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V. Resumen

“Analisis exploratorio de linajes mitocondriales amerindios de un conjunto de
individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche”

Desde antes del contacto con los europeos, en el actual territorio del Estado de Chile han
convivido diferentes etnias originarias descendientes de los primeros habitantes del
continente. En la zona central del pais, se identifica a los Pikunche, un pueblo agroalfarero
gue originalmente ocupaba una vasta porcion de este territorio. Algunos autores plantean
gue a la llegada de los espafioles y tras largos afios de conflictos y enfrentamientos, una
parte de los Pikunche migraron hacia el sur, mientras que la parte restante fue agrupada en
reducciones indigenas llamadas Pueblos de Indios y sometida al sistema de encomiendas,
lo que provoco una aculturacion forzosa. Estos fenébmenos contribuyeron a la invisibilizacion
del componente Pikunche presente en la poblacién de la zona central del pais y motivaron
probablemente que el Estado de Chile no los reconociera dentro de las etnias indigenas de
Chile al dictarse la ley indigena en 1993.

El DNA mitocondrial es uno de los marcadores uniparentales mas importantes en el estudio
de poblaciones humanas. Debido a su forma de herencia, la ausencia de recombinacion y
su alta tasa de mutacion, resulta un muy buen marcador para el seguimiento de linajes
maternos a través de las generaciones. El estudio de haplogrupos mitocondriales en
poblaciones antiguas y actuales de América, ha ayudado a proporcionar nuevas
perspectivas sobre el origen e historia de los primeros pobladores del continente, asi como

de los procesos de diferenciacion poblacional al interior de Sudamérica.

En esta memoria se analizaron los haplogrupos mitocondriales de un grupo de 109
individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche, distribuidos entre las regiones de
Coquimbo y el Maule. Los resultados arrojaron que el 89% de los individuos presentan un
linaje mitocondrial amerindio, siendo la mayoria linajes restringidos al Cono Sur de
Sudamérica: Entre ellos destacan B2i2 (19,3%), C1b13 (18,3%) y D1g (22,9%). Al comparar
al grupo en estudio con poblaciones de referencia nativas y mestizas del pais, resulta
evidente que Pikunche comparte haplogrupos y posee frecuencias semejantes a las de
Mapuche, Pehuenche y Huilliche, asi como a las de poblaciones mestizas de la zona centro-
sur de Chile. Sin embargo, al subdividirlos en base al lugar de residencia de la madre, las
subpoblaciones resultantes presentan una distribucion de linajes similar a las poblaciones
mestizas de la region de donde provienen las muestras, lo que sugiere que los individuos

no constituyen necesariamente una entidad poblacional Unica.
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Los linajes mitocondriales y las frecuencias determinadas en esta memoria constituyen un
aporte al conocimiento de las poblaciones originarias y mestizas de Chile central, sin
necesariamente confirmar o cuestionar la identidad de los individuos que basados en su

origen ancestral o su adscripcién cultural se consideran parte del pueblo Pikunche.



Vi. Abstract

“Amerindian mitocondrial linages’ exploratory analysis of a group of individuals
who seld-ascribe to Pikunche people”

Different indigenous ethnicities, descendants of the continent's first inhabitants, coexisted in
the current territory of the State of Chile before the contact with Europeans. In the central
zone of the country, Pikunche are identified as an agro-potter people who originally occupied
a vast portion of this territory. Some authors suggest that upon the arrival of the Spanish
and after long years of conflicts and confrontations, a part of Pikunche migrated south, while
the remaining part was grouped into indigenous reductions called "Pueblos de Indios" and
subjected to the “encomienda” system, leading to forced acculturation. These phenomena
contributed to the invisibility of the Pikunche component in the population of the central zone
of the country and probably motivated the State of Chile not to recognize them as indigenous
ethnicities of Chile when the indigenous law was enacted in 1993.

Mitochondrial DNA is one of the most important uniparental markers in the study of human
populations. Due to its mode of inheritance, absence of recombination, and high mutation
rate, it is a very good marker for tracking maternal lineages through generations. The study
of mitochondrial haplogroups in ancient and current populations of the Americas has helped
provide new perspectives on the origin and history of the continent's first inhabitants, as well
as on the processes of population differentiation within South America.

This study analyzed the mitochondrial haplogroups of a group of 109 individuals who self-
identify as Pikunche, distributed between the Cogquimbo and Maule regions. The results
showed that 89% of the individuals exhibit an Amerindian mitochondrial lineage, with the
majority having lineages restricted to the Southern Cone of South America. Notable among
them are B2i2 (19.3%), C1b13 (18.3%), and D1g (22.9%). When comparing the study group
with native and mestizo reference populations in the country, it’s evident that Pikunche
shares haplogroups and has similar frequencies to Mapuche, Pehuenche, Huilliche, as well
as mestizo populations in the Central-Southern region of Chile. However, when subdividing
them based on the mother's place of residence, the resulting subpopulations show a lineage
distribution similar to mestizo populations from the region where the samples come from,

suggesting that individuals do not necessarily constitute a unique population entity.

Mitochondrial lineages and frequencies determined in this study contribute to the knowledge
of the indigenous and mestizo populations of central Chile, without necessarily confirming
or questioning the identity of individuals who, based on their ancestral origin or cultural

affiliation, consider themselves part of the Pikunche people.



Vii. Pichilkaelchi killka

“Lelilelituelchi Aiuke kiinga ylka fii nieetew pu che kiipalungiin tayno pu Pikunche

mo".
Pu wingka fii akuponom ula, vachi mapu mo, Chile mapu fii pietew pu wingka, kuyvi kiitu
mullewuyeyngiin walte anim pu tavche, llitu pu che kiupalungiin. Pikun mapu mo mingenke
ngewuyeyngin pu Pikunche, widlivoe ngelungin, Kketavoe ngelungiin kay,
ngenpikunmapuvulungiin kay. Udaf pu nidtamvoe veypikeyngin: Akulungiin pu wingka,
dew avlu ula weychan kay, udafi tayno pu Pikunche fAullingtin willi mapu mo, welu fiullnoluchi
pu che tapumkinoeyew pichikaelchi mapu yika mo, Pueblos de Indios pikeel,
tavaykokiinoeyew eyechi tokilelchi diingu, Encomienda pikeel kay, vemngechi pu Pikunche
fii admongen, admapu kay apim-maeyew, pikeyngln. Vachi kiwin dingu yuka
kelluktloyngliin ta fi pevalnoam pu Pikunche Ai admongen, miullewpolu pu che mo
ngewpolungin Pikun mapu. Vemngechi Estado de Chile veypikey: Dew ngewpawelayngin

pu Pikunche, vey ta fii tokilelchi diingu mo, entuvilu 1993 tipantu mo, Ley Indigena pikeel.

mDNA kotii ngiinelkey ta ad kipan fiuke piile, no ngevalkey killkatuaviiim pu tavche. Ni
elungen mo, fi reyviilnon mo kay, vey ta Ai mu ylingeyekiiwmen mo kay, kotly lle may i
ad kiUpan ngen inapinoavilm kuyvi fuke kipan. Haplogrupo mitocondrial yuka i
killkatungen kuyvi pu tavche mo, ado mullewluchi pu tavche mo kay machi viikkafima mapu
mo, América pikeel, kimelkakulowyey llitu pu che fii tuwiin mo, fii nitam mo kay, chumngechi
fii yingekinowln mo kay Sudamérica pikeelchi mapu mo.

Vachi kiidaw mo lelilelitungey haplogrupo mitocondrial yiika fii nieetew 109 che, kiipalungin
tayno pu Pikunche mo, va mullewlungiin Coquimbo mapu kitu, Maule mapu kitu. Vachi
kiidaw veypi: 89% ngeluchi pu che nieyngiin mitocondrial kiipan tuwlu América mo, yod
altllewluchi kiipan tuwingiin Cono Sur pikeelchi mapu mo, willi América mo: Mi kiipan yika
ta B2i2 (19,3%), C1b13 (18,3%) kay, D1g (22,9%) kay. Kintumingengeyum vachi kiidaw fii
kiipan yika mo, yingeluchi kiipan yika mo, reyvi mollviin ngelu ve, reyvi mollviin ngenolu
ve kay, pepi veypingey: Pikunche kiipan, Pewenche kiipan kay, Williche kiipan kay triiringlin
haplogrupo yuka mo, fii chunten ngen mo kay, vemngechi trari reyvi mollvin pu che
millewpolungiin Pikun mapu mo, Rangin mapu mo kay. Welu tapimngeyuim kiipan ytka
chew fii mullewmom pu fuke, veychi tapumelchi kipan yika udamkinongeyngin
chumngechi reyvi kipan yika udamkinongeyngun fii tuwin mo. Va veypiavuy: Veychi pu

Pikunche kifledke mollvin ngelayavuyngun.
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1. Introduccioén
Tras la salida de Africa, unos noventa mil afos atrds, los humanos modernos se

expandieron, avanzando a través de Asia y Europa hasta ocupar los cinco continentes,
siendo América el Ultimo territorio en ser poblado, lo que marcaria el fin del proceso de
expansion fuera de Africa (Skoglund & Reich, 2016). Durante este periodo, las distintas
poblaciones de Homo sapiens modernos experimentaron diversos eventos que generaron
cambios en la estructura y fluctuaciones en el tamafio poblacional, debidos a migraciones,
el aislamiento geografico y el flujo genético diferencial entre las poblaciones. Por otra parte,
los nuevos ambientes que experimentaron los humanos modernos implicaron desafios
evolutivos importantes respecto a temperatura, humedad, radiacion solar y dieta, exposicion
a patégenos, entre otros. Esto, sumado a la tasa de mutaciéon genética y los eventos de
recombinacion, contribuyeron a la diversidad genética y fenotipica en y entre las diferentes
poblaciones (Herrera-Paz, 2013; Tishkoff & Verrelli, 2003).

