada la posibilidad de analizar genomas completos de una
gran diversidad de especies y a un costo cada vez menor. Los primeras intentos de
secuenciar genomas completos dieron cuenta del bajo porcentaje endégeno del DNA
extrafdo. Gran parte del DNA purificado corresponde a bacterias o a contaminacién con
DNA moderno, el que puede estar representado en porcentajes superiores al 90%
(revisado en Krause, 2010). Considerando esta situacidn, se han desarrollado técnicas
que permiten la captura o enriquecimiento del DNA estudiado con el fin de maximizar
el proceso de secuenciacién y con ello la profundidad del genoma (Carpenter et al,
2013), En andlisis de estos genomas da cuenta de dos caracterfsticas bdasicas,
sefialadas en la figura 5. En primer lugar, se ha observado que el tamafio de los
fragmentos obtenidos es en promedio de 70 bp, lo que puede variar segln la
preservacion de la muestra, el protocole de extraccién del DNA y preparacién de
librerfas. Ademas, es de esperar un patrén de dafio caracteristico como el sefialado en
la figura 5B: debido a la deaminacién de citosinas y fragmentacidn del DNA, se observa
un incremento en la proporcién de cambios C>T en el extremo 5' de los reads,
mientras que los cambios G>A incrementan hacia el extremo 3' (Briggs ef a/, 2007).
Ambas caracteristicas reflejan el dafioc del DNA antiguo y son ampliamente utilizadas
como un primer control de autenticidad de los datos.
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Distripution of sequence lengths over all seguences
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Figura 5: Caracteristicas principales aDNA en librerias gendmicas. La figura A muestra la
distribucion de reads o fragmentos obtenidos en secuenciacién lllumina segin su tamafio. La
figura B indica el patrén de dafio caracteristico del aDNA, a la izquierda en el extremo 5' y hacia
la derecha el extremo 3'. En rojo se indican los cambios C>T y en azul los G>A.

Area de estudio: Patagonia y Tierra del Fuego.

La historia poblacional del extremo sur del continente (Patagonia y Tierra del
Fuego) ha sido de particular interés principalmente por la temprana y constante
ocupacién de la zona. Considerado en un contexto general del poblamiento del
continente, esta region es particularmente atractiva ya que se han encontrado algunas
de las evidencias de ocupacién humana mas tempranas del continente. Esta condicion
ha permitido articular diferentes hipotesis respecto a las rutas y tiempos del
poblamiento de América que enfatizan procesos tempranos y relativamente rapidos de
ocupacién (Dillehay, 2009; Bodner et a/, 2012; Reich et al, 2012). Por otro lado, en
menor medida se ha debatido en torno a las condiciones climaticas particulares a las
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que se vieron enfrentados los habitantes de la zona y su relacién con el desarrollo de
estrategias culturales adaptativas o respuestas bioldgicas al estrés ambiental
(Hernandez et al, 1997; Pearson y Millones, 2005; Gonzalez-José et al, 2004; Pucciarelli,
2004).

Considerando el drea de Patagonia y Tierra del Fuego, tanto en Chile como
Argentina, desde los 42°S hasta el Cabo de Hornos (56°S), las evidencias de ocupacidn
humana mas tempranas datan de hace aproximadamente 12,000 afios atrds, durante
la transicién Pleistoceno-Holoceno (entre 13-8,000 afios atrés), y se concentran en las
cuencas andinas de la vertiente pacifica, la cuenca del Rio Deseado {Argentina) y las
cuencas magallanica-fueguinas (Figura 6) (Miotti y Salemme, 2004; Borrero, 2008).
Estos primeros grupos humanos eran cazadores recolectores terrestres, consumidores
principalmente de guanacos y fauna extinta. El ingreso de estas poblaciones a la regi6n
habria ocurrido una vez que las condiciones climaticas también lo permitieran dado
gue esta zona se encontraba parcialmente cubierta de hielos en fechas previas (Hester,
1966; Coronato et a/, 1999; Piana y Orquera, 2009). El Ultimo Méaximo Glacial, perfodo
definido entre 19,000 y 10,000 afios AP (Scheinsohn, 2003), se caracterizé por cambios
significativos y recurrentes de tas condiciones climéaticas globales, con una tendencia a
perfodos mas cdlidos y el retroceso de las masas glaciales. Los primeros pobladores de
la regién debieron enfrentar un gran variabilidad ambiental inicial que habrfa generado
importantes cambios en la biota y paisaje de Fuego-Patagonia (Miotti y Salemme,
2003). Estudios paleoclimaticos sugieren un aumento de las temperaturas durante este
periodo en conjunto con eventos frios breves, siendo el Gltimo de ellos (12-10,000 afios
AP) analogo al Younger Dryes de Norteamérica. En una primera instancia el paisaje
habria estado dominado por un ambiente de tundra, hasta que el retroceso glacial
facilito el desarrollo de bosques y una estepa arbustiva. Al mismo tiempo, la presencia
de un puente terrestre en el estrecho de Magallanes producto de }a glaciacién, permitié
el contacto y paso fluido entre el Continente y la Isla Grande. Ademads, la linea de costa
Atlantica se encontraba decenas de kilémetros hacia el este, dejando una importante
area de tierra expuesta. Con el derretimiento de las masas glaciales y consecuente
aumento del nivel del mar, finalmente la Isla Grande de Tierra del Fuego quedo
separada del continente (hace aproximadamente 8,000 afios AP), estabilizéndose los
limites costeros actuales hacia el 6,000 AP {Coronato et a/, 1999; Scheinsohn , 2003).
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Figura 6: Principales sitios tempranos de Patagonia y Tierra del Fuego. 1: Los Toldos, 2.
Piedra Museo, 3: El Ceibo, 4: cerro Tres Tetas, 5-6: La Marfa: Minero Cave and La Mesada; 7: La
Martita, 8: Cueva de la Manos Pintadas, 9: Arroyo Feo, 10: Bafio Nuevo, 11: Casa de Piedra 7, 12:
Chorrillo Malo, 13: Cueva Fell, 14: Cueva del Medio, 15: Lago Soffa 1, 16: Cueva Miladén, 18: Tres
Arroyos, 19: Marazzi. Fechados entre 12.800 AP a 9.000 AP (modificado de Miotti y Salemme,

2004},
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Las poblaciones nativas que habitaron Patagonia y Tierra del Fuego pueden
caracterizarse ampliamente segln sus estrategias de subsistencia en: cazadores
recolectores terrestres, cazadores recolectores marinos y grupos mixtos. La variabilidad
econdmica asociada a la explotacidn de distintos recursos animales y vegetales se
encuentra relacionada a dos gradientes climaticas en sentido norte-sur y oeste-este de
disminucion de las temperaturas y precipitaciones respectivamente, en relacién
también con el efecto producido por la cordillera de los Andes (Barceld et al, 2009;
Orquera et a/, 2011). Hacla el noreste, se encuentran las amplias planicies y tierras
bajas que presentan ambientes menos frios y mas secos, habitadas mayoritariamente
por grupos cazadores recolectores terrestres (principalmente de guanaco). Por su
parte, la zona suroeste es mas estrecha, lluviosa y boscosa, con una costa abrupta e
irreqular caracterizada por numerosas islas y archipiélagos. Esta Ultima regién fue
habitada por diversos grupos cazadores recolectores que desarrollaron una fuerte
dependencia a‘los recursos marinos. Todas estas poblaciones fueron némades,
organizadas en grupos familiares pequefios que mantuvieron estrategias de caza y
recoleccion hasta el contacto europeo.