Durante afios, estudios arqueolégicos han postulado que el poblamiento de América tuvo
lugar a finales del Pleistoceno, unos dieciocho mil afios atras, cuando las poblaciones
humanas situadas al noreste de Asia cruzaron a Norteamérica a través del Puente Terrestre
de Bering, que se encontraba expuesto durante el Ultimo Méaximo Glacial (Llamas et al.,
2016). Sin embargo, en ese momento América del Norte se encontraba cubierta por capas
de hielo, Cordillerana y Laurentide, bloqueando el acceso desde Beringia. No fue hasta
aproximadamente 17.000 afios atras, que la capa de hielo comenz6 a retroceder,
habilitando una posible ruta costera (Llamas et al., 2016; Taylor et al., 2014); mientras que,
una ruta alternativa a través de un corredor interno libre de hielo, no estuvo disponible hasta
la desglaciacién entre las dos capas de hielo, hace aproximadamente 11.500 afios antes

del presente (siendo el “presente” el afo 1950) (Mandryk et al., 2001).

Junto con la evidencia arqueolégica, los estudios genéticos de poblaciones indigenas
americanas proporcionan otras perspectivas sobre la historia y el origen de los primeros
pobladores de América. Hallazgos a partir de estudios realizados con diferentes
marcadores moleculares, como DNA genomico, DNA mitocondrial y cromosoma Y,
estimaron que los Nativos Americanos se separaron de las poblaciones de Siberia y del
Este asiatico, hace aproximadamente 25.000 + 1100 afos atras, y que en algin momento,
entre 22.000 y 18.000 afios atras, este linaje fundador se dividié entre Nativos Americanos
y Antiguos Beringianos (Moreno-Mayar et al., 2018; Raghavan et al., 2015; Waters, 2019).

Posteriormente, los Nativos Americanos se dividieron entre los Nativos Americanos del



Norte, y los Nativos Americanos del Sur, hace aproximadamente 17.000 a 14.600 afios

atrds (Moreno-Mayar et al., 2018).

1.1 Poblamiento de Sudamérica
El descubrimiento de sitios y artefactos Clovis, datados por radiocarbono entre 13.000 y

12.700 afos atras, hicieron que este fuese considerado el complejo arqueolégico mas
antiguo definido en América del Norte (Rasmussen et al., 2014). Sin embargo, durante las
dltimas décadas, investigaciones tanto en América del Norte como América del Sur,
revelaron hallazgos de ocupaciones mas antiguas, pre-Clovis, que ademas concuerdan con

el rango de estimaciones realizadas por andlisis genéticos (Prates et al., 2020).

Uno de los eventos mas controversiales para los arqueélogos norteamericanos del siglo XX
fueron los hallazgos arqueolégicos en Monte Verde, ubicado a 28 kilbmetros de la ciudad
de Puerto Montt, Chile, fechados entre 14.100-14.600 afios antes del presente, ain mas
antiguo que Clovis. Este descubrimiento favorecio la hipotesis de una entrada temprana a
Ameérica del Sur, por una ruta costera a lo largo del Océano Pacifico (De Saint Pierre, 2017;
Dillehay et al., 2015). Luego de Monte Verde, otros sitios arqueoldgicos tanto en América
del Norte como en América del Sur fueron datados pre-Clovis, apoyando también la
hipétesis previamente mencionada (De Saint Pierre, 2017). Asimismo, dataciones
arqueoldgicas en la Patagonia apoyan que esta fue poblada tempranamente, partiendo por
Monte Verde y Arroyo Seco 2 (14.100 afios antes del presente), siguiendo con el resto de
la Patagonia (12.900 afios antes del presente), y Tierra del Fuego (9.000 afios antes del
presente), cronologia que concuerda con analisis genéticos basados en los estudios de
linajes mitocondriales, que también han contribuido a la hipétesis de entrada a Sudamérica
pre-Clovis (De Saint Pierre, 2017; Bodner et al., 2012).



1.2 Chile central, imperio Inka y conquista europea
Estos primeros pobladores de América eran grupos de cazadores-recolectores que se

fueron expandiendo por el territorio, logrando ciertos niveles de domesticacion de los
recursos naturales, que permitieron la permanencia de estos grupos en el territorio. En el
tiempo, este proceso se traduciria en asentamientos humanos que, junto con procesos
complejos de transformacion social y diversificacion, dieron origen a lo que hoy conocemos

como pueblos indigenas que habitan el territorio geopolitico de Chile (Bengoa, 2000).

En los valles que comprenden la zona de Chile Central existian diversos desarrollos
culturales que convivian entre ellos y se caracterizaban por la fabricacién de alfareria y el
trabajo agricola (Merino, 2020; Sanhueza & Falabella, 2012). Estos debieron estar
organizadas en pequefios grupos familiares que se desplazaban libremente por el territorio,
sustentandose tanto de recursos animales como vegetales (Merino, 2020). Al ser una zona
intermedia, la poblacién de Chile central generd vinculaciones con grupos de los valles
nortinos y con la zona sur de Chile, ademas de grupos transandinos del noroeste y centro-
oeste de Argentina. Es mas, analisis de los disefios de las ceramicas evidencian los estilos
particulares de las diferentes culturas, como los contactos entre ellas y/o con otras, como
por ejemplo con los Inka (Merino, 2020; Bengoa, 2000).

A mediados del siglo XV, al norte de Chile existia un poderoso imperio, cuya capital se
encontraba establecida en Cuzco. Este imperio, conocido como el Imperio Inka, logro
extender sus dominios en una vasta porcion del continente Sudamericano. Chile no fue la
excepcion, y segun diferentes autores, la resistencia puesta por los nativos hizo que la
ocupacion del pais fuese un proceso lento y gradual, heterogéneo e incluso con diferentes
intensidades a nivel regional, lo cual origind diversas zonas de integracion que se
extendieron de norte a sur y probablemente de la costa a Los Andes (Solis LL, 1983). Al
cabo de afios los Inka habian dominado amplias regiones y establecido lazos cooperativos
y politicos con los grupos locales, desde lo que en la actualidad es el Norte de Chile, hasta
el limite definitivo de su conquista, que, segun algunos, habria sido el rio Maule o incluso el
rio Bio Bio. Asi, a la llegada de Diego de Almagro y Pedro de Valdivia, la Zona norte y
centro del Pais, se encontraba organizada y estructurada bajo este Imperio (Solis LL, 1983;
Bengoa, 2000).

Al llegar los espanoles al territorio chileno, lo hicieron acompafados de yanaconas, o “indios
amigos” del Cuzco, lo que facilitd notablemente la comunicacion con las poblaciones
locales, ya que, segun los cronistas, en el territorio que comprendia la zona norte y central

de Chile, habia algunos individuos que hablaban la lengua quechua. Segun lo descrito por
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Gerénimo de Bibar (Jeronimo de Vivar), una de las primeras resistencias con las que Pedro
de Valdivia y sus tropas se encontraron fue la medioambiental, ya que tuvieron que
enfrentarse a una zona desértica, carente de agua y vegetacion, en los Valle de Tarapaca
y Atacama. Dada la enorme ventaja que las armas de hierro y de fuego les daban a los
espafoles, la defensa indigena estuvo basada principalmente en ocultar sus alimentos,
para provocar una falla total de recursos a los invasores, seguido de series de ataques con
el fin de debilitar a los mismos. Esto no impidié que los espafioles siguieran avanzando,
aprovechando las disputas que existian o se iban generando entre las comunidades locales
(Vargas, 2011). Estos conflictos entre comunidades facilitaron a Valdivia la entrada a los
valles de Chile central, sin gran oposicién por parte de los indigenas, donde incluso algunos
grupos les entregaban alimentos a los espafioles, con el fin de establecer alianzas. Sin
embargo, autores mencionan que la tensién que surgié con los planes de colonizacion de
lo que hoy conocemos como Santiago, por parte de Valdivia, gener6 que estas
comunidades resolvieran sus diferencias y se unieran contra el enemigo comun de manera
estratégica. Pero, luego de las primeras derrotas, la resistencia generalizada se volvié mas
localizada y de pequefios grupos de caracter comunitario (Solis LL, 1985). En
consecuencia, en los primeros afios de la época colonial, cuando la poblacion hispana se
establecio de forma permanente en territorios de los valles de Chile Central y fundaron el
centro comercial y administrativo de la Ciudad de Santiago, los habitantes originarios fueron
agrupados en reducciones llamadas Pueblos de Indios, que originalmente eran territorios
ocupados naturalmente por los habitantes nativos, pero luego fueron paulatinamente
modificados por los encomenderos (Bengoa, 2004). Todo este proceso provocod la
aculturacion forzosa y, consecuentemente, un proceso de mezcla genética entre los
diversos grupos étnicos que habitaban el Valle Central en ese momento. Otros habitantes
se dispersaron, migrando hacia las tierras “libres de enemigos” en el sur. Hasta ese
entonces, los pueblos indigenas que habitaban la zona centro y centro/sur del pais eran los
Pikunche, Mapuche, Pehuenche y Huilliche, de los cuales la mayoria se conservan hasta
la actualidad. Otros autores plantean que algunos de estos grupos disminuyeron
significativamente con el tiempo e hipotetizan que pudieron desaparecer de los territorios
qgue ocupaban originalmente (Bengoa, 2000; Faron, 1960). Sin embargo, aln faltan estudios

de campo que permitan corroborar o desestimar dichas afirmaciones.



1.2.1 Pueblo Pikunche
El pueblo Pikunche o “gente del norte” en Dingun, era uno de los pueblos sedentarios que

habitaban en la zona central de Chile, ocupando el territorio entre el rio Limari (Actual region
de Coquimbo) y el rio Itata (Actual region de Nuble). Segun dicen los cronistas, su vasta
distribucion geogréfica, sumado al no tan numeroso tamafio poblacional y a los
asentamientos dispersos en pequefios grupos, pueden haber sido factores que les
impidieron oponer una gran resistencia frente a la llegada de los europeos, generando
incluso un intercambio y negociacién pacifica con ellos (Faron, 1960). Segun Bengoa, esto
permitié que tras varios afios de conflictos y guerrillas de diversa intensidad, buena parte
de los habitantes indigenas de esta zona migraran hacia el sur del pais, terminaran
confinados en reducciones llamadas Pueblos de Indios o se mezclaran con los espafioles
y criollos (Bengoa 2000). Hoy en dia, el Pueblo Pikunche, producto de los fendmenos de
mezcla genética, aculturacion e invisibilizacion durante la colonia y la republica, se presume
por parte del Estado de Chile como extinto y, por tanto, no cuenta con el reconocimiento de

este en la ley 19.253 ni en las modificaciones a ésta (Ley N°21.273).

1.3 DNA mitocondrial
Los marcadores uniparentales, como el DNA mitocondrial y el Cromosoma Y, han tenido

un rol protagénico en el estudio genético de las poblaciones humanas, proporcionando
nuevas perspectivas sobre el origen e historia de los primeros pobladores de América,
ademas de permitir estimaciones de divergencia y migracién de diferentes poblaciones a
través del tiempo (Berrios S, 2016; Arnaiz Villena et al., 2010; Bisso-Machado et al., 2012).

El genoma mitocondrial humano (Figura 1) es una molécula circular de doble hebra de
aproximadamente 16,6 kb que contiene solo 37 genes: 13 codifican para proteinas
necesarias para la fosforilacion oxidativa mitocondrial, 2 RNAs ribosomales y 22 RNAs de

transferencia (Gustafsson et al., 2016; Zou et al., 2020).

En el genoma mitocondrial, todos los genes carecen de intrones, sin embargo, existe una
Unica larga region no codificante, de aproximadamente 1200 pb, también conocida como
region control o Displacement loop, D-loop (Gustafsson et al., 2016). Dentro de esta region
se encuentran tres regiones o segmentos hipervariables (HVI, HVII y HVIII), que poseen
una tasa de mutacion diez veces mayor a la del DNA nuclear (Taanman, 1999),
posiblemente debido al dafio causado por los altos niveles de especies reactivas de

oxigeno, ROS, a los que esta expuesto, junto con su alta frecuencia de replicacion, en
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comparacion al DNA nuclear (Mattiazzi et al., 2004). En la regiéon control también se
encuentran los sitios de inicio de replicacion de la cadena ligera y pesada del mtDNA, y los
principales promotores para la transcripcién, por lo que es fundamental para la mantencion

y funcionamiento del genoma mitocondrial (Li et al., 2020).

1.3.1 Herencia materna
En mamiferos, las mitocondrias paternas se encuentran empaquetadas, en forma de hélice,

en la porcion media de los espermatozoides, estructura que une la cabeza con el flagelo
del mismo (Lehti & Sironen, 2017). Algunas de estas mitocondrias entran al ovocito durante
la fecundacion, para posteriormente ser eliminadas durante la embriogénesis temprana.
Proteinas de membrana mitocondrial presentes en los espermatozoides, son ubiquitinadas
previo a la fertilizacion y, una vez dentro del ovocito, estas mitocondrias paternas son
degradadas, mediante proteasoma y/o lisosomas (Punzi et al., 2018; Sato & Sato, 2013;
Sutovsky et al., 1999; Zou et al., 2020). Este proceso de degradacion activa permite que el
MtDNA sea heredado exclusivamente por via materna, otorgandole la caracteristica de

“Herencia materna”.

A diferencia del DNA nuclear, el mtDNA no sufre proceso de recombinacion, por lo que su
secuencia varia solo a través de la acumulacion de las mutaciones maternas, permitiendo
un seguimiento de linajes maternos a través de generaciones (Bisso-Machado & Fagundes,
2021).



Control region
.

Nucleotide ’ !
number 16024 16365 173 340 438 574

|
]

16,569 bp

Figura 1. DNA mitocondrial humano. En la figura se ve representado el mtDNA humano,
circular cerrado y de doble hebra, con los genes que codifica: rRNA (12S y 16S); CO:
subunidades citocromo C oxidasa; CYT b: citocromo b; ND: subunidades de NADH
deshidrogenasa, entre otros. Ademas, se sefialan los origenes de replicacion de la cadena
pesada y liviana (OH y OL), y los promotores de la transcripcion (PH y PL). En grande se
observa la region no codificante o D-loop, los 3 segmentos hipervariables (HVSI, Il 'y 1), y
posicion nucleotidica y los genes que lo delimitan (tRNApro y tRNAphe). Modificado de
Jobling, M. A., Hurles, M., & TylerSmith, C. (2004).

1.3.2 Estudio genético de poblaciones humanas
Las variaciones puntuales que ocurren con una frecuencia mayor al 1% en la poblacion, se

denominan polimorfismos. Los SNPs, del inglés single nucleotide polymorphisms, se
definen como una sustitucion de una base en una posicion especifica del genoma (Riva &

Kohane, 2002). Estas sustituciones pueden ser transiciones, es decir, sustitucion de una
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base pirimidica por otra pirimidica o una purica por otra purica, o transversiones, reemplazo
de una base purica por una pirimidica o vicerversa (Taanman, 1999). Las inserciones y
deleciones (indels) son variaciones que no se consideran formalmente como SNPs
(Brookes, 1999).

Los SNPs son utilizados para el estudio de los linajes maternos. El conjunto de dos 0 mas
SNPs a lo largo del mtDNA, que se transmiten por generaciones se conoce como haplotipo,
siendo los grupos monofiléticos de estos, es decir, aquellos que provienen de un ancestro
comun, los denominados Haplogrupos. El estudio de los haplogrupos mitocondriales ha
permitido avanzar en el entendimiento de la historia, el origen y migracion de diferentes

poblaciones, en términos de linajes maternos.

En los afios 90, grupos de investigadores revelaron que las poblaciones originarias de
América pertenecian a cuatro grandes Haplogrupos (0 macro Haplogrupos) distintos,
también conocidos como linajes fundadores: A, B, C y D, los cuales pueden ser definidos
en base a cambios especificos de ciertos nucleétidos en la secuencia del DNA mitocondrial
(Schurr et al.,, 1990; Torroni et al., 1993;) o del D-loop mitocondrial (Horai, 1994),
posteriormente denominados A2, B2, C1 y D1 (Achilli et al., 2008; Bandelt et al., 2003).
Estos cuatro linajes presentan un gradiente de frecuencia Norte-Sur a lo largo del continente
americano, donde A2 y B2 se encuentran con mayor frecuencia en la zona norte y C1y D1
en la zona Sur (Lorenz & Smith, 1996; Corella et al., 2007: Garcia et al., 2006; Moraga et
al., 2000). Mas tarde, se propuso también el haplogrupo X como linaje fundador americano,
presente en bajas frecuencias en poblaciones europeas modernas, mientras que en
América se restringe a zonas acotadas de Norteamérica (Brown et al., 1998; Forster et al.,
1996).

En Chile, estudios en poblaciones indigenas, urbanas y rurales, han resultado en el hallazgo
y definicién de diversos haplogrupos y haplotipos que derivan de los linajes fundadores, los
gue se pueden utilizar como marcadores genéticos para el estudio de poblaciones, estos
son: A2, A2+(64), B2, B2i2, B2i2a, B2i2b, C1, C1b, C1b13, Clc, C1d, D1, D1g, D1jy D4h3a,
entre otros (Crespo et al., 2018; De Saint Pierre et al., 2012 ; Perego et al., 2009). Estudios
de poblaciones indigenas de Chile: Aymara, Atacamefio, Mapuche, Pehuenche, Huilliche,
Yamana y Kawésgar, muestran que el Haplogrupo A2 es mas frecuente en las poblaciones
del norte del pais, llegando al 25% en Atacamefio, presentandose en menor frecuencia en
las demas poblaciones analizadas. El haplogrupo B2, por su parte, también presenta una
mayor frecuencia en las poblaciones de la zona norte, Aymara y Atacamefio, disminuyendo

considerablemente hacia la zona Sur, donde las poblaciones Kawésgar y Yamana
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presentan ausencia completa de esta haplogrupo. Caso contrario, los haplogrupos C1y D1
se encuentran con mayor frecuencia en las poblaciones de la zona sur del pais (De Saint
Pierre etal., 2012). Interesantemente, dentro de estos estudios, se han podido definir
variantes de los haplogrupos B2, C1 y D1 que parecen estar restringidas exclusivamente a
poblaciones de la zona sur de Sudamérica. B2i2, inicialmente designado como B2l, C1b13
y D1g, presentan altas frecuencias en las poblaciones indigenas de la zona centro/sur del
Pais: Pehuenche, Mapuche y Huilliche (De Saint Pierre et al., 2012). Ademas, D4h3a5,
variante del macrohaplogrupo D, parece estar restringido a patagones y fueguinos,
especificamente Kawésgar y Yamana (Crespo et al., 2018; De Saint Pierre et al., 2012;
Perego et al., 2009).