La clasificacion de estos grupos de acuerdo a sus estrategias de subsistencia
también permite establecer un eje temporal. Los primeros grupos humanos que
poblaron Patagonia y Tierra del Fuego eran cazadores recolectores terrestres, cuyos
principales recursos alimenticios fueron animales Pleistocénicos actualmente extintos,
guanacos, fandies y mamiferos pequefos. Las evidencias de consumo de recursos
costeros en este contexto no permiten sostener una explotacion intensiva y
especializada del éarea litoral: (Piana y Orquera, 2009). Recién hacia el 6000 AP
(Holocenc Medio) se comienzan a observar las primeras evidencias de adaptacién al
litoral, expresadas en el uso intensive de recursos marinos y asociadas al desarrollo de
dos importantes innovaciones: arpones de puntas desmontables y cancas. Las
evidencias tempranas de adaptaciones al litoral provienen de tres nlcleos: Canal del
Beagle, Estrecho de Magallanes-mar de Otway y Chiloé. La mayoria de los sitios
corresponden a conchales que sugieren una economia basada en pinnipedos, aves
marinas, reccleccion de mariscos y pesca en menor proporcion (Orquera ef a/, 2011). El
origen de esta adaptacién es poco claro, aunque se sugieren dos hipdtesis principales:
1) origen independiente en Chiloé y un nucleo septentrional, probablemente en los
alrededores del estrecho de Magallanes y Mar de Otway; y 2) origen en extremo
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septentrional y posterior difusién hacia el norte (revisado en Orquera et a/, 2011). El
desarrollo de esta adaptacién dependié en gran medida de cambios mediocambientales
que permitieran la extension de dreas boscosas, proveedoras de los recursos
esenciales para la elaboracién de canoas y arpones. Esto habrfa ocurrido cerca de
1,000 afios antes en el Estrecho de Magailanes-seno Otway (7,900 AP) versus el Canal
Beagle (6,700 AP), lo que sumado a la discontinuidad tecnoldgica de esta segunda
region permite sugerir que el desarrollo de una adaptacién marina comenzd en la
regién préxima al Estrecho de Magallanes. Las evidencias arqueoldgicas maés
tempranas de esta zona datan del 6,350 AP (sitio Punta Santa Ana) al 5,500 AP (sitios
Bahia Buena y Bahia Colorada en Estrecho de Magallanes y mar de Otway
respectivamente), y han sido denominadas colectivamente como “cultura Englefield”.
En perfodos tempranos, este conjunto se caracterizé por la industria litica en obsidiana
verde y una diversa industria en hueso de mamiferos marinos y aves. En perfodos
posterior se observa una disminucidn importante de la obsidiana verde y Ia
diversificacion de la industria de hueso en el registro arqueoldgico, mientras que
prosperan largas puntas bifaciales de bordes dentados. Sin embargo, pese a estos
cambios, la tecnologia de canoeros tardios sugiere una continuidad con sitios
tempranos del seno Otway, seno Skyring y Estrecho de Magallanes. Por su parte, el
drea del Canal Beagle se caracteriza en sus contextos tempranos (desde 6,400 AP) por
una alta proporcién de instrumentos dseos y una escasa talla litica. En perfodos més
tardfos se encuentran grandes puntas de lanzas hechas en vulcanita y en los Gltimos
dos milenios aumenta la proporcién de puntas de tamafic medio y pequefio, lo que
indirectamente ha sido interpretado como presencia de arco (Orquera, 2005; Orquera y
Piana, 2006; Orquera et a/, 2011}, Finalmente, el nlcleo de Chiloé no presenta
evidencias claras de adaptacién litoral antes del 5,000 AP, principalmente en los sitios
Puente Quilo-1 {noroeste de Chilo¢) y Piedra Azul (senoc de Reloncavi, sur de Puerto
Montt). En ambos sitios, aunque particularmente en Puente Quilo-1, se ha identificado
una industria litica muy variada, tanto en formas como en materiales utilizados
(obsidiana negra grisacea, riolita, madera petrificada, caldedonia y andesitas, entre
otros), asi como artefactos de hueso en periodos tardios de ocupacién. Los sitios en el
area de Chiloé dan cuenta de un mayor énfasis en el consumo de mariscos y peces, en
oposicién a los nlcleos del archipiélago Patagdnico y Fueguino en donde se infiere un
mayor énfasis en la caza de mamiferos marinos (Legoupil et a/, 2007).
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Las etnias descritas por cronistas y etnohistoriadores fueron también
clasificadas segln sus estrategias de subsistencia. Es asfl como dentro de los grupos
cazadores recolectores terrestres se reconocen a las etnias Tehuelche en la pampa
argentina y Selk’'nam y Haush en Tierra del Fuego. Por su parte, los grupos de
adaptacién costera se denominaron de norte a sur como Chono, Kawéskar y Yamana
(Figura 7). Estos grupos establecieron contacto con navegantes europeos por primera
vez en 1526, aunque ya en 1520 Fernando de Magallanes hubiese inferido su presencia
por los fuegos que le dieron el nombre a “Tlerra del Fuego”. Sin embargo, durante los
siglos XVl y XVIl la mayor parte de los barcos que atravesaron los canales australes o
hicieron basicamente con fines expeditivos y comerciales, siendo las descripciones de
los habitantes nativos del drea muy breves y anecdéticas. Recién durante el siglo XVIii
comenzaron las expediciones de caracter cientifico, dedicadas a describir los aspectos
geograficos, ambientales y humanos de la zona. Posteriormente, durante la segunda
mitad del siglo XIX se establecieron las misiones religiosas (anglicanas y salesianas)
cuyo objetivo era reunir a los distintos grupos nativos y adoctrinarlos en la cultura
hegemdnica europea, lo que en conjunto con bases militares e incipientes
asentamientos en el area, tuvieron un importante impacto en la salud y modos de vida
de estas etnias (Gusinde, 1951}). La etnografia més extensa de estos grupos fue
realizada por Martin Gusinde entre los afios 1918 y 1924, e incluyd a Selk’nam,
Kawéskar y Yamana. Si bien durante [a época en la que Gusinde realizd estos trabajos
los modos de vida tradicionales de estos grupos habian sido considerablemente
alterados, su investigacion permitié en gran medida dar cuenta de la caracteristicas
basicas de cada etnia en una extensa publicacién de 9 tomos en donde aborda la
historia y habitat, vida econdmica, cultural material, organizacién social, aspectos
religiosos y lenguaje de cada grupo (Gusinde, 1986 [1937], 1991 [1974]). Posteriores
investigacién se han realizado mayoritariamente en el area de Arqueologia y
Bioantropologia.
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Figura 7: Distribucion de grupos cazadores recolectores marinos y terrestres de
Patagonia y Tierra del Fuego.
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Canoeros de Patagonia y Tierra del Fuego

Como ha sido sefialado, las evidencias arqueocldgicas sugieren la presencia de
grupos adaptados al litoral hacia el 6000 AP en las proximidades del Estrecho de
Magallanes, Mar de Otway y Canal Beagle. En Chiloé las evidencias son mas tardias,
pero no se descarta su presencia en periodos mdas tempranos. La relacién ancestro-
descendiente de estas poblaciones con los grupos histéricos no es directa, pero
comparaciones tecnoldgicas sugieren una continuidad. Pese a la ausencia de canoas en
el registro argueoldgico, probablemente debido a problemas de conservacién, los
animales consumidos sugieren su presencia desde fechas tempranas. Mayor evidencia
existe respecto a arpones y puntas de proyectil liticas o de hueso, principalmente estas
dltimas.

En el grupo de canceros australes es posible diferenciar al menos tres,
conocidos de norte a sur como Chono, Kawéskar y Yamana. El primero se encuentra
virtualmente extinto desde el siglo XVIli, siendo escasamente descrito en la literatura.
Por su parte, en tiempos histdricos, se estimé que el tamafio de las poblaciones més
australes alcanzaba 5,000 en Kawéskar y 3,000 en Yamana, y hacia mediados del siglo
XX se registraban cerca de 250 y 50 individuos respectivamente (Martinic, 1989;
Gusinde 1986 [1937}, 1991 [19741]).

El etndlogo aleméan Martin Gusinde, realizé durante principios del siglo XX un
registro etnografico de ambas etnias. Pese a que estos grupos ya no vivian segtn sus
modos de vida tradiclonales, Gusinde procuré profundizar en ellos a partir de los
relatos de los descendientes de ambas etnias. De acuerdo a lo descrito por Gusinde en
sus publicaciones de 1937 y 1974, culturalmente Kawéskar o Alakaluf y Yamana o
Yaghan presentaban una gran similitud asociada a sus modos de vida cazadores
recolectores marinos, aungue en términos lingiisticos mostraban diferencias
importantes que hacia ambas lenguas mutuamente ininteligibles. La distribucion
geografica de Kawéskar abarcaba desde el Golfo de Penas por el norte hasta la
Peninsula de Brecknock en el sur, diferenciandose dialectualmente tres grupos en esta
extension separados de norte a sur por el Canal Nelson y el Estrecho de Magallanes.
Por su parte, Yamana recorria el territorio desde la Peninsula Brecknock al norte hasta
el Cabo de Hornos al sur, en donde 5 grupos dialectuales fueron identificados: (1)
central: canal Beagle, incluyendo la [sla Navarino, el canal Muray y la isla Hoste; (2)
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occidental: al este de Puerto Williams, isla Gable, Picton, Nueva ¥ Lennox; (3) oriental;
en el canal Beagle desde punta Divide hasta la penfnsula Brecknock ; {4) Islas
Wollaston o meridional: el archipiélago del Cabo de Hornos; ¥ (5) sudoccidental: desde
Bahfa Cook hasta falso Cabo de Hornos {Gusinde, 1986 [1937], 1991 [1974]: Barcel6 ef
al, 2011},

Respecto a la estructura social de Kawéskar y Yamana, su organizacién era
basicamente en grupos familiares (padres e hijos), siendo las reuniones de dos o méas
famitias poco frecuentes y reducidas a celebraciones o aprovechamiento de recursos
alimenticios. No existfa dentro de estos grupos una jeraquia mas alld de Ia familia,
siendo cada grupo familiar autosuficiente e independiente. Eran en términas estrictos
mondgamos, aunque en algunas ocasiones se describieron casos de peligamia en
donde una viuda o hermana se unfa a un grupo familiar, situacién descrita
principalmente en Yamana. La dieta era esencialmente marina, con escasos aportes
vegetales o animales terrestres (guanaco o huemul). Los utensilios utilizados son
concordantes con este tipo de dieta, siendo la canoa de corteza de vital importancia y
similar entre ambos grupos. Junto con ello, Gusinde describié diversos arpones con
puntas de hueso y asta de madera, utilizados para la caza de pinnipedos. Usualmente
estas puntas, de uno o dos dientes, se confeccionaban en hueso de ballena, aunque en
su ausencia se utilizaban huesos de pinnipedos. Puntas més pequefias o con bordes
serrados se usaban en la fabricacién de lanzas para la caza de aves o peces. Otro
utensilio descrito tempranamente es la honda, manufacturada con cuero y tendones, y
utilizada ampliamente también por cazadores terrestres, Sélo en el caso de Kawéskar
se describio la presencia de redes de pesca fabricadas con tendones y el garrote de
madera para la caza de pinnipedos. Se ha sugerido también el uso de arco y flecha,
aunque en menor proporcion que en Selk'nam, siendo en algunos casos producto del
intercambio entre etnias.

Los individuos de ambas etnias usaban escasa vestimenta, usualmente reducida
a una piel en la espalda que llegaba hasta la cintura. Cubrian su cuerpo con grasa de
pinnipedo y solian usar pintura corporal (negra, roja o blanca), principalmente facial,
aunque al parecer restringida a situaciones especiales como celebraciones o funerales
(Fiore, 2006). Otros adornos corporales comunes entre ambos grupos eran brazaletes
de cuero y coliares de caracoles, mientras que en Kawéskar también se observaron de
cafia y hueso (Gusinde, 1986 [1937], 1991 [1974]).
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Desde un punto de vista biolégico, se han analizados dos aspectos principales
de estos grupos: la variacién craneana y la diversidad genética a partir de marcadores
de herencia uniparental, principalmente miDNA. Las primeras descripciones
morfolégicas craneanas de individuos de Patagonia y Tierra del Fuego destacaban su
robusticidad craneofacial y forma dolicocéfala en comparacién con grupos nativos a lo
largo de América. En base a estas caracteristicas y en andlisis a nivel continental, se
plantearon hipotesis en donde se sugerfa que estos grupos eran descendientes de los
pobladores mas tempranos del continente. Junto con ello, la caracterizacién de dos
morfologfas craneanas en asociacién al mismo nimero de poblaciones que
hipotéticamente habrian colonizaron América en distintas épocas, relacionaron
nuevamente la diversidad de fuego-patagonia al poblamiento temprano del continente
(revisado en Pucciarelli, 2004). Sin embargo, otros estudios han sugerido que estas dos
morfologias craneanas representan méas bien dos extremos de una distribucién,
compartiendo ambas una misma poblacién ancestral (Gonzalez-José et a/, 2008). En lo
gue respecta a las relaciones entre los grupos nativos de Patagonia y Tierra del Fuego,
el estudio de variables craneométricas en poblaciones extintas permite diferenciar a
las etnias terrestres de las canoeras, sin presentar diferencias significativas dentro de
estos grupos. Por otro lado, en un contexto global los grupos de Fuego-Patagonia
forman un solo cluster diferenciado de otras poblaciones nativas de América,
sugiriendo un mismo origen ancestral. La variacidén observada entre las etnias de la
regidn seria el resultado de un proceso de diferenciacién tardio, y no el producto de
origenes distintos (Herndndez et a/, 1997; Gonzélez-José et al, 2004; Pérez et al, 2007).
Lo mismo se ha sostenido a partir del andlisis de mtDNA y cromosoma Y en
poblaciones actuales y extintas (Lalueza et af, 1997, Garcia-Bour ef af, 2004). En el sur
de Sudamérica se ha observado una alta frecuencia de los linajes C y D, tanto que en
algunas poblaciones méas australes sélo se han identificado dichos haplogrupos (e.g.
Chono, Kaweskar, Yamana y Selk'nam). El predomino de estos linajes es consistente
con el cline geogréafico norte-sur de los principales linajes mitocondriales sefialado en la
seccién anterior, siendo la distribucién geogréfica de estos linajes mayoritariamente
atribuida a los procesos de deriva y bajos tamafios poblacionales que caracterizaron el
proceso de poblamiento del continente {Garcia et a/, 2006; Moraga ef af, 2010). En el
linaje C, se ha identificado basicamente C1, mientras que en D, se han identificado los
sub-haplogrupos Dlg y D4h3 (Garcia et a/, 2006). Ademas se observa una mayor
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frecuencia de D en Kawéskar y C en Yamana, aunque no se ha estimado ni discutido
esta posible diferenciacién (Lalueza et al, 1997). Por su parte, sélo se cuenta con un
estudio de cromosoma Y a la fecha, en donde 45% (9) de los individuos analizados
presentaron amplificados para al menos uno de los STRs incluidos en el trabajo
(DYS434, DYS437, DYS439, DYS393, DYS19, DYS389l, DYS389ll, y DYS388 ), mientras
que 5 individuos presentan claramente la mutacién caracteristica del linaje Q-M3
(Garcia-Bour et al, 2004).