Conforme a lo anterior, otros estudios realizados en poblaciones mestizas actuales de Chile
también han demostrado que los linajes B2i2, C1b13 y D1g, estan presentes en mayor
frecuencia en las poblaciones de la zona centro-sur del Pais, comparado con otras
poblaciones de la zona norte y extremo sur de Chile (Gémez-Carballa et al., 2016; Pezo
et al., 2022; Castillo Torres, 2021).

Dada su forma de herencia, el estudio del mtDNA de poblaciones mestizas con conocida
ancestria amerindia materna, nos permitiria obtener informacion respecto de linajes
maternos amerindios de poblaciones que hasta hoy se consideraban extintas. Es por esto
gue, en la presente Memoria de Titulo se analizé una muestra de individuos que por
apellido, costumbres o territorio se adscriben al pueblo Pikunche, quienes provienen de
diversos sectores de la zona Central de Chile, distribuidos entre las regiones de Coquimbo
y del Maule. Los resultados nos entregaran una aproximacion a los linajes maternos
presentes en la poblacion Pikunche, lo que permitird avanzar en la deteccion de linajes
amerindios perdidos desde las poblaciones nativas actuales. Ademas, al vincularlos con
otros linajes presentes tanto en la poblacién chilena actual, como en muestras de
poblaciones antiguas Nativo Americanas, podremos contribuir al entendimiento de la
genética poblacional prehispanica del territorio de Chile Central, y los procesos

demogréficos asociados a ella.



2. Propésito del estudio
El proposito de la presente Memoria de Titulo es explorar los linajes maternos

amerindios de un conjunto de individuos chilenos mestizos que se auto adscriben al

pueblo Pikunche.

3. Objetivos: general y especificos
El objetivo general de este trabajo recae en analizar, a través del estudio de la regién D-

loop del DNA mitocondrial, los linajes maternos Amerindios del conjunto de individuos que
se auto adscriben al Pueblo Pikunche. Para lograr esto se propusieron los siguientes

objetivos especificos:

OEL: Caracterizar los linajes maternos Amerindios de un conjunto de individuos que se auto
adscriben al pueblo Pikunche.

OE2: Comparar la poblacion de estudio con otras poblaciones ancestrales de la

zona norte, centro y sur del pais.
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4. Materiales y métodos
4.1 Obtencion de las muestras

Se recolectaron un total de 109 muestras de individuos que se auto adscriben al pueblo
Pikunche, distribuidos en diferentes localidades, en su mayoria, entre la regién de
Coquimbo y la region del Maule, a excepcién de dos muestras que fueron obtenidas de la
region de la Araucania (Figura 2). Estas fueron posteriormente filtradas por parentesco
directo, es decir, madre-hija/o-hermana/o, resultando un total de 100 muestras no
relacionadas. Para la obtencion de las muestras se realiz6 un hisopado bucal, del cual se
obtuvo las células epiteliales para la posterior extraccion del DNA. Para el hisopado se
utilizaron dos collection swab (Cytoswab), uno para cada lado de la boca, los que se frotaron
por 15 segundos en la cara interna de cada mejilla y fueron guardados en el mismo envase,
en ausencia de un buffer estabilizador. Los Swabs retornaron al laboratorio entre 10 y 25

dias después de haberse tomado la muestra.

Previo a la toma de muestra, cada uno de los participantes tuvo la posibilidad de leer
detalladamente el consentimiento informado (Anexo), donde se explica el objetivo del
proyecto, los posibles riesgos y se garantiza la total confidencialidad de los datos
personales de cada participante en el estudio. Una vez resueltas las dudas se firmaron dos
copias del documento, una de las copias se la quedoé el participante y la otra nosotros. El
consentimiento utilizado se enmarca en el Fondecyt 1181889, a cargo del Dr. Mauricio
Moraga, presentado y aprobado por el Comité de ética de investigacion en seres humanos
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (acta de aprobacion 025 del 12 de
junio de 2018).

Es importante sefialar que el muestreo fue realizado por algunos de los participantes del
estudio, a los cuales se les instruy6é sobre la técnica de toma de muestra, los que se
repartieron entre las regiones de Coquimbo y el Maule. Para la seleccion de los
participantes se recurrié al conocimiento de los propios colaboradores, aplicando criterios
de vinculacion territorial, presencia de apellidos indigenas, asociacién a pueblos de indios,
y caracteristicas culturales, como la practica de telar y/o ceramica entre otras. Dada la
estrategia de muestreo el conjunto de individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche
incluidos en este estudio no son una poblacién biol6gica como tal, por lo que todos los
resultados a nivel genético deben ser considerados con precaucion. A pesar de ello, para
efectos de los andlisis de la presente memoria de titulo, se les considerard& como una

poblacion.
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Finalmente, los participantes tuvieron que llenar una encuesta (Anexo), con sus datos
personales, y apellidos, lugar de nacimiento y lugar de residencia de sus padres y abuelos.
Ademads, la encuesta tenia 3 preguntas sobre ascendencia e identificacion a Pueblos

Originarios.

Figura 2. Mapa referencial de la toma de

muestras. En la figura se puede observar la

posicion geogréfica de la toma muestras e e v
(puntos rojos), distribuidas desde la region B

de Coquimbo hasta la region de la P RM
Araucania. ElI mapa fue colapsado,

eliminando la VIl region, para una mejor S ‘
visualizacién. En el extremo derecho se & Vi
sefiala el nimero y/o abreviacién de las
regiones: 1V, cuarta region, region de
Coquimbo; V, quinta region, region de 23
Valparaiso; RM, regién metropolitana; VI,

sexta regién, region Libertador Bernardo

O’Higgins; VII, séptima region, region del

Maule; 1X, novena region, region de la

Araucania. Pt e X

Vil

4.2 Extraccién DNA y Amplificacién D-loop
La extraccion del DNA se llevé a cabo mediante el kit Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo

Research, siguiendo las instrucciones del fabricante: Primero, se agregé 200 uL de agua
bidestilada mas el Collection Swab en un tubo Eppendorf de 1,6 ml. Luego se agrego 200
pL de Buffer Red, buffer del kit que se utiliza para fluidos biolégicos y células, vortex durante
10 segundos, para finalmente agregar 10 pL de Proteinasa K, mezclar e incubar a 55°C en
bafio termorregulado por 10 minutos. Pasado el tiempo, con unas pinzas previamente
esterilizadas con etanol, se elimind el collection swab, se agreg6 un volumen de Genomic

Binding Buffer a la muestra digerida, vortex por 10-15 segundos para ser traspasado a las

12



columnas de silica, Zymo-Spin™ [IC-XLR Column, en un tubo colector. Se centriguf6 a
13000 rpm por 1 minuto, y se descart6 el tubo colector con el contenido en su interior. Luego
se agregaron 400 uL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna en un nuevo tubo colector, se
centrifugd a 13000 rpm por 1 minuto, y el contenido del tubo colector fue vaciado.
Posteriormente, se realizaron 2 lavados seguidos con g-DNA Wash Buffer, el primero con
700 pL y el segundo con 200 pL, eliminando el contenido el tubo luego de la centrifugacion.
En la centrifugacion posterior al segundo lavado, se descart6 el tubo colector. Se transfirié
la columna a un tubo Eppendorf limpio y nuevo, y se agregaron 50 uL de DNA Elution Buffer,
se incubd por 5 minutos, y luego fue centrifugado a 13000 rpm por 1 minuto. Finalmente, la
columna fue descartada, para posteriormente rotular y guardars a 4°C el contenido eluido
en el tubo eppendorf. Los DNAs extraidos fueron visualizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%, en Buffer TAE 1x, tefiido con bromuro de etidio.

Para la amplificacion de la region D-loop del mtDNA, se utilizé la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa o PCR convencional (Mullis et al.,, 1986), con partidores
especificos (Tabla 1), generando un amplicon de aproximadamente 1500 pb. El medio para
cada reaccién consistié en agua bidestilada, 5X Green GoTag® Flexi Buffer, 0,2 mM de
dNTPs; 1,5 mM de MgCl;; 0,5 uM de cada partidor y 0,04 u/uL de GoTaq® DNA
Polymerase, por 2 uL de DNA. Como control negativo se utilizdé el mismo medio de reaccion,
pero sin agregarle el DNA. El programa de PCR se realizé en las siguientes condiciones:
un ciclo inicial de denaturacion a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45
segundos, 60 °C por 45 segundos, 72°C por 55 segundos, y un ciclo de extension final a
72°C por 7 minutos. La amplificacion de los fragmentos se comprobé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE 1X, utilizando el ladder de 1kb,
Thermo Scientific™ GeneRuler™, como estandar de peso molecular y bromuro de etidio

para la posterior visualizacion en el Transiluminador ultravioleta.
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion de la region D-loop del DNA mitocondrial.

Partidor Posicién Secuencia Forward/Reverse Referencia
F15792 15792-15811 TCA TTG GAC AAG TAG CAT CC Forward Reider et al. 1998
M14 708-727 AGG GTG AAC TCACTG GAACG | Reverse Lab Uchile

La secuenciacion del producto de PCR se llevé a cabo por Macrogen en Corea del Sur,
mediante el método de Sanger (Sanger & Coulson, 1975), utilizando los partidores descritos

en la Tabla 2.

Tabla 2. Partidores utilizados para la secuenciacion de la region D-loop del DNA mitocondrial.

Partidor Posicion Forward/Reverse | Region D-loop Secuencia Tm Referencia
M1 15978-15997 Forward HV1 CAC CAT TAG CAC CCA AAG CT 55 Lab Uchile
F16475 16475-16495 Forward Hv2 TAG CTA AAG TGA ACT GTATCC NA Bailliet et al. 1994
M3rev 8-29 Reverse HV1 GTG GTT AAT AGG GTGATAGAC C NA Lab Uchile
R698 677-698 Reverse HV2 GCATGT GTAATC TTACTAAGA G 55 Handt et al. 1996
F315 314-333 Forward Hv2 CCG CTT CTG GCC ACAGCACT 50 Brandstatter et al. 2004
R484 465-484 Reverse Hv2 TGA GAT TAG TAG TAT GGG AG 55 NA
MM4 16218-16237 Reverse HV1 TGT GTG ATA GTT GAG GGT TG 51 Lab Uchile
MM7 16268-16287 Reverse HV1 CAC TAG GAT ACC AAC AAA CC 51 Lab Uchile
MM8 16383-16402 Reverse HV1 TGG TCA AGG GAC CCC TATCT 51 Lab Uchile

4.3 Analisis de secuencias y asignacion de Haplogrupos
Las secuencias fueron analizadas y editadas en el programa Geneious Prime V9.0.2
(www.geneious.com). Las secuencias se alinearon contra la secuencia de referencia de
Cambridge, CSR (Andrews et al., 1999), se generaron los contigs y se exportaron en
formato FASTA. Se utilizo la plataforma digital mtDNA profiler (Yang et al., 2013) para
reconocer los polimorfismos correspondientes en cada individuo. Esta plataforma nos
genera un archivo .hsd, que se utilizé6 posteriormente para identificar los haplogrupos
correspondientes a cada individuo, en el programa Haplogrep2 v.2.2 (Weissensteiner et al.,
2016). Haplogrep genera una clasificacién automética de los haplogrupos mitocondriales
utilizando como referencia PhyloTree 17 (van Oven & Kayser, 2009; van Oven, 2015). Esta
plataforma también nos arroja, en formato PDF, un dendrograma basado en los

haplogrupos y haplotipos presentes en las muestras.
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Una vez obtenidos los haplogrupos, se calcularon las frecuencias relativas y absolutas de
los haplotipos identificados en Haplogrep, y se realizé una tabla con los resultados

obtenidos (Figura 4).

4.4 indice de diversidad genética
Para calcular los indices de diversidad genética, se eliminaron 9 muestras por parentesco

directo, y una muestra adicional que no pudo secuenciarse completamente, utilizdndose un

total de 99 muestras.

Primero, se realizé un alineamiento maltiple en MEGA X V10.1.8 contra la secuencia de
referencia de Cambridge, CRS (Andrews et al., 1999), donde se eliminaron las siguientes
posiciones (transiciones, transversiones y/o indels): 16182; 16183; 16192.1C; 19193.1C;
309.1C; 315.1C; 523; 524, 554, sitios de alta variabilidad que no son informativos para los
analisis posteriores. Una vez obtenido el alineamiento mdltiple, se utiliz6 el software DNASp
5.1(Librado & Rozas, 2009) para determinar los indices de diversidad genética del grupo
de estudio, esto es, n: nimero de individuos; h: numero de haplotipos; s: nimero de sitios
polimérficos; Hd: diversidad haplotipica; K: nimero promedio de diferencias de nucle6tidos

por pares; Pi (11): diversidad nucleotidica.

Ademas, a partir del alineamiento mdltiple de las secuencias D-loop del grupo de estudio
se construyé un arbol filogenético que relaciona las muestras en base a los polimorfismos

presentes en las secuencias (Anexo), mas no por haplogrupos.

4.5 Analisis estadisticos y de estructura poblacional
Para los analisis posteriores fueron necesarias las frecuencias de los haplotipos de

diferentes poblaciones nativas y mestizas, que se utilizaron como referencia para
compararlas con el grupo de estudio. Los datos de poblaciones nativas corresponden a
grupos nativos del Norte de Chile: Aymara y Atacamefio (De Saint Pierre et al., 2012) y
grupos nativos del sur de Chile: Pehuenche y Huilliche (De Saint Pierre et al., 2012) . Los
datos de las poblaciones mestizas corresponden a San Felipe/Los Andes, Santiago,
Concepcion (Pezo et al., 2022), San Carlos (Catillo Torres, 2021), y La Serena/Coquimbo

al cual se le aplico un filtro de poblacion rural (Pezo et al., 2022).

Para analizar la estructura poblacional y la diferenciacién genética entre el grupo de estudio
y las poblaciones de referencia, a partir de las frecuencias relativas de los haplotipos A2;
A2+(64); B2; B2i2; B2i2a; B2i2b; C1; Clb; C1b13; Cl1d; D1; D1g; y D4h3a, se calcul6 una
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matriz de distancia genética entre pares de poblaciones, dejando fuera los haplogrupos No

merindios, con el estadistico Fst, a través del programa Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010).

A partir de la matriz de Fst, se construyé un dendrograma NeighbourJoining en el software
MEGA X V10.1.8 (Kumar et al., 2018), el cual permitié visualizar de manera grafica las
distancias genéticas entre el grupo de individuos estudiados y las poblaciones de
referencia. Luego, con las frecuencias relativas de los linajes previamente nombrados, se
aplicé el andlisis estadistico, PCA, en el programa R Studio (R Studio, 2020), para evaluar
y observar de manera gréfica las distancias genéticas del grupo de estudio y las poblaciones
de referencia.

Se construyeron redes de haplotipos para los Macrohaplogrupos B, C y D, ya que no
existian datos suficientes para el Haplogrupo A. Estas redes se construyeron mediante el
software Network V10.2, utilizando el algoritmo Median-Joining (Free Phylogenetic Network
Software, 2020). Para la construccion de los networks o redes de haplotipos, fueron
previamente eliminados los sitios 152, 309.1C, 309.2CC, 315.1C, 523d, 524d, 16182,
16183, 16193.1C y 16519, y a los sitios hotspot 146, 195, 16189, 16311 se les bajo el peso
molecular a 1, para no perjudicar los resultados (Soares et al., 2009), a excepcion del

macrohaplogrupo B, que mantuvo el sitio 16193.1C.

Finalmente, se dividio el conjunto de individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche
segun el lugar de residencia de la madre, generando dos categorias: Pikunche Norte que
contempla a los individuos de las regiones de Coquimbo y Valparaiso, y Pikunche Sur, que
contempla a los individuos de las regiones Metropolitana, O’Higgins y Maule. A estas
nuevas categorias también se les estimo la diferenciacion genética y se les realizo el
andlisis de PCA, con las poblaciones de referencia. Paralelamente, se realiz6 otra division
con el mismo criterio, pero esta vez generando tres categorias: Pikunche Norte, que
contempla la regién de Coquimbo; Pikunche Centro que contempla la regién de Valparaiso,
Metropolitana y O’Higgins; y Pikunche Sur que contempla la region del Maule. Se les aplico

los mismos analisis que a las categorias anteriores.
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5. Resultados
5.1 Caracterizacién de la muestra
Junto con el consentimiento informado (Anexo), se realizd una encuesta a cada individuo

involucrado en el estudio (Anexo). La encuesta requeria de sus datos personales y los de
sus padres y abuelos, ademas de tres preguntas especificas sobre si descienden, se
identifican y/o pertenecen a un Pueblo Originario.

Al analizar las respuestas a las preguntas especificas sobre la identificacion con los Pueblos
Originarios (Figura 3), se obtuvo que el 84% de los encuestados se considera descendiente
o tiene algun antepasado perteneciente a algun Pueblo Indigena Originario; mientras que
el 16% no, o no tiene conocimiento al respecto (Figura 3). De las personas que si poseen
antepasados o son descendientes de algun pueblo, al precisar a qué pueblo en particular
pertenecen, la mayoria dice ser descendiente Mapuche-Pikunche, seguido de Pikunche y
Mapuche. En cuanto a la identificacion con alguna Etnia Indigena, el 88% dice sentirse
identificado con alguna; mientras que el 12% no o no lo sabe. Dentro de las Etnias
mencionadas por el 88%, la mayoria dice identificarse con Mapuche-Pikunche, Mapuche y
Pikunche. Finalmente, de todos los encuestados, solo el 35% dice pertenecer a una

comunidad o asociacion indigena.

Finalmente, al analizar tanto los apellidos paternos y maternos de los individuos del grupo
de estudio, se observo que la mayoria (70% y 78% respectivamente) es de origen Europeo
Espafiol. Ademas, al analizar los dos apellidos de los padres de cada individuo, se encontré
qgue: 30 individuos tienen padres que presentan un apellido indigena Mapuche, 10 que

presentan dos apellidos y solo uno que los padres presentan tres apellidos indigenas.
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Figura 3. Graficos informativos sobre ascendencia, identidad y pertenencia de cada
individuo del conjunto que se auto adscribe al pueblo Pikunche. Cada gréafico
representa cada una de las preguntas de la encuesta. Se muestran los porcentajes de las
respuestas de los individuos. En los graficos Si, ¢ Cudl?, los diferentes colores representan
las categorias de poblaciones a las cuales se sienten identificados y/o son descendientes.
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5.2 Extraccion DNA, Amplificacion y Secuenciacion de region D-loop
Se extrajo el DNA de las 109 muestras del conjunto de individuos que se auto adscriben al

pueblo Pikunche, siguiendo la metodologia previamente mencionada. Todas las muestras
fueron previamente asignadas con un cédigo de identificacion segun el lugar de toma de

muestra.