La utilizacion de marcadores de herencia uniparental ha demostrado ser una
herramienta Util para aproximarse a la historia micro-evolutiva de las poblaciones
humanas, especialmente en el caso del DNA mitocondrial. Tal como hemos visto, aun
mas relevante ha sido la implementacién de este marcador en el andlisis de restos
éseos antiguos, donde el dafio del DNA producto del tiempo y factores ambientales
dificulta la obtencién de DNA nuclear (Willerslev y Cooper 2005}. En el contexto de
poblaciones nativas americanas cuyos modos de vida fueron tempranamente alterados
y sus poblaciones seriamente disminuidas, fa aproximacidn desde DNA de restos
antiguos puede proporcionar valiosa informaciéon respectc a su historia.
Particularmente en el caso del extremo sur, muchas de las etnias ya se encuentra
extintas o perdura en la actualidad un reducido nimero de descendientes. En este
trabajo se espera abordar la variabilidad genética a partir de DNA mitocondrial y
cromosoma Y, de dos grupos cazadores recolectores maritimos que habitaron la regién
mas septentrional de la costa pacifica: Kawéskar y Yamana. Ambos grupos
desarrollaron estrategias especializadas de caza y recoleccién marina, aungue
presentan diferencias: a nivel de distribucién geogréfica, aspectos culturales y lenguaje.
Otros trabajos han empleado metodo[qﬂgl’as similares, pero solo de un reducido nimero
de individuos y a nivel de haplogrupo en el caso del mtDNA (Lalueza et a/, 1997;
Garcfa-Bour et a/, 2004). La aproximacidn de este trabajo estara enfocada en responder
las siguientes preguntas: {Es posible diferenciar a los grupos cazadores recclectores
marinos de Patagonia y Tierra del Fuego (Kawéskar y Yamana) a partir de linajes
mitocondriales especificos? iCuéles son los linajes de cromosoma Y presentes en
grupos tardios de cazadores recolectores marinos?
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HIPOTESIS

Existen diferencias enire los grupos cazadores recolectores marinos de
Patagonia y Tierra del Fuego {Kawéskar y Yamana) a nivel de linajes de herencia
uniparental, en concordancia con la diferenciacion cultural v geografica de ambas
etnias.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existen diferencias entre los grupos cazadores recolectores marinos
de Patagonia v Tierra del Fuego (Kawéskar y Yamana) a nivel de linajes de herencia

uniparental,
OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Identificar los linajes mitocondriales especificos a partir de restos éseos
tardios de cazadores recolectores marinos (etnias Kawéskar y YAmana), mediante PCR-
RFLP vy secuenciacion de [a region control del mtDNA (D-loop).

if} Identificar los linajes de Cromosoma Y en restos dseos histdricos de cazadores
recolectores marinos de Patagonia y Tierra del Fuego (Kawéskar y Yamana) mediante
secuenciacién de regiones coh polimorfismos propios de los linajes descritos en la

literatura.

fii) Determinar si existen diferenclas entre los grupos cazadores recolectores
marinos de Patagonia y Tierra del Fuego {Kawéskar y Yamana) a nivel de haplotipos
mitocondriales y cromosoma Y.

iv) Comparar a nivel de haplotipos (miDNA y Cromosoma Y) a los cazadores

recolectores marinos de Patagonia y Tierra del Fuego con otros grupos actuales y
extintos sudamericanos obtenidos desde la literatura.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analizaron un total de 37 muestras correspondientes a restos 6seos humanos
asociados a las etnias Kawéskar y Yamana (detalle en tabla 2). Tres de las muestras
adscritas a Kaweéskar fueron previamente analizadas por el proyecto Fondecyt
#11060442 dirigido por el Dr. Mauricio Moraga. Todos los restos forman parte de las
colecciones bioantropoldgicas depositadas en el Instituto de la Patagonia (Punta
Arenas} y Museo Martfn Gusinde (Puerto Williams), provenientes de hallazgos aislados
y/o rescates arquecldgicos en la regién, La asignacidén étnica de las muestras se
corresponde con la ubicacion geografica y distribucidn histdrica de cada etnia.

Tabla 2: Muestras analizadas.

Asignacion Instituto N Total
Kawéskar Instituto de ia Patagonia 17 17
Yamana Instituto de la Patagonia 10 20
Museco Martin Gusinde 10
37

Las muestras fueron colectadas en afos anteriores y se encontraban
almacenadas en un laboratorio especialmente acondicionado para el anélisis de restos
oseos antiguos. Previo a la extraccién de DNA y sdélo en el caso de piezas dentales, se
realizé un registro fotografico exhaustivo y moldes de resina que fuéron regresados a
las instituciones que facilitaron las muestras. Considerando la informacién referencial
entregada por el Instituto de la Patagonia y Museo Martin Gusinde, en conjunto con la
revision de publicaciones asociadas a algunas de las muestra analizadas en este
trabajo, fue posible estimar en la mayoria de los casos su proveniencia geogréfica,
segun se observa en la figura 8. Sélo 6 muestras incluidas en este trabajo tiene
fechados: Islote Tesner, con 2000 AP; Yekchal 89013, con 1300 AP; Punta Santa Maria,
con 900 AP; Englefield, con 1700 AP; Cueva de la Cruz, con 250 AP; y Canal Maule-1,
con 920 AP {Moraga et a/, 2010).
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Figura 8: Ubicacién de muestras analizadas. El mapa sefiala la ubicacion aproximada de los
sitios de donde provienen las muestras. 1: Canal Messier (49077); 2: Puerto Natales (50107,
50109); 3: Yekchal (89013); 4:Cueva Estrecho Trinidad (33832-33-34); 5: Cueva de la Cruz (D379)
: 6: Ponsonby (54889); 7: Estancia Lola (54890); 8 Englefield (54891); 9: Bahia Chilota (73722);
10: Punta Santa Maria (77753); 11: Canal Abra (55884); 12: Canal Maule-1 (58272); 13: Rey
Felipe 49076; 14: Islote Tesner; 15: Santa Rosa (OH014); 16: Isla Navarino (27007); 17: Isla
Navarino (Lauta 2-288, Pto. Luisa 6790, Pto. Williams 12489-90); 18: Caleta Eugenia (OH015); 19:
Museo Martin Gusinde-No Identificadas (OH); 20: Wulaia (OH023); 21: Isla Navarino-No
identificadas (1863, 849, 850); 22: Isla Mascart (OH023); 23: Rio Douglas (OH030a-b); 24: Seno
Grandi (6796); 25: Canasaca Hoste (6788).
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Extraccion de DNA

La extraccién de DNA se realizé sobre muestras de hueso o diente en base al
protocolo desarrollado en Moraga y colaboradores, 2010. Complementariamente se
realizaron extracciones utilizando un segundo protocolo en base a columnas de silica,
utilizando un kit comercial (QUIAGEN} y siguiendo las instrucciones del fabricante,

Con el objeto de eliminar los contaminantes superficiales, las muestras fueron
sumergidas en hipoclorito de sodio a concentracidon comercial (4.5-6%) durante 15
minutos. Posteriormente, las muestras fueron lavadas repetidas veces con agua
bidestilada para remover el hipoclorito. El protocolo de extraccién involucré la
desmineralizacién de la muestra, protedlisis con proteinasa-K, extraccién orgénica y
precipitacion en isopropanol. En primer lugar, las muestras fueron colocadas en tubos
de 15 ml e incubadas en EDTA 0.5M pH 8.0 durante 48 horas a temperatura ambiente
con agitacidn constante (15 mi de EDTA por cada gramo de hueso o diente). Luego se
agregd proteinasa-K hasta una concentracién final de 0.2 mg/mL y las muestras fueron
incubadas a 53°C con agitacidn constante durante 16 horas. La eliminacién de
proteinas y otros componentes celulares se realizd mediante dos extraccién de
fenol:cloroformo:alcohol iscamilico (25:24:1) y una de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). EI DNA fue precipitado con isopropanol en presencia de acetato de amonio (5M)
durante una noche a temperatura ambiente. Finalmente el DNA fue lavado en etanol
(70%) vy resuspendido en 50-100 L de agua bidestilada estéril, Cada set de extraccion
incluyé 5 muestras y un control de extraccién para evaluar posibles contaminantes
durante el proceso de extraccidn.

La extraccién con silica se realizé utilizando un kit comercial (MinElute PCR
Purification Kit, Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor, con algunas
maodificaciones. Posterior a la desmineralizacién y digestién con proteinasa-K, se
utilizaron filtros Amicon (30kDa} para concentrar la muestra hasta 250 uL

aproximadamente. Luego la muestra fue tnezclada con 13 volimenes de buffer de
union (binding buffer) y centrifugada utilizando [as columnas incluidas en el kit. La
columna fue posteriormente lavada con 600 pL del buffer de lavado. Finalmente se
agregaron 100 pL del buffer de elusion y luege de incubar por 15 minutos a 37°C, la
muestras fue centrifugada a 16.000 rpm por un 1 minuto y almacenada a 4°C. Al igual




gue en el protocolo anterior, un set de extraccion incluyé 5 muestras y un control de
extraccion.