En cuanto a la cantidad y calidad de DNA obtenido de las muestras, en la Figura 4 se
observa el perfil electroforético del DNA gendmico extraido de 11 de las 109 muestras. Se
puede observar que todas las muestras poseen DNA gendmico de alto peso molecular,
sobre los 5.000 pb; no obstante, se puede observar que la intensidad de esta es variable,
es decir, existen muestras como PIK1007, que presentan una mayor intensidad a los
20.000pb; y muestras como PIK1004, que posee una intensidad notoriamente menor. Al
observar el perfil electroforético, es posible notar un patrén de bandas de bajo peso
molecular, menor a 500 pb, en todas las extracciones, que parece ser independiente de la
cantidad y calidad del DNA. Se obtuve un resultado similar en las 98 muestras restantes.

1kb PIK1001  PIK1002 PIK1003 PIK1004  PIK1005 PIK1006  PIK1007 PIK1008 PIK1009  PIK1010 PIK1011

20000 pb——
5000 pb

1500 pb
500 pb
75 pb

Figura 4. DNA genémico de muestras epiteliales bucales de individuos que se auto
adscriben al pueblo Pikunche. Todas las muestras fueron extraidas mediante el Kit Quick-
DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo Research. En el primer carril se muestra el Ladder de 1kb,
y los 11 carriles restantes corresponden a 11 de las 109 muestras extraidas. Se observan
bandas de alto peso molecular correspondientes al DNA gendmico, con diferentes
intensidades. Se observa un patrén de bandas de bajo peso molecular, entre los 75 y 500pb,
presente en todas las muestras extraidas.
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Se amplifico la regiébn D-loop del DNA mitocondrial de las 109 muestras. La Figura 5
muestra la amplificacién de 8 de las 109 muestras analizadas, siguiendo la metodologia
previamente mencionada. Las 109 muestras fueron amplificadas de manera exitosa,
resultando en un amplicon de aproximadamente 1500 pb. El control negativo no amplifico,
por lo que solo se observa una banda de bajo peso molecular, al igual que en el resto de

las muestras, que corresponde muy probablemente a dimeros de partidores.

1Kb PIK2013 PIK3002 PIK3003 PIK3004 PIK3005 PIK3006 PIK6001 PIK6002 CN

20000 pb

1500 pb

75 pb

Figura 5. Amplificacion region D-loop de muestras de individuos que se auto
adscriben al pueblo Pikunche. En el primer carril se muestra el Ladder de 1kb, mientras
que los siguientes 8 carriles muestran la exitosa amplificacion de la region D-loop del DNA
mitocondrial en 8 de las 109 muestras, de 1500 pb. CN corresponde al control negativo.

Posterior a la secuenciacion de la regién D-loop de los 109 individuos, las secuencias fueron

analizadas mediante el software Geneious prime v9.0.2 (www.geneious.com), como se

menciond en el apartado 4.3 de materiales y métodos. La Figura 6A muestra, a modo de
ejemplo, la elaboracion del contig de una de las muestras mas complejas. Para este caso
en particular, la muestra tuvo que ser secuenciada con siete partidores diferentes, forward
y reverse, para poder cubrir la region d-loop completa, debido a la presencia de una zona
Poli C, es decir varias citocinas seguidas y/o dos o tres inserciones simultaneas en las
posiciones 309.1C, 309.2CC y 315.1C, lo que dificulta la actividad de la polimerasa,
afectando la secuenciacion, o disminuyendo la calidad de la secuencia. No todas las
secuencias analizadas tuvieron que ser secuenciadas con tantos partidores, algunas solo
necesitaron dos. En la figura 6B, se puede observar también a modo de ejemplo, un

polimorfismo en la posicion 263. La primera secuencia muestra que en esa posicion el
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individuo posee una guanina (G) en vez de una adenina (A), presente en la secuencia de
referencia; sin embargo, esa secuencia presentd un poco de ruido, por lo que la segunda

secuencia confirma, limpia y claramente, la existencia de la transicion.

Consensus GAATGTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAAT
z

Coverage

O 1.NC0129.. GAATGTC CACAGCCEHCTTTCCACAC

De 2 PIKIOIB... GA/ A

Mﬂ M M-ﬂ?f\'fﬁ, m B

e 2 PIK1018_... "J’nTJTC_ CACAGCCGCTTTCCACACAGACATCAT n\’.l’\\i‘f\\i‘l

Figura 6. Analisis de secuencias de la regién D-loop de los individuos que se auto
adscriben al pueblo Pikunche. A. Elaboracién del contig. En amarillo, se observa la
secuencia de referencia. Debajo se observan las secuencias generadas por diferentes
partidores, forward y reverse, que fueron necesarias para la formacion del contig. B. En
amarillo se observa la secuencia de referencia, con los respectivos nucleétidos. El
nucleo6tido marcado representa un polimorfismo, y debajo se muestran las secuencias que
lo confirman. En la parte superior, se observa la secuencia consenso que se forma al
elaborar el contig.

21



5.3 Composicion genética del conjunto de individuos que se auto adscriben al
pueblo Pikunche

A partir de las secuencias obtenidas, se realiz6 un dendrograma que distribuye a los
individuos segun los polimorfismos que presentan a lo largo de la region D-loop del DNA
mitocondrial (Anexo). Se puede observar que la agrupacién coincide con los haplogrupos y
haplotipos asignados para cada individuo, y que el arbol se distribuye igual que el entregado
por la plataforma Haplogrep, que se encuentra basado en los linajes mitocondriales del
grupo de individuos en estudio.

En la Tabla 3 se muestra la proporcion de linajes maternos encontrados en el conjunto de
individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche. Se puede observar que poseen una
alta contribucién de linajes americanos ancestrales, especificamente el 88,99%; mientras
que la frecuencia de haplogrupos No-Amerindios (NA), representa el 11,01% del grupo de
estudio. Respecto a los linajes Amerindios, el macrohaplogrupo A es el que se encuentra
en menor proporcion; siendo los macrohaplogrupos B, C y D, los que presentan una mayor
frecuencia. En cuanto a la diversidad de haplotipos, el Macrohaplogrupo D es el que
presenta mayor cantidad de haplotipos distintos, seguido de B, C y A, respectivamente, de
los cuales, los haplotipos B2i2b, C1b13 y D1g son los que presentan una mayor frecuencia
dentro del grupo de estudio.

Trabajos previos del laboratorio de investigacién que involucraron mas de 3000 muestras
de todo el Pais, analizaron polimorfismos de la region codificante del mtDNA, mediante el
uso de enzimas de restriccion. Se evidencié que todos los haplogrupos B, equivocadamente
asignados por la plataforma haplogrep como B4b, a partir de secuencias de D-loop
mitocondrial, son en realidad B2. Esto, ya que los polimorfismos que diferencian a B4b de
B2, se encuentran en la region codificante del DNA mitocondrial (Wood et al., 2019), por lo
gue los dos individuos reconocidos como B4b, fueron agrupados dentro del haplogrupo B2*.

Respecto al 11,01% que corresponde a los linajes No Amerindios, se puede observar que
hay 10 haplotipos distintos. Los linajes presentes son europeos (Kla, K1bla, U4cl, V, H3p
y Hlcf) y africanos (L1cla2, L1c3bla y L2d). A excepcion de W3al que se encuentra en
Europay en el subcontinente Indio (Fregel et al., 2019; Batini et al., 2007; Behar et al., 2012;
Fernandes et al., 2012; Harich et al., 2010; Maier et al., 2022)
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Tabla 3. Proporcion de linajes mitocondriales encontrados en el conjunto de individuos que se auto

adscriben al pueblo Pikunche.

Macrohaplogrupo Frecuencia Porcentaje Haplotipos Frecuencia Frecue-ncla
Absoluta Absoluta Relativa
A2+(64) 2 0,018
AZ 5 459%  A2+(64)+16189 2 0,018
A2a3 1 0,009
B2c2b 1 0,009
B2d 1 0,009
B2i2 1 0,009
B2i2a 3 0,028
30 27,52% 82?231 3 0,028
B2i2b 11 0,101
B2i2b1 3 0,028
B2o 3 0,028
B2v 2 0,018
B2* 2 0,018
Cc1 2 0,018
Cib 4 0,037
31 28,44% C1b13 138 0,165
Cib13d 2 0,018
C1d+194 4 0,037
Cidi*1 1 0,009
D1 1 0,009
Dlg 8 0,073
D1g+16189 1 0,009
Digl 2 0,018
Diglb 3 0,028
21 28,44% Dig2*1 2 0,018
D1g2*2 1 0,009
Dig2a 4 0,037
D1gd* 1 0,009
D1g5 1 0,009
D1g6 2 0,018
D4h3a2 5 0,046
Hicf 1 0,009
H3p 1 0,009
Kla 1 0,009
Kibla2 1 0,009
12 11,01% Licla2 1 0,009
Lic3bla 1 0,009
L2d+16129 1 0,009
Udcl 1 0,009
V+@16298 2 0,018
W3al+199 2 0,018
Total 109 100,00% 109 1,000
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5.4 indices de diversidad genética estandar
Se analizaron los indices de diversidad genética estandar del conjunto de individuos que se

auto adscribe al pueblo Pikunche (Tabla 4). Para el analisis se eliminaron 9 individuos por
parentesco directo, mas una muestra que no pudo secuenciarse completamente, por lo que

el nimero de individuos (n) utilizado fue 99.

Para garantizar la correcta interpretacion de los indices de diversidad genética estandar, es
importante reiterar que, si bien se decidié abordar al grupo de estudio Pikunche como una
poblacion, la estrategia de muestreo y la distribucion geogréfica de los participantes no es
del todo compatible con esta asignacion. Esta situacion podria restar validez a los valores
calculados para los indices de diversidad genética estandar, por lo que los valores

obtenidos deben ser analizados con prudencia.

Al comparar los valores obtenidos de Pikunche con las poblaciones de referencia, damos
cuenta que todas las poblaciones poseen valores similares de diversidad haplotipica
(Hd=0,976 a Hd=0,993); nimero promedio de diferencia de nucleétidos (K=10,561 a
K=14,574) y diversidad nucleotidica (11=0,011 a 1m=0,014). Sin embargo, en cuanto a
diversidad haplotipica, Pikunche posee valores mas cercanos a las poblaciones de
Serena/Coquimbo, Santiago, San Carlos y Concepcion. Al observar en detalle, también
damos cuenta que Pikunche posee valores mas cercanos del niumero promedio de
diferencia de nucleétidos con poblaciones de Serena/Coquimbo y Santiago. Asimismo, los
valores de diversidad nucleotidica de Serena/Coquimbo y San Carlos, son los que mas se
asemejan a Pikunche. Por otra parte, al observar el nUmero de sitios segregantes o sitios
polimérficos, los valores no son uniformes como en los otros indices, pudiéndose observar
claramente que Pikunche posee valores mas cercanos a las poblaciones de Santiago, San

Carlos y Concepcion, poblaciones mestizas de la zona centro-sur de Chile.
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Tabla 4. indices de diversidad genética estandar del conjunto de individuos que se auto adscriben

al pueblo Pikunche y poblaciones de referencia.

Poblacion n h S Hd K m Ref.
Aymara 39 34 77 0,993 12,110 0,012 (de Saint Pierre
etal., 2012)
Atacamefio 28 22 64 0,976 14,574 0,014 (de Saint Pierre
etal., 2012)
Serena/Coquimbo 65 39 71 0.982 11,984 0,011 (Pezo et al.,
2022)
San Felipe 96 72 98 0,992 12,008 0,013 (Pezo et al.,
2022)
Santiago 186 111 107 0,986 11,202 0,012 (Pezo et al.,
2022)
Pikunche 99 66 125 0,984 11,761 0,011 (Este estudio)
San Carlos 138 86 133 0,988 12,733 0,011 (Castillo Torres,
2021)
Concepcioén 200 111 111 0,984 10,561 0,012 (Pezo et al.,
2022)
Pehuenche 42 17 49 0,923 13,165 0,013 (de Saint Pierre
et al., 2012)
Huilliche 58 32 66 0,969 13,203 0,013 (de Saint Pierre
et al., 2012)

N: nimero de individuos; h: nimero de haplotipos; S: nimero de sitios segregantes; Hd: diversidad

haplotipica; K: numero promedio de diferencias de nucledtidos por pares; Pi (11): diversidad

nucleotidica.
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5.5 Estructura Poblacional
5.5.1 Estadistico F (Fst) y Dendrograma de Neigbour-Joining
Se estimo la diferenciacion genética entre el grupo de estudio y las poblaciones de

referencia, a través del estadistico F, Fst, el cual esta directamente relacionado con la
variacion de las frecuencias de alelos entre y dentro de las poblaciones, por lo que es una
herramienta muy (til para analizar distancias genéticas entre pares de poblaciones
(Holsinger and Weir, 2009; Wright, 1984).

Los valores de Fst obtenidos en la matriz van desde -0,00622 a 0,34642 (Figura 7A). Los
valores negativos son interpretados como 0, ya que los valores de Fst van de 0 a 1, donde
0 indica que no existe diferenciacién entre las poblaciones, y 1 indica una diferenciacion
completa. Se considera una baja diferenciacion genética cuando los valores de FST<0.05
y alta cuando los valores de FST>0.15 (Govindaraju, 1989).

Tomando en cuenta las localidades donde se obtuvieron las muestras, se observa que los
valores de Fst de Pikunche con las poblaciones de referencia aumentan a medida que
también lo hace la distancia geografica. La menor diferenciacién genética de Pikunche es
con las poblaciones Santiago, Concepcién y San Carlos, ubicadas en la zona centro-sur de
Chile; y la mayor diferenciacion con las poblaciones Aymara y Atacamefio, ubicadas
geograficamente al extremo Norte del Pais.

Para una mejor visualizacién de lo anterior, se realiz6 un Dendrograma de Neighbour-
Joining (Figura 7B). Se puede observar claramente la relacion geografica Norte-Sur con la
formacion de dos clados muy distantes entre si, uno conformado por poblaciones del
extremo norte de Chile, y el segundo por las poblaciones restantes, incluido Pikunche. En
este ultimo, se muestra un clado conformado por poblaciones de la zona centro-sur del pais,
donde se aprecia que existe una menor distancia entre Pikunche y la poblacién de Santiago,
Concepcion, San Carlos, y Huilliche, posicionando geograficamente al grupo de estudio

dentro de la zona centro-sur de Chile.
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Aymara Atacamefio La Serena/ San Felipe Santiago Pikunche San Carlos  Concepcién
Coquimbo
Atacamefio 0,05386
La Serena/Coquimbo 0,15396 0,09569
San Felipe 0,19714 0,13995 0,01558
Santiago 0,22511 0,16126 0,02214 0,01543
Pikunche 0,21872 0,15581 0,01168 0,01400 -0,00622
San Carlos 0,23011 0,17705 0,01715 0,03245 0,00578 -0,00403
Concepcion 0,20816 0,15414 0,01819 0,00935 0,00227 -0,00406 0,00816
Pehuenche 0,34642 0,28250 0,10659 0,09717 0,03336 0,03487 0,08411 0,03956
Huilliche 0,29424 0,21649 0,03418 0,08459 0,00979 0,00280 -0,00302 0,01761
B. AYMARA
ATACAMENO
LASER COQ
SF LA
CONCEPCION
SANTIAGO
PIKUNCHE
SAN CARLOS
HUILLICHE
PEHUENCHE
i

0020

Pehuenche

0,04589

Figura 7. Fst y Dendrograma de Neigbour-Joining de Pikunche y las poblaciones de
referencia. A. Valores de Matriz de Fst. En negrita se destacan los valores significativos (P
value <0.05). B. Dendrograma de Neigbour-Joining a partir de la matriz de Fst. En el
recuadro rojo se destaca Pikunche y la diferenciacion genética que presenta con las
poblaciones de referencia. La regla en la esquina inferior izquierda indicae la distancia

genética.
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Posteriormente, se dividio el grupo de estudio en Pikunche Norte (PIK_N, n=26) y Pikunche
Sur (PIK_S, n=62), segun el lugar de nacimiento de la madre y se realizé el analisis con el
estadistico F. Los valores de Fst oscilaron entre -0.01348 y 0.34642 (Figura 8A). Ambos,
Pikunche Norte y Sur presentan la menor diferenciacion con las poblaciones de Santiago,
Concepcion y San Carlos. Ademas, Pikunche Norte también exhibe una nula diferenciacion

(Fst=0) con la poblacién de La Serena/Coquimbo.

En el dendrograma de Neighbour-Joining (Figura 8B) también se observan los dos grandes
clados que dividen la zona Norte con la zona centro/centro-sur del Pais. A diferencia del
andlisis realizado con el grupo de estudio completo, Pikunche Norte se encuentra mas
cercano a la poblacién de San Felipe/Los Andes y Concepcién, posicionandolo un poco
mas al norte que Pikunche. Asimismo, Pikunche Sur se encuentra mas cercano a las
poblaciones de Santiago, San Carlos y Huilliche, posicionandolo un poco mas al Sur que
Pikunche.
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hymara Atacamefio  La Serema/ San Felipe  Santiago Pikunche Pikunche SanCarlos Concepcidn
Coguimbao Norte Sur
Atacameio 005383
La Serena/Coquimbo 0,15396 0,09569
San Felipe 0,19174 0,13995 0,01558
Santiago 0,22511 016126 002214 0,01543
Pikunche Norte 019237 0,12513 -0,01348 0,01698 -0,00204
Pikunche Sur 0,24234 0,17241 0,02008 0,01065 -0, 00956 -0,00556
5an Carlos 0.23011 0,17705 001715 0,03245 0,00578 0,01497  -0,00094
Concepcidn 0,20E16 0,15414 0,01819 0,00935 -0,00227 -0,00347 -0,00600 0,00E1&
Pehuenche 034642 0,28250 0,10659 0,09717 0,03336 0,05485 0,02855 008411 0,03556
Huilliche 0,29424 0,21649 0,03418 0,04459 0,00979 0,00286 0,00165 -0,00302 0,01761
B.
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0,04589

Figura 8. Fst y Dendrograma de Neigbour-Joining de Pikunche Norte y Pikunche Sur,
con las poblaciones de referencia. A. Valores de Matriz de Fst. En negrita se destacan
los valores significativos (P value <0.05). B. Dendrograma de Neigbour-Joining a partir de
la matriz de Fst. En el recuadro rojo se destacan las divisiones Pikunche Norte (PIK_N) y
Pikunche Sur (PIK_S) y la diferenciacion genética que presenta con las poblaciones de
referencia. La regla en la esquina inferior izquierda indicala distancia genética.
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Finalmente, al dividir el grupo de estudio Pikunche en Pikunche Norte, Centro y Sur (PIK_N,
n=20; PIK_C, n=41; y PIK_S, n=27, respectivamente), los valores de la matriz de Fst
oscilaron entre -0.01269 y 0.34642 (Figura 9A). En comun, Pikunche Norte y Centro,
poseen una menor diferenciacion con la poblacién de La Serena/Coquimbo, Santiago, San
Carlos y Concepcibn; sin embargo, Pikunche Centro también presenta una diferenciacion
nula (Fst=0) con Huilliche. Pikunche Sur, por su parte, presenta la menor diferenciacion con
las poblaciones de Santiago y Concepcion, y una muy baja diferenciacion con Pehuenche.
Es mas, de todas las poblaciones, Pikunche Sur es la que posee la menor diferenciacion
con Pehuenche. Al contrastar las tres divisiones del grupo de estudio, damos cuenta que
presentan una muy baja diferenciacion entre ellas; no obstante, Pikunche Centro y Pikunche

Sur exhiben la mayor diferenciacién entre ellas, Fst=0,013.