Todas las extracciones y preparaciones de PCR se realizaron en un laboratorio
dedicado exclusivamente al analisis de restos antiguos (Laboratorio de Antropologia
Molecular), separado del laboratorio de DNA actual. Las superficies del laboratorio son
limpiadas con hipoclorito de sodio e irradiadas con luz UV diariamente. Los materiales
utilizados son desechables vy los equipos son de uso exclusivo del laboratorio de DNA
antiguo. Toda manipulacién de las muestras se realizé bajo una campana de flujo
laminar. El laboratorio cuenta ademas con un sistema de inyeccion de aire calidad
HEPA. Un set de las muestras fue analizado por duplicado en otro lahoratorio
(Laboratorio de DNA antiguo Dr. Kemp, Washington State University) para confirmar el
caracter endégenc del DNA y replicabilidad del andlisis (indicado en Material
suplementario).

Caracterizacion de haplogrupos y secuenciacion de Region Hipervariable

Las muestras fueron caracterizadas de acuerdo a los cuatro haplogrupos
mitocondriales amerindios A, B, C y D segtin lo descrito en Torroni et a/, 1993. Los
haplogrupos A, C y D se caracterizan por la perdida o ganancia de un sitio de corte de
las enzimas de restriccion, mientras que el haplogrupe B se caracteriza por una
delecién de 9 bp (figura 9) (Torroni et a/, 1993).

La caracterizacidon inicial de las muestras se realizé mediante una reaccion de
PCR para cada haplogrupo (4) utilizande los partidores sefialados en la tabla 3. Cada
reaccidn de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl que incluyd; 3 yl del DNA
extraido, 2 unidades de polimerasa Go Taq Hot Start (Promega), 2.5 pl de buffer 5x
incluido con la enzima, 200 4M de cada dNTPs, 25 pmoles de cada partidor y 100 g de
BSA. Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 3%. Los amplificados fueron [uego analizados mediante enzimas de
restriccion, excepto en el caso del haplogrupo B, caracterizado por una delecién de 9
pares de bases. Las enzimas utilizadas fueron Hae 11l para el haplogrupo A, Hinc Il para
C y Alu | para D (Torroni et a/, 1993). Los resultados de la digestién fueron visualizados

en geles de agarosa al 3%.

35




Haplogrupo A

Hae 11 663
(ganancia) ‘w
IRNA Pni
v D loop T
WAV ARN 125 _Cytb

Haplogrupo C

ARN 165 ¥ Hinc I 13259
o ND 5 (pérdida)
N
o T IRNALeu
,_\\‘ 1RNA Ser
ND 1 TRNA His
A te Human mt DNA
M 16588 bp ND 4
IRNA Ml
ND 2
) ND 4L
Haplogrupo D 4 - Light strand )
Alu | 5178 RNA Trp IRNA Arg

(pérdida)
cox1 “
1RNA Gy

/ CcOox3
/ cOX 2 { _ ATPase
/,f | ATPase Heavy strand
TRNA Asp IRNA Lys
\j
Haplogrupo B
Delecién 9bp

Figura 9: DNA mitocondrial y caracterizacion de haplogrupos mitocondriales
amerindidos.

La regién control del DNA mitocondrial fue amplificada en fragmentos de entre
176 a 212 pares de bases, abarcando desde el sitio 16055 al 16382 para la HV1 y entre
los sitios 57 y 330 para la HV2. En el caso de los individuos identificados como parte
del haplogrupo D4h3, se amplificé y secuencié un fragmento extra para identificar la
transicion A16051G, caracteristica del linaje D4h3a5. Los partidores utilizados son
sefialados en la tabla 3. Todos los fragmentos fueron secuenciados en ambas

direcciones en Macrogen Inc. (Korea).

Analisis de Secuencias

La edicion y alineamiento de las secuencias fueron realizados en el software
Geneious v6.1.7 creado por Biomatters (www.geneious.com). En este mismo programa
se identificaron las mutaciones asociadas a cada linaje segun sus diferencias con la

secuencia de referencia (rCRS, Andrews et a/, 1999).
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El andlisis de las secuencias contemplé evaluar la variabilidad intra e
intergrupal, estimar el grado de diferenciacién entre los grupos y la construccién de
redes de haplotipos. Para fines comparativos, todos los anélisis incluyeron 9 muestras
de poblaciones nativas de Chile y Argentina, datos que fueron obtenidos de la literatura
(Moraga et a/, 2000; 2010; De Saint Pierre et a/, 2012). Los estadisticos de diversidad
genética basicos fueron estimados en el programa DnaSP 5.1 (Librado y Rozas, 2009)
agrupando por etnia. Los estadisticos calculados fueron: ndmero promedio de
diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (k), diversidad nucleotidica (m),
nimero de haplotipos (h) y diversidad hapliotipica (Hd). Ademads, Ia diferenciacién entre
grupos fue evaluada en el programa Arlequin v3.5 (Excoffier ef a/, 2005; Excoffier y
Lischer, 2010) mediante el célculo de Fst (10.000 permutaciones, significancia de 0.05)
y un test exacto de diferenciacién poblacional utilizando los parémetros por defecto
(ndmero de pasos de Cadena de Markov=100,000}. Este ultimo andlisis es una
extensién del test de Fisher, pero ampliado a tablas de contingencia de (ndmero de
poblaciones) por (nimero de haplotipos). Este analisis permite evaluar la diferenciacién
entre dos grupos al explorar todas las tablas de contingencia posibles vy su probabilidad
de ocurrencia respecto a los datos observados. Las filas de la tabla contienen a las
poblaciones o muestras y los columnas a los haplotipos. La proporcién de tablas con
igual o menor valor de probabilidad que Ia tabla observada corresponde al valor de p
(Raymond y Rousset, 1995). Se realizé también un andlisis de varianza molecular
(AMOVA) en el programa Arlequin v3.5 agrupando las muestras segln &reas
geograficas, evaluando la posible estructuracién de las muestras. Con el objeto de
explorar otras agrupaciones y comparar el resultado anterior, se realizé un anélisis
espacial de varianza molecular (SAMOVA) en el programa SAMOVA 1.0, el que permite
identificar agrupaciones filogeograficamente homogéneas, maximizando la varianza
debido a diferencias entre grupos de poblaciones (Dupanloup ef af, 2002). Este analisis
se ejecuto para un ndmero k de agrupaciones de 2 a 10, siendo el k que maximiza el
valor de Fct considerado como el niimero mas probable de agrupaciones (Dupanloup et
al, 2002}, Para las agrupaciones sugeridas por SAMOVA, se realiz6 un AMOVA en el
programa Arlequin v3.5 con un total de 10,000 permutaciones.
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Tabla 3: Partidores de DNA mitocondrial.

Nombre Ubicacion Tamafio de fragmento (bp) Secuencia partidor {5°-3')

Al 584-606 GTAGCTTACCTCCTCAAAGCAA
A2 709-729 145 AGGGTGAACTCACTGGAACG
Bl 8195-8214 CACAGTTTCATGCCCATCGT

B2 8294-8316 113/122 ATGCTAAGTTAGCTTTACAGTGG
Cl 13236-13257 AATCGTAGCCTTCTCCACTTCA
cz2 13345-13365 130 GGAGCACATAAATAGTATGGC
D1 5099-5120 CCTAACTACTACCGCATTCCTA
D2 5190-5211 113 GGGTGGATGGAATTAAGGGTGT
Region hipervariable 1

16051F 15966-15988 AGTCTTTAACTCCACCATTAGC
16051R 16095-16115 149 GTGGCTGGCAGTAATGTACG
HV1-1F(1} 16035-16054 GGAAGCAGATTTGGGTACCA
HV1-2R(4) 16218-16237 203 TGTGTGATAGTTGAGGGTTG
HV1-2F(3} 16112-16131 CACCATGAATATTGTACGGT
HV1-3R(6) 16302-16322 2131 TGGCITTATGTACTATGTACT
HV1-3F(5) 16190-16209 CCCCATGCTTACAAGCAAGT
HV1- 4R(8) 16383-16402 213 TGGTCAAGGGACCCCTATCT

Region hipervariable 2

HV2-1F(9) 34-56 GGGAGCTCTCCATGCATTTGGTA
HV2-2R(12) 220-240 207 TATTATTATGTCCTACAAGCA
HV2-2F(11) 109-132 GCACCCTATGTCGCAGTATCTGTC
HV2-3R(14) 266-285 177 GTTATGATGTCTGTGTGGAA
HV2-3F(13) 155-174 TAT TTATCGCACCTACGTIC
HV2-4R(16) 331-353 200 GTTTGGCAGAGATGTGTTTAAGT

Finalmente se construyeron redes de haplogrupos para cada linaje por separado
en el programa Network 4.6,1.2 utilizando el criteric de median joining
(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm, Bandelt et a/, 1999). Sitios
homoplasicos, tales como 16189, 16311, 146 y 195, fueron penalizados con un peso
menor en la matriz de polimorfismos con el objeto de evitar reticulaciones, segin lo
sugerido por De Saint Pierre et af, 2012.
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Cromosoma Y

Considerando las dificultades inherentes al analisis de DNA antiguo, el anélisis
de cromosoma Y depende del estado de preservacién del material genético en cada
muestra. Se identificd el sexo de cada individuo utilizando el gen de Amelogenina, el
que presenta una diferencia de 6 pares de bases entre los cromosomas X e Y, El analisis
de cromosoma Y incluyd la identificacién del linaje Q-M3 o Qla2alal, caracterizado por
el locus M3 (SNP rs3894) seglin lo descrito por Underhill y colaboradores (1996},
ademas de haplogrupos europeos en los casos que corresponda. Adicionalmente, se
evaluaron 4 STRs que han reportado variacién en poblaciones nativas americanas
(Bisso-Machado et al, 2012) y cuyo tamafio es posible de amplificar en muestras
antiguas (no mayor a 200 bp). Los partidores son resumidos en la tabla 4. Cada
reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 25 yl que incluyé: 3 pl del DNA
extraido, 2 unidades de polimerasa Go Tag Hot Start (Promega), 2.5 pl de buffer 5x
incluido con la enzima, 200 uM de cada dNTPs, 25 pmoles de cada partidor y 100 ug de
BSA. Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 3% y posteriormente secuenciados en ambas direcciones en Macrogen.Inc
(Korea). Se evalud la pertenencia a Q-M3 y el nimero de repeticiones utilizando el
programa Geneious v6.1.7 creado por Biomatters (www.geneious.com).

Tabla 4; Partidores cromosoma Y (SNP, STRs)

Marcador Polimorfismo Partidores {5'-3"} Tamafio Referencia
fragmento

r53894 SNP: C-T CCTGACAATGGGTCACCTCT Este trabajo

Q-M3 126

CCAGATATTACATGGGACATGC
DYS391  STR: (TCTA)6-14  TTCATCATACACCCATATCTGTC  89-121  Gusmao ef af,
GATAGAGGGATAGGTAGGCAGGC 2000
DYS392  STR: (TAT)6-17  AAAAGCCAAGAAGGAAAACAAA  93-125  Ruitberg y Butler,

AAACCTACCAATCCCATTCCTT 2000
DYS393  STR: (AGAT)10-17 GTGGTCTTCTACTTGTGTCAATAC  108-140  Myhre et af, 2000
GAACTCAAGTCCAAAAAATGAGG

DY5439  STR: (AGAT)9-14 ACATAGGTGGAGACAGATAGATGAT 116-136 Ruitberg y Butler,
: 2000
GCCTGGCTTGGAATTCTTTI
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RESULTADOS

Del total de muestras procesadas, el 94.12% lograron ser tipificadas mediante
PCR-RFLP y para el 85.3% se obtuvieron secuencias de la region hipervariable 1 y 2.
Tanto en Kawéskar como en Yamana se identificaron sélo los haplogrupos C y D. En
Kawéskar 15.4% fueron haplogrupo C y 84.6% haplogrupo D, mientras que en Yamana
se observaron 89.47% C y 10.53% D. Estos resultados fueron consistentes con las
réplicas realizadas en EEUU, excepto en aquellos casos en los que no se obtuvieron
amplificados. La asignacién de haplogrupos a partir de las secuencias permitio
identificar al haplogrupo C1, D1, D1g y D4h3a5 en la mayoria de los casos. El
porcentaje de estos linajes en cada muestra se resumen en la figura 10 (sobre el total
de muestras con secuencias). Los sitios informativos basicos de cada haplogrupo se
identifican en relacion a la secuencia de referencia (rCRS, Andrews et a/, 1999) y
corresponden a: en C1, los cambios 16223, 16298, 16325, 16327, 073, 249d, 263, 290-
291d; en D1, los cambios 16223, 16325, 16362, 073 y 263; en D1g, se agrega a los
anteriores el polimorfismo 16187; y en D4h3a5 los polimorfismos en 16051, 16223,
16241, 16342, 16362, 073 y 263 (Tamm et al, 2007; Perego et al, 2009; 2010).

Yamana

Kawéskar

B C1
BmD1

= D1g
® D4h3

89.5

Figura 10: Distribucidn de linajes mitocondriales en muestras antiguas de Kawéskar y
Yamana.
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Destaca en esta distribucién de haplogrupos el alto porcentaje de D4h3a5 en
Kawéskar, alcanzando el 58.8%. Una distribucién opuesta se observa en Yamana,
donde cerca del 90% de los linajes caracterizados corresponden a C1.

A partir de las secuencias, se calcularon los indices de diversidad estédndar en el
programa DnaSP v5.1 (Librado y Rozas, 2009), los que se resumen en la tabla 5. Con
fines comparativos, también se calcularon estos mismos indices en un conjunto de
grupos nativos de Chile y Argentina (Moraga et al, 2000; 2010; De Saint Pierre et aj,
2012).

Tabla 5: Indices de diversidad molecular en muestras nativas americanas de Chile Y

Argentina.
Muestra N ] h Hd k b1 Referencia
aKawéskar i5 15 8 0.886 4.59 0.01039 Este trabajo
aYamana 17 17 10 0.838 3.824 0.0075 Este trabajo
Aymara 39 66 34 0.993 10.343 0.01048 De Saint Pierre et af, 2012

Atacamafio 28 58 22 0.976 12.677 0.01284 De Saint Pierre ef a/, 2012
Pehuenche 86 37 21 0.9 6.581 0.01075 De Saint Plerre et al, 2012
Huilliche 57 60 31 0.968 11.311 0.01146 De Saint Pierre et al, 2012
MapucheChile 19 41 16 0.982 9.977 0.01011 De Saint Pierre et al, 2012
MapucheArg. 51 66 32 0.973 12,063 0.01222 De Saint Pierre et a/, 2012
Tehuelche 29 41 18 0,961 10.163 0.0103 De Saint Pierre et a/, 2012
Kawéskar 13 33 8 0.897 9462 0.00959 Moraga et af, 2010
Yamana 21 21 7 0.814 6.819 0.00691 Moraga et al, 2000

N: nimero de individuos analizados; S: sitios polimorficos; h: nimero de haplotipos; Hd:
diversidad haplotipica; k: niimero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de
secuencias; 1 diversidad nucleotidica.

Se evalud la diferenciacién entre las muestras en el programa Arlequin v3.5 a
partir de las secuencias {Excoffier et al, 2005; Excoffier y Lischer, 2010). El test exacto
de diferenciacién poblacional indica gque las muestras antiguas de Kawéskar
(aKawéskar) y Yamana (aYamana) son significativamente distintas, con un p-valor de
0.00053 + 0.0002. Ademds, se realizd este andlisis entre las muestras antiguas y
modernas de la misma etnia (Kawéskar y YAmana) obteniendo como resultado gque
ambas muestras de Kawéskar no presentan diferencias significativas (p-valor de
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0.05908 * 0.003), mientras gue en Yamana se observan diferencias significativas con
un p-valor de 0.01783 * 0.0026. La comparacion de aKawéskar y a¥amana con el resto
de las poblaciones nativas muestra diferencias significativas con valores de p menores
a 0.0015 (Tabla 2, Material Suplementario).

Se obtuvieron valores de Fst para cada par de poblaciones nativas, los que
fueron graficados en la figura 11. El valor de Fst entre aKawéskar y aYamana fue
significative alcanzando un 0.12876 (p-valor <0.001). En el caso de Kawéskar, el valor
de Fst entre las muestras actual y antigua fue de 0.05097 (p-valor de
0.08415+0.0027), mientras que en Yamana se obtuvo un 0.08076 (p-valor de
0.01960+0.0014), Los valores de Fst entre aKawéskar y otros grupos nativos varia
entre 0.06168 (Aymara) y 0.10998 (Pehuenche), siendo todos significativos (p-valor <
0.05). En aYamana, el rango de valores obtenidos fue de 0.08637 (Aymara) y 0.13826
(Pehuenche), todos ellos significativos, A partir de la matriz de Fst (Tabla 3 Material
suplementario) se realizd un dendrograma Neiborg-Joining en el software MEGA v6&
{Tamura et al, 2013}, sefalado en la figura 12.
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Figura 11: Matriz de Fst. Se indica la ubicacion
geografica de las muestras analizadas en conjunto con
la matriz de Fst obtenida en el programa Arlequin v
3.5 (se sefiala con * las muestras con valores de p no
significativos). En el mapa, los cuadros azules
muestran la ubicacidon de las poblaciones nativas

1 1 T 1 modernas (1: Aymara; 2: Atacamarnio; 3: Huilliche; 4:

Pehuenche; 5: Mapuche Chile; 6: Mapuche Argentina;

longitud 7: Tehuelche; 8: Kawéskar; 9: Yamana), mientras que
en puntos rojos se ubican las muestras antiguas
obtenidas en este estudio.
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Figura 12: Dendrograma Neiborgh-joining a partir de matriz Fst. La matriz de Fst fue
célculada en el programa Arlequin v3.5 (Excoffier et al, 2005; Excoffler y Lischer, 2010} y
exportada al programa MEGA v6 (Tamura et a/, 2013} en donde se realizé el dendrograma. Las
muestras antiguas de este estudio corresponden a aKawéskar y a¥amana.

Para realizar el analisis de varianza molecular (AMOVA) las muestras fueron
agrupadas en 3 grupos: norte, sur y extremo sur. El grupo norte incluyé a Aymara y
Atacamerio; el grupo sur a Pehuenche, Huilliche, Mapuche-Chile, Mapuche-Argentina y
Tehuelche; y el grupo de extremo sur a Kawéskar, Yamana, aKawéskar y aYamana. Los
resultados de este analisis indican un Fct de 0.02643 (p-valor de 0.00188 + 0.00041),
con la mayor parte de la variacién explicada por diferencias dentro de las muestras
(93.08%). Los resultados de SAMOVA indican que el mayor valor de Fct corresponde a
un k de 8 (Fct= 0.05374, p-valor < 0.001), siendo la mayor parte de la varianza
explicada por las diferencias intra-muestra (93.59%). Los grupos sugeridos son: 1)
Aymara-Atacamanio, 2} Pehuenche, 3) Huilliche-MapucheChi-MapucheArg, 4) Tehuelche,
5) Kawéskar, 6} YAmana, 7) aKawéskar, 8} a¥amana. Todos los resultados de AMOVA y
SAMOVA se indican en [a tabla 6 segun las distintas agrupaciones.
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Tabla 6; Resultados AMOVA.

Agrupaciones Porcentaje [Indice de fijacidn Valor p {indices)
de variacion

Geografica: Entre grupos 2.64 Fet 0.02643 0.00188+0.00041
{1-2);(3-7):(8-11) Entre poblaclones lntl’agrupo 4.28 Fsc 0.04392 >0,0001

Intra poblaciones 93.08 Fst 0.06919 >0.0001
K=2 Entre grupos 2.67 Fct 0.02675 0.26792+0.00442
(1019, 11} Entre poblaciones intragrupo 5.57 Fsc 0.05718 =>0.0001

Intra poblaciones 91.76 Fst 0.0824 =0.0001
K=3 Entre grupos 4.56 Fct 0.04562 0.05297x0.00236
(1-9%:(10)(11) Entre poblaciones intragrupo 4.91 Fsc 0.05146 =0.0001

Intra poblaciones 90.53 Fst 0.09473 =>0.0001
K=4 Entre grupos 2.38 Fect 0.02381 0.02535+0.00163
(1-2):(3-7,9):(8,10): Entre poblaciones intragrupo 4.58 Fsc '0.04689 =0.0001
(11) intra poblaciones 93.04 Fst 0.06958 >0.0001
K=5 Entre grupos 2.36 Fct 0.02359 0.05426%0.00249
{1-2);(3-7;9):(8); Entre poblaciones intragrupo 4,58 Fsc 0.04695 =0.0001
(10):(11) Intra poblaciones 93.39 Fst 0.06943 =>0.0001
K=6 Entre grupos 1.3 Fct 0.01297 (.24406=0.00402
(10:(2):(3-7:9):(8); Entre poblaciones intragrupo 6.16 Fsc 0,05224 >0.0001
(10}:(11}) Intra poblaciones 93.55 Fst 0.06453 >0,0001
K=7 Entre grupos 4.06 Fct 0.04061 0,00277+0.00051
(1-2):(3-6):(7):(8); Entre poblaciones intragrupo 2.92 Fsc 0.03042 =>0.0001
{9):(10)(11) Intra poblaciones 93,02 Fst 0.06979 >0.0001
K=8 Entre grupos 5.37 Fct 0.05374 0.0001+0.00014
(1-2):(3):(4-6):(7): Entre poblaciones intragrupo 1.04 Fsc 0.01096 0.01188x0.00108
(8):(2):(10):{11) Intra poblaclones 93.59 Fst 0,06411 >(.0001
K=9 Entre grupos 4,14 Fct 0.04144 0.01337+0.00121
(13:(2):(3-5);(4-6); Entre poblaciones intragrupo 2.05 Fsc 0.02142 0.002480.0005
(70:(8):(9):(20):(11) Intra poblaciones 03.8 Fst 0.06197 >0.0001
K=10 Entre grupos 4.84 Fct 0.04841 0.05713%0.00222
(1-2):(3);(4);(5);(6); Entre poblaciones intragrupe  1.15 Fsc 0.01203 0.0695:+0.00234
(75@RORAOKAD e poblaciones 94.01 Fst 0.05986 >0.0001