El dendrograma de Neighbour-Joining (Figura 9B), sigue mostrando la relacién Norte-Sur
con la formacién de los dos grandes clados. Se puede observar que Pikunche Norte y
Pikunche Centro se encuentran mas cercanas entre si, alejados de Pikunche Sur. Este
ultimo, se encuentra mucho mas préximo a la poblacion Pehuenche, comparado con el
grupo de estudio Pikunche. Las tres divisiones se encuentran proximas a las poblaciones
de Santiago y Concepcién; no obstante, Pikunche Norte se ubica mucho mas cerca de la
poblacion de San Felipe/Los Andes que Pikunche. Asimismo, se observa que Pikunche

Centro forma un clado bastante cercano con las poblaciones de San Carlos y Huilliche.
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Atacamefio

La Serena/Coquimbo
San Felipe

Santiago

Pikunche Morte
PFikunche Centro
PFikunche Sur

San Carlos
Concepcion
Pehuenche

Huilliche

Myyrmiara Mtacamefio | LaSerena  San Felipe | Santiago Pikunche Pikunche Pikunche San Carles  Concepcidn
Coguimbo Norte Centro SuF
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0,15398 0,09589
0,19714 0,13995 0,01558
0,22511 0,16126 002214 0,01543
0,17870 0,12580 -0,00572 0,01755 -0,00103
0,23957 0,15988 -0,00012 001079 -0,004904 | -0,00486
0,28133 0,2003% 004356 001779 0,00872 0,00046 0,01279
0,23011 0,17705 001715 0,03245 0,00578 -0,01263 -0,00767 0,01312
0,20816 0,15414 001819 0,00935 000227 000316 -0,00114 -0,00532 0,00816
0,34642 0,28250 0,10659 0,09717 0,03338 0,04819 0,05004 0,003%% 0,04411 003956
0,29424 021649 0,03418 0,04459 0,00579 0,01240 -0,00B96 0,02055 -0,00302 001761
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Figura 9. Fst y Dendrograma de Neigbour-Joining de Pikunche Norte, Pikcunche
Centro y Pikunche Sur, con las poblaciones de referencia. A. Valores de Matriz de Fst,
en negrita se destacan los valores significativos (P value <0.05). B. Dendrograma de
Neigbour-Joining a partir de la matriz de Fst. En el recuadro rojo se destacan las divisiones
Pikunche Norte (PIK_N), Pikunche Centro (PIK_C) y Pikunche Sur (PIK_S), y la

diferenciacion genética que presenta con las poblaciones de referencia.
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5.5.2 Andlisis de componentes principales
Con el fin de explorar la variabilidad genética entre el grupo de estudio y las poblaciones de

referencia, se realiz6 un analisis de componentes principales, PCA, utilizando las
frecuencias haplotipicas obtenidas previamente (Tabla 3). Este andlisis nos permite
visualizar las relaciones a nivel genético del grupo de estudio con las poblaciones de

referencia.

El primer componente principal o primera dimension explica el 77% de la varianza y separa
claramente las poblaciones del extremo Norte del Pais, Aymara y Atacamenfio, del resto de
las poblaciones de referencia, incluyendo Pikunche. Por su parte, la segunda dimension
explica el 9,7% de la varianza y describe la segregacion de la poblacion Pehuenche y San
Felipe/Los Andes (Figura 10A), pudiendo observar ademas un grupo constituido por las
poblaciones de la zona centro sur del pais. Las divisiones se explican por la contribucion
de los haplogrupos en cada componente principal (Figura 10B). La primera dimensién
posee una mayor contribucién del haplogrupo B2; en cambio, la segunda dimensién tiene
una mayor contribucion de los haplogrupos de D1g, B2i2b y C1bl3. Ambas sitlan a
Pikunche muy préximo a las poblaciones de Concepcion, Santiago y San Carlos,
posicionando genéticamente al grupo de estudio cercano a poblaciones mestizas de la zona

sentro-sur del Pais.

32



'y
PEHUENCHE
02-
0.1-
AYMARA
ry
= Poblacion
[ ® MESTIZO
a 'y
3 ATACAMENO ol NATO
o m  PIKUNCHE
00- SANTIAGOFIKUNCHE
SAN_CARLOS |
HUILLICHE CONCEPCION
LASER_COQ
-0.1 =
SF_LA
-
-02 00 02 04
PC176.99 %
B.
PC1 PC2
3 a
H &
H H
2 r 28 %5 8 8 3 s ¥y 2 & 23 8 23 & %8 0§ 8 a3
@2 3 g & % a 3 5] g E 4 2 g 5 g @ 3 5 E q § ) g 8 a

Figura 10. Anélisis de componentes principales entre Pikunche y las poblaciones de
referencia. A. EI PCA muestra las poblaciones de referencia mestizas (circulos), nativas
(triangulos), y al grupo de estudio Pikunche (cuadrado). Las abreviaciones SF_LA vy
LASER_COQ corresponden a las poblaciones de San Felipe/Los Andes y La
Serena/Coquimbo, respectivamente. B. contribuciones por hablogrupo del primer y
segundo componente principal.

33



Se realiz6 el mismo andlisis con los grupos Pikunche Norte y Pikunche Sur, donde la
primera dimension representa el 75,9% de la varianza y la segunda dimensién el 9,4%. Las
contribuciones por haplogrupo de cada uno de los componentes principales son los mismos
que en el andlisis anterior (Figura 11B), por lo que se puede observar que la primera
dimensién nuevamente separa las poblaciones del extremo norte del Pais del resto de las
poblaciones, y la segunda dimensién muestra la segregacion de las poblaciones

Pehuenche y San Felipe/Los Andes (Figura 11A).

Pikunche Norte y Sur se posicionan a la izquierda del PCA. PIK_S se ubica casi encima de
San Carlos, y muy cercano a Santiago y Concepcion, poblaciones que representan a la
zona centro-sur del Pais; PIK_N se aleja un poco del grupo de las poblaciones de la zona
centro/sur del Pais, hacia las poblaciones de mas al Norte. Es mas, PC1 ubica a PIK_N
entre las poblaciones de San Felipe/Los Andes y La Serena/Coquimbo.
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Figura 11. Analisis de componentes principales entre Pikunche Norte, Pikunche Sur
y las poblaciones de referencia. A. El PCA muestra las poblaciones de referencia
mestizas (circulo), nativas (triangulo), y al grupo de estudio Pikunche (cuadrado). PIK_N
corresponde a Pikunche Norte y PIK_S a Pikunche Sur. SF_LA y LASER_COQ
corresponden a las poblaciones de San Felipe/Los Andes y La Serena/Coquimbo,
respectivamente. B. contribuciones por haplogrupo del primer y segundo componente
principal.
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Finalmente, al realizar el andlisis con los tres grupos (Figura 12A), es decir, Pikunche Norte,
Centro y Sur (PIK_N, PIK C, y PIK_S, respectivamente), se puede observar que
nuevamente el primer componente entrega la mayor varianza (72,94%), y muestra una clara
division entre las poblaciones del extremo norte con las de la zona centro y centro/sur del
Pais. Este mismo componente muestra que Pikunche Norte se ubica entre las poblaciones
de La Serena/Coquimbo y San Felipe/Los Andes; Pikunche Centro se encuentra mucho
mas cercano a las poblaciones de San Carlos, Concepciéon y Santiago; mientras que

Pikunche Sur se ubica entre las poblaciones de Huilliche y San Carlos.

El segundo componente no genera los grupos tan marcados, posicionando a Pikunche Sur
mucho maés cerca de la poblacion Pehuenche. Esto debido a la gran contribucion del
haplogrupos C1b13 y B2i2b (Figura 12B), que ademas posiciona a Pikunche norte méas
alejado de Santiago y Concepcion, y a su a vez a Pikunche Centro, mucho mas cercano a

la poblacién de San Felipe/Los Andes.
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Figura 12 Andlisis de componentes principales entre Pikunche Norte, Pikunche
Centro, Pikunche Sur y las poblaciones de referencia. A. El PCA muestra las
poblaciones de referencia mestizas (circulo), nativas (triangulo), y al grupo de estudio
Pikunche (cuadrado). PIK_N corresponde a Pikunche Norte, PIK_C a Pikunche Centro, y
PIK_S a Pikunche Sur. SF_LA