1: Aymara; 2:

Atacamefio; 3:

Pehuenche; 4: Huilliche;

5: MapucheChile; 6

MapucheArgentina; 7; Tehuelche; 8: Kaweéskar; 9: Yamana; 10: aKawéskar; 11:

aYamana.
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Finalmente las figuras 13 y 14 representan las redes de haplogrupos para los

linajes C y D respectivamente.
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Figura 13: Network haplogrupo C1. El haplogrupo se defini6 en base a las mutaciones
16223, 16298, 16325, 16327, 073, 249d, 263, 290-291d en relacion a la secuencia de referencia
(rCRS, Andrews et al, 1999). Sélo se consideraron las mutaciones de los fragmentos de HV1 y
HV2 segln las lecturas obtenidas en secuencias antiguas (HV1: 16055-16382; HV2: 57-330). El
network fue realizado en el programa Network v4.612 utilizando el criterio de median joining.
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Figura 14: Network haplogrupo D. El haplogrupo se definié en base a las mutaciones 16223,
16325, 16362, 073 y 263 en relacién a la secuencia de referencia (rCRS, Andrews et a/, 1999).
Sélo se consideraron las mutaciones de los fragmentos de HV1 y HV2 segln las lecturas
obtenidas en secuencias antiguas (HV1: 16051-16382; HV2: 57-330). El network fue realizado en

el programa Network v4.612 utilizando el criterio de median joining.
Cromosoma Y

La identificacion de sexo mediante amplificacion del gen Amelogenina fue
posible en 11 individuos aKawéskar (78.5%) y 18 en aYamana (90%). En el primer
grupo, 5 individuos fueron identificados como femeninos y 6 masculinos, mientras que
en Yamana, 10 individuos fueron femeninos y 8 masculinos. Para la mayoria de las
muestras se cuenta con la estimacién de sexo en base a informacién morfolégica, la
que fue concordante, excepto en dos casos en Kawéskar y uno en Yamana, con los
datos moleculares. Del total de individuos identificados como masculinos (14) el locus
r3894 (C/T) fue posible de analizar en 5 muestras Kawéskar y 4 Yamana. Todos estos
individuos presentan el polimorfismo propio del haplogrupo Q-M3 (C-T), caracteristico
de nativos americanos (Underhill et al, 1996; Karafet et a/, 2008). Se analizaron cuatro
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STRs que han mostrado variabilidad en poblaciones nativas americanas (Bisso-
Machado et a/, 20). Pese a que se obtuvieron amplificados para la mayoria de los
individuos (8) en los 4 STRs, para un STR no fue posible obtener secuencias (DYS439).
Los resultados de los otros STRs se muestran en la tabla 7 por individuo. Solo DYS392
presenté diferencias entre los individuos, obteniendo 14 y 16 repeticiones. El bajo
nimero de la muestra analizada y la escasa variacién entre los individuos no permite
un andlisis mas extendido de estos datos, aunque enfatizan la baja variabilidad
previamente observada con mtDNA,

Tabla 7: Resultados STR en cromosoma Y.

Individuo Muestra DYS391 DYS392 DYS393
IPKO5 Kawéskar 10 16 13
IPK08 Kawéskar 10 16 13
IPK09 Kawéskar 10 14 13
IPK10 Kawéskar NA NA 13
IPK13 Kawéskar 10 16 13
IPYD4 Yamana 10 14 13
IPY10 Yamana 10 16 13

MG30a Yamana 10 16 13

NA: No amplifica.
Avances en secuenciaciéon genémica

En el curso de esta tesis, se realizé una pasantfa en el centro de Geogenética,
Universidad de Copenhagen (Dinamarca) bajo la tutela de la Dra. Paula Campos y Dr.
Eske Willerslev, y gracias al financiamiento otorgado por Vicerrectorfa de Asuntos
Académicos, Departamento de Posgrado y Postitulo. Durante esta estadia se
aprendieron diversas técnicas para la preparacidn de librerias gendmicas en aDNA,
aplicando estas técnicas en 6 muestras de las mismas etnias analizadas en esta tesis
(detalle en Tabla 1 de Material Suplementario). La evaluacién preliminar de estas
librerfas ha permitido obtener informacién gendmica de 5 individuos (3 Kawéskar y 2
Yamana}, para los cuales se evalué el porcentaje de DNA endégeno, estimado a partir
del porcentaje de reads que mapean en el genoma humanc de referencia, el que
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fluctiia entre 70% y 1.6%. En las librerias con menor porcentaje endégeno se realizé
una captura positiva de genoma completo, obteniendo un incremento de 4 hasta 10
veces. Un total de cuatro muestras, dos de cada etnia, serdn secuenciadas en
plataforma Illumina procurando una profundidad de 5x por individuo. La secuenciacién
de estos individuos serd posible a través del proyecto CONICYT-NSF “Genomic
investigation of the human biodiversity in the pre-Columbian and contemporary Chilean
Patagonia” dirigido por el Dr. Ricardo Verdugo.
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DISCUSION

En términos generales, los resultados dan cuenta de la buena preservacién del
DNA en las muestras, permitiendo el anélisis de aproximadamente el 90% de ellas,
Ademas, la consistencia entre réplicas a nivel de haplogrupos mitocondriales permite
dar cuenta de la autenticidad de los resultados. Como es habitual en estudios de DNA
antiguo, se observa una importante diferencia entre los resultados de mtDNA vy
cromosoma-Y, siendo posible caracterizar los linajes mitocondriales en 94% de las
muestras, mientras que un 64% de los individuos masculinos fueron caracterizados
para cromosoma-Y. Este resultado enfatiza las ventajas de trabajar con DNA
mitocondrial en restos antiguos por sobre otros marcadores, dada la mayor
probabilidad de obtener resultados positivos en la implementacién de andlisis
moleculares tradicionales. Tanto los linajes encontrados en DNA mitocondrial como en
cromosoma Y son consistentes con lo esperado en poblaciones nativas americanas, sin
encontrar en este tltimo marcador evidencias de linajes europeos. Contrario a lo que
podria esperarse de grupos tardios, potencialmente mestizados con peblaciéon europea,
los individuos masculinos que pudieron ser caracterizados presentaron sélo el linaje Q-
M3 (o Qla2alal). La probabilidad de encontrar linajes europeos era mayor en
cromosoma Y dado el mestizaje desigual descrito en América, ocurride principalmente
entre poblacion nativa femenina y poblacion europea masculina (revisado en Salzano y
Sans, 2014).

La identificacion sélo de linajes mitocondriales C y D en ambos grupos confirma
lo observado en otros trabajos, en donde se sugiere una disminucidn importante de la
diversidad en las poblaciones del extremo sur de Sudamérica principalmente en grupos
cazadores recolectores canoeros, aunque individuos Selk'nam y Tehuelches antiguos
también muestran esta tendencia (Lalueza et af, 1997; Garcia-Bour et al, 2004; Moraga
et al, 2000; 2010). En la figura 15 se muestra un grafico con los porcentajes de Cy D
relevados en otros trabajos, en donde se enfatiza no sélo la ausencia de linajes Ay B
en Kawéskar y Yamana (a excepcién de un individuo Kawéskar actual), sino también la
diferencia en las frecuencias de C y D entre ambas etnias. La consistencia de estos
datos sugiere fuertemente que los resultados obtenidos no son el resultade de un

sesgo en el muestreo, sino mas bien una caracteristica propia de los grupos analizados.




Y-modermno
Y-Garcia-Bour
Y-Lalueza

Y-tesis mD

mC

K-modemo A

K-Garcia-Bour

K-Lalueza

K-tesis

o
5
8
5
:
3
8

Figura 15: Porcentaje de haplogrupos en distintas muestras de Kawéskar (K) y
Yamana (Y). En el trabajo realizado por Lalueza y colaboradores (1997) sélo se cuenta con la
caracterizacién de macro-haplogrupos (C y D) en un total de 30 individuos, mientras que en
Garcia-Bour et a/ (2004) se presentan los resultados sélo para la region hipervariable 1 (16156-
16362) en 17 individuos. Los datos de Kawéskar y YAmana moderno fueron obtenidos en Moraga
et al, 2000 y 2010.

En el caso de las muestras actual y antiguas de Kawéskar se observa
consistentemente una mayor proporcion de linajes D de Kawéskar, situacion de que
ocurre en Yamana con el linaje C. Esta situacion se refleja también en los resultados del
test de diferenciacion poblacional que indican diferencias significativas entre Yamana

actual y aYamana.

La disminucién de diversidad genética inferida a partir de linajes mitocondriales
ha sido atribuida mayoritariamente al cuello de botella inicial durante el poblamiento
del 4rea (Lalueza et al, 1997; Raff et al, 2011). Sin embargo, individuos tempranos
(pre-4500 AP) o cazadores recolectores terrestres continentales han sido previamente
identificados como B, aunque en baja frecuencia (Moraga et a/, 2010). En este sentido,
la disminucién de diversidad en los grupos cazadores recolectores canoeros podria
estar asociada a eventos de deriva en tiempos posteriores al poblamiento inicial,
asociados al modo de vida o tamafos poblacionales de estos grupos. Aun cuando no se
cuenta con célculos precisos del tamafio de estas poblaciones previo al contacto o en
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tiempos Inmediatamente posteriores, en general se han estimado tamaros
poblacionales bajos considerando la extensién de territorio y asociados a dos lineas de
evidencia: modo de subsistencia y avistamientos por parte de navegantes europeos.
Los modos de subsistencia condicionan en gran medida la organizacidon espacial de Ias
poblaciones, particularmente en grupos cazadores recolectores (Borrero y Barberena,
2006}, La continua busqueda de recursos y estacionalidad de algunos de ellos requiere
de una extension de territorio de explotacién mayor que el esperable en grupos
sedentarios o semi-sedentarios, sugiriendo entonces tamafios poblacionales
relativamente pequefios en relacién al area geografica (Gusinde, 1986 [1937], 1951;
Borrero, 2001). Considerando ambas lineas de evidencia, se estimé un nimero de
individuos no superior a 5,000 para Kawéskar y 3,000 para Yamana en los inicios del
contacto europeo, mientras que hacia mediados del siglo XX se registraban cerca de
250 y 50 individuos respectivamente (Gusinde, 1986 [1937], 1991 [1974]); Martinic,
1989). Las consecuencias de esta importante y rapida disminucién de las poblaciones
mayoritariamente atribuido al contacto con poblaciones europeas, podria estar
reflejado en los resultados de este trabajo, considerando que para gran parte de las
muestras analizadas se ha inferido una data histérica. Sélo se cuenta con fechados en
6 individuos, cuyo rango es de 250:+30 AP a 2000 AP.

A nivel de secuencias, los {ndices de diversidad molecular estdndar también
reflejan una baja diversidad obteniendo valores menores en aKawéskar y a¥Yamana en
relacién a otras etnias a lo large de Chile. En el caso de diversidad haplotipica, se
observaron valores de 0.886 y 0.838 en aKawéskar y aYamana respectivamente. Por su
parte, las muestras actuales de Kawéskar y Yamana presentan valores de diversidad
haplotipica de 0.897 y 0.814 respectivamente, mientras que el rango en las otras
poblaciocnes nativas varia de 0.9 (Pehuenche) a 0.993 (Aymara). Lo mismo ocurre con el
premedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (k}), en donde
aKawéskar presenta un valor de 4,59 y a¥amana de 3.824, En las muestras actuales,
Kawéskar y Yamana presentan valores de 9.462 y 6.819, mientras que el rango
obtenido en las otras poblaciones es de 6.581 (Pehuenche) y 12.677 (Atacamefio).

Pese a la identificacidon de sélo dos haplogrupos mitocondriales en las muestras
analizadas, se obtuvieron diferencias significativas entre aKawéskar y aYamana (test
exacto de diferenciacién poblacional, p-valor < 0.001), las que pueden ser explicadas
por el evidente sesgo en la frecuencia de estos haplogrupos, alcanzando D una
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frecuencia cercana al 85% en Kaweéskar, mientras que en Yamana se observa una
frecuencia de C cercana al 90%. Ademas, el valor de Fst entre estas dos muestras fue
de 0.12876 (p-valor > 0.001), dando cuenta de una moderada diferenciacién entre
ambas muestras y siendo uno de los valores de Fst mas altos en la matriz, junto con
aKawéskarYamana actual (0.13517, p-valor = 0.00109 = 0.0004) y aYamana-Kawéskar
actual (0.11677, p-valor = 0.00198 + 0.0004). En comparacién con otros grupos
nativos, las muestras analizadas presentan diferencias significativas (test exacto de
diferenciacion poblacional, p-valores menores a 0.01), a excepcion de aKawéskar y
Kawéskar actual, entre quienes ademas se observa un bajo valor de Fst (0.05097),
aunque este valor es no significativo. Por el contrario, las muestras de aYamana vy
Yamana actual presentan diferencias significativas (p-valor = 0.01783 = 0.0026) y un
valor de Fst de 0.08086 (p = 0.0196 + 0.0014).

Considerando las distancias geograficas entre muestras, la matriz de Fst
obtenida no se ajusta exactamente a los esperado, en donde las muestras del norte
debiesen presentar una mayor diferenciacién genética respecto a las muestras del sur,
observandose un gradiente latitudinal. Este fendmeno podria explicarse principalmente
por el tipo de datos analizados (secuencias), considerando que la presencia de sitios
homoplasicos en todos los haplogrupos subestima su diferenciacién, mientras que
sitios que definen ciertos sub-haplogrupos dentro de un mismo linaje podrian
sobreestimar la diferenciacion entre muestras (D1g y D4h3 por ejemplo). Considerando
esta situacién, se generd una nueva mairiz de Fst, esta vez a partir de las frecuencias
de 8 haplogrupos: A2, B2, B2i2, C1, C1bl3, D1, Dlg y D4h3. La asignacion a cada
haplogrupo se realizé considerando las mutaciones caracteristicas en comparacion a la
referencia rCRS (Andrews et af, 1999). Estas 8 categorfas representan el mayor nivel de
resolucién que se puede alcanzar considerando los rangos de lectura en las muestras
antiguas. El resultado de este matriz se grafica en la figura 16 y los valores son
sefialados en la tabla 4 de Material Suplementario. En este caso, los valores obtenidos
se ajustan mejor al gradiente de diferenciacién esperado en relacidn a las distancias
geograficas, aunque se advierte una sobreestimaciéon de la diferenciacién entre
muestras, obteniendo valores de Fst muy altos cercanos a 0.5. Pese a ello, ¥y en
relacion a las muestras antiguas de Kawéskar y Yamana, los resultados son
concordantes con lo observado anteriormente.
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Figura 16: Matriz de Fst obtenida a partir de frecuencias. En * se indican los valores de
Fst no significativos.

En relacién a cromosoma Y, los 9 individuos analizados son parte del mismo
haplogrupo Q-M3 (Qla2alal) y sélo se observaron diferencias en un STR (DYS392(14)
y (16)), cuya variacién no esta asociada a uno u otro grupo. Trabajos anteriores en
aDNA de grupos extintos de Patagonia y Tierra del Fuego solo permiten comparar
DYS393, el que presenta DYS393(13) en dos individuos Tehuelches (Garcia-Bour et al,
2004). Una revision de marcadores uniparentales en 29 grupos indigenas de
Sudamérica, sefiala una frecuencia de DYS391(10) cercana al 80% (N=512),
DYS392(14) de 51%, DYS392(16) de 10% (N=535) y DYS393(13) de 67% (N=584). Aun
cuando el cono sur de Sudamérica esta escasamente representado en esta revision
(Bisso-Machado et al, 2012), se observa que los individuos analizados en este trabajo
presentan las variantes mas frecuentes en Sudamérica, a excepcion de DYS392(16)

que fue identificado en 5 de las 7 muestras.
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A nivel de sub-haplogrupos mitocondriales, no se observan diferencias
importantes entre ambas etnias, méas alld del sesgo ya descrito. En el caso de
Kawéskar llama particularmente la atencion la alta frecuencia del linaje D4h3a5,
incluyendo una variante no descrita en la literatura e identificada en 4 individuos,
caracterizada por las transiciones G16213A y T16271C. Dos individuos con esta
variante provienen del mismo sitio y corresponden a sub-adultos de aproximadamente
7 afios de edad, uno masculino y otro femeninc (nimero 4 en Figura 8), mientras que
los otros dos individuos (masculino y femenino) provienen de distintos sitios proximos a
Puerto Edén (nimeros 1 y 3 en Figura 8). Los dos individuos masculinos con este linaje,
presentan las mismas variantes de STR caracterizada por DYS391(10)-DYS$392(16)-
DYS393(13). La representacién de este linaje D4h3a5+16213A+16271C sélo en
individuos de distribucién norte resulta interesante en relacion a lo descrito
etnogréficamente sobre la estructuracién de la etnia en 3 grupos principales:
meridional, central y septentrional. La separacién de estos grupos es hésicamente
geogréafica, dada la presencia de canales principales de dificil navegacidn, y que se
describid en relacion a particularidades dialectales entre ellos {(Gusinde, 1991 [1974];).

La muestra de Kawéskar actual también presenta una alta frecuencia del linaje
D4h3a5, el que alcanza un 46.2%. El segundo grupo nativo que presenta una alta
frecuencia de este linaje es Tehuelche, con un 27.6%. Sin embargo, tal como se
observa en el network (Figura 14), los individuos Tehuelches se caracterizan por la
mutacion C16301T, ausente en ambas muestras de Kawéskar, En este ultimo grupo, se
observa en 6 individuos actuales y dos antiguos la transicion T16311C, ademas de [a
variante ya mencionada (D4h3a5+16213+16271). La presencia de D4h3a5 en alta
frecuencia también ha sido observada en Cheno, etnia canoera distribuida desde el sur
de Chiloé al Golfo de Penas vy extinta desde el siglo XV1li, cuya frecuencia alcanza casi
un 30% (Moraga com.pers). En un contexto continental, el linaje estd presente a lo
largo de todo el continente, aunque en frecuencias cercanas al 1.5% (Kemp ef a/, 2007;
Cui et al, 2013). Su temprana presencia en sitios de Norteamérica (OYKC, Alaska,
fechado en ~10,300 AP y un sitic en la costa norte de British Columbia, Canada,
fechado en ~6,000 AP) junto a su ausencia en Asia a excepcidn de un individuo, han
permitido postular que corresponde a un linaje fundador en Ameérica, asociado
probablemente a una ruta costera répida. Esto dltimo es inferido a partir de la
presencia del linaje a lo largo de toda América, generalmente en proximidad a la costa
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Pacifica, sumado a su aumento de frecuencia en el cono sur (Tamm et a/, 2007; Perego
et al, 2009). Otra variante del haplogrupo D que cabe destacar es D1g, el que presenta
una distribucién geografica restringida al sur de Sudamérica, siendo posiblemente un
linaje fundador en esta zona (Bodner et a/, 2012). En el caso particular de aKawéskar,
un sdlo individuo presenta esta varlante, en conjunto con las sustituciones T195C,
C16189T y T16209C. Esta variante también esta presente en individuos nativos
actuales del centro-sur como se observa en la figura 14 (Network D) , aunque en baja
frecuencia. Sin embargo, la variante resulta particularmente interesante en relacién a
otro contexto antiguo de Patagonia localizado en el Lago Salitroso, regién
posteriormente asociada a la etnia Tehuelche (Provincia de Santa Cruz, Argentina). El
sitio presenta entierros en chenques fechados entre 1200 y 300 Cal. AP y en nichos o
bajo bloque fechados entre 2750 y 2250 Cal. AP {Tessone et a/, 2005). De un total de
15 muestras para las cuales se obtuvieron secuencias de mtDNA, 5 individuos,
provenientes de ambos tipos de entlerros, presentan la  variante
D1g+T195C+C16189T+T16209C (M. Moraga, com. pers.). Por su parte, sélo a partir de
un fragmento de HV1, 2 individuos Tehuelches, 1 Kawéskar y 1 Yamana analizados en
Garcia-Bour y colaboradores (2004), podrian asociarse a este sub-linaje. La profundidad
temporal de esta variante y los limites de su distribucion geogréfica no son posibles de
precisar en este trabajo, aunque se sugiere una concentracién en ¢l érea de Patagonia.

En los individuos Yamana, se observaron diferencias significativas entre las
muestras modernas y antiguas, presentando Yamana actual una mayor frecuencia de
D. Sin embargo, a nivel de sub-haplogrupos se observa en los networks (Figura 13 y 14)
que ambas muestras comparten linajes similares. £n el caso de C, a¥Amana es parte
del haplogrupo central o derivados de este, junto con Yamana actual, como es el caso
de los individuos que comparten las variantes 16291-195, En el caso del haplogrupo D,
de los dos individuos a¥amana identificados, uno es D4h3a5 y el otro D1g. Este tltimo
presenta las variaciones 16189-16286-16086 observadas sélo en Ydmana actual. Esta
situacion sugiere cierto nivel de continuidad entre ambas muestras, pese a que a nivel
global presentan diferencias significativas.

La matriz de Fst también fue utilizada para construir un dendrograma Neighbor-
joining, en donde se puede observar la agrupacién de las muestras del norte (Aymara-
Atacamefio) versus las del sur (Huilliche-Pehuenche-MapucheChi-MapucheArg-
Tehuelche), mientras que las muestras pertenecientes a Kawéskar {actual y antiguo) y
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Yamana (actual y antiguo} se encuentran separadas y no conforman un sélo cluster
como podrfa esperarse segin su proximidad geogréafica. Junto con ello, el test de
AMOVA realizado tanto con las agrupaciones geogréaficas a priori como a partir de los
resultados de SAMOVA, sugieren un bajo nivel de estructuracién de las muestras
principalmente en el exiremo sur, siendo sobre el 90% de la variacién explicada por
diferencias intra-muestras. En particular, el analisis de SAMOVA sugiere que el mayor
valor de Fct se obtiene con un nimero de grupos igual a 8, donde las 4 muestras de
Patagonia (actuales y antiguas) se encuentran separadas, resultado que es
concordante con la diferenciacién entre ambos grupos. Un segundo dendrograma
Neighbor-joining se realizé con la matriz de Fst obtenida a partir de frecuencias, segtn
lo discutido anteriormente (figura 17). En este dendrograma se mantienen las mismas
agrupaciones sugeridas anteriormente, aunque se refleja la mayor distancia entre las
muestras del norte (Aymara y Atacamefio} con las del sur y extremo sur. A su vez, se
acentta la diferenciacién de la muestra de YAmana antiguo.

A Aymara
! Atacameno
Huilliche
Pehuenche
Mapuche ARG
Mapuche CHL
Tehuelche
| Kaweskar
L aKaweskar
Yamana
aYamana
005

Figura 17: Dendrograma Neibargh-joining a partir de matriz de Fst. La matriz de Fst fue
calculada en el programa Arlequin v3.5 (Excoffier et al, 2005; Excoffier y Lischer, 2010) a partir
de las frecuencias de haplogrupos. Esta matriz fue exportada al programa MEGA v6 (Tamura et
al, 2013) en donde se realizb el dendrograma.

Los resultados de este trabajo sugieren una diferenciacién importante de ambos
grupos, en concordancia con lo descrito etnograficamente para estas etnias. En
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términos de su cultura material, presentan elementos comunes relacionados a sus
modos de subsistencia (cazadores recolectores marinos), mientras que en términos
lingliisticos se reconoce que ambos lenguajes tienen un origen comtin, pero que no
eran mutuamente comprensibles. La divergencia de estos lenguajes, asl como la
presencia de dialectos al interior de cada etnia, han sido asociadas a variables
geograficas que limitaron el contacto entre grupos (Gusinde, 1986 [1937], 1991 [1974];
Barcelo et al, 2011), situacién que también podria explicar la diferenciacion genética

inferida a partir de linajes mitocondriales.




CONCLUSION

El objetivo principal de este trabajo era contribuir a la historia local de Patagonia
y Tierra del Fuego a partir del estudic de linajes uniparentales en restos dseos antiguos
asociados a dos etnias cazadores recolectoras canoceras, Kawéskar y Yamana. En los
resultados obtenides destaca en primera instancia el alto porcentaje de muestras para
las cuales se obtuvieron datos de mtDNA y cromosoma Y, dando cuenta de las buenas
condiciones de preservacion del DNA en el area geografica.

Consistente con [o esperado para grupos nativos americanos del extremos sur y
en concordancia con otros estudios del area, solo fueron encontrados linajes Cy D en
[as muestras estudiadas. Respecto a cromosoma-Y, aun cuando un reducide nimero de
muestras logré ser analizado, no se identificaron eventos de mestizaje, siendo todos los
individuos parte del linaje nativo americanoc QlaZalal o Q-M3.

Respecto a los linajes maternos, los andlisis sugieren una importante
diferenciacién entre los grupos Kawéskar y Yamana, principalmente en base a la
proporcion de linajes mitocondriales D y C. Mientras Kawéskar presenta una alta
frecuencia del haplogrupo D (84.6%]), particularmente D4h3a5, el haplogrupo Cl en
Yamana alcanza una frecuencia cercana al 90%. En cromosoma-Y, los resultados de
este marcador no fueron lo suficientemente informativos en términos de variabilidad
entre los grupos, siendo necesarlo explorar nuevas variantes dentro de estos linajes.
Sin embargo, se sugiere una baja variabilidad en los linajes paternos en la zona. En
relacién a la hipdtesis planteada en este trabajo, es posible reconocer diferencias
significativas entre ambos grupos a partir de los linajes uniparentales maternos,
situacion que es consistente con la diferenciacién lingiiistica y geografica de las etnias
descrita en la literatura.

En comparacion con grupos nativos actuales del extremo sur y otras areas de
Chile y Argentina, se observa cierto nivel de continuidad dentro de Jos grupos Kawéskar
vy Yamana, en base a la presencia de haplogrupos exclusivos compartidos dentro de
cada etnia. En el caso especifico de Kawéskar, las diferencias entre la muestra actual y
antigua fueron no significativas, mientras que en Yamana fueron significativas, pero
ambas muestras comparten sub-linajes mitocondriales.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla MS1: Detalle de muestras

Cdédigo |Informacidn Ubicacidn (coordenadas) | mtDNA (Sexo |CromY |Notas
Museo
IPO1 (K) {lslote Tesner [(Isla|53°49%60" S 70°24'0" W D4h3as [FEM - 2000 AP
Dawson) Analisis gendmico
IPO3 (K) |ENGLEFIELD (54891)|53°5'26" S 71°55'00" W Cc1 - - Moraga et af, 2010
IP04 (K} [CUEVA DE LA CRUZ|50°19'958" S D4h3 - - Moraga et al, 2010
(D379) 75°22'893" W
P10 (K) |CANAL MAULE-1|53°29'57" 5 73°45'28"W |D4h3 - - Moraga et a/, 2010
{58272)
{PKD1 Pto Natales!49°8'0" S 74°25'0" W Dl - - Réplica EEUU: D
Caverna-1 50107
IPKO2 Canal Abra 55884 53°22'60" S 73°23'0" W C? - - Réplica EEUU: -
IPKD3 Rey Felipe 49076 53°38'00" S 70°54'00" W |Dig - - Réplica EEUU: -
IPK04 Ponsonby 54889 52°40'S 71°30'W - - - Réplica EEUU: -
IPKO5 Cueva Estrecho | 50°00'00" S 75°00'00" W {D4h3a5 |MASC |Q-M3
Trinidad 33832 en
caja canales norte
33830
IPKO6 Cueva Estrecho | 50°00'00" S 75°00°'00" W D4h3a5 |FEM -
Trinidad 33834 en
caja canales horte
33830
IPKO7 Canal Messter sector | 47°49'S 74°46'W P4h3a5 |FEM -
2 49077
IPK08 Pto Natales | 49°8'0" § 74°25'0" W D4h3a5 |MASC |Q-M3 Andlisis gendmico
Caverna-3 50109
{PK0O9 Cueva Estrecho | 50°00'00"S 75°00'00"W D4h3a5 |MASC |Q-M3
Trinidad 33833 en
caja canales norte
33830
IPK10 Isla Riesco {(estancia|52°42'10"5 72°12'7"W D4h3a5 {MASC 1Q-M3
lola) 54890
IPK11 Bahia Chilota{ 53°18' S 70°26' W Dlg FEM -
(Porvenir) 73722

69




IPK12 Punta Santa Maria|53°21'0" S 70°58'0" W Cci FEM - 900 AP,
77753 Andlisls gendmicos.
IPK13 Yekchal 89013 |49° 8'23.48" S D4h3a5 { MASC [Q-M3 1300 AP
Puerto Edén 74°27'7.26" W Analisis gendmicos.
1PY01 Puerto Williams | 54°56'00" $ 67°37'00"W |C1 MASC |- Réplica EEUV: C
12490
IPYD2 Isla Navarine 27007 |54°55'0" S 67°45'0" W Ci FEM - Réplica EEUU: -
[PY03 Puerto Luisa 6790 54°56'00" S, 67°37'00"W [C1 FEM - Réplica EEUU: -
IPYO4  |Isla Navarino 850  |55°04'5"567°40'0"W  [C1 MASC |Q-M3
{PY05 Isla Navarino 1863 [ 55°04'5"S 67°40'0"W Cl1 MASC |[Q-M3
IPY06 Isla Navarino Lauta|54°55'42" S 67°38'45" W [C1 FEM -
-2 288
IPYQ7 Isla Navarino (seno|55°13'24.10"S Ccl FEM -
Grandj) 6796 67°48'49.65" W
1PY0OB Canasaca Hoste{55°15' S 69°01' W - - - Sélo andlisis gendmica,
6788
IFY09 Isla Navarinc 849 55°04'5" 5 67°40'0" W Ci FEM -
IPY10 Puarto Williams | 54°56'00" 5 67°37'00" W | C1 MASC |Q-M3 |Anélisis gendmice.
12489
MG14 OHO14-Santa Rosa,|54°54'0,80" S D4h3ab | FEM -
Isla Navarino 68°9'29.03" W
MG15 QHO015-Caleta 54°56'57.23" 5 Cl FEM -
Eugenia, Km 22 67°14'35.50" W
MG22 OHO022-Isla Mascart {55°08'01" S 68°26'48" W |C1 MASC |- Réplica EEUU: C
MG23 OHO023-Wulala 55°3'38.02" S Cl FEM -
68°9'11.08" W
MG30a OH30a-b Rio{55°10'8.47" S Cl MASC [ Q-M3
MG30b Douglas 68°7'17.31" W Dig FEM A
MG-Otras | OH04 55°04'5" S 67°40°0" W c1 MASC |- Réplica EEUU: €
OH10 Isla Navarino 1 FEM |- Réplica EEUU: C
OH11 Cc? - - Réplica EEUU: C
OH21 Cl MASC |- Réplica EEUU: C

FEM=femenino; MASC=masculino. El - indica que no se obtuvo informacidén en esa categorfa.
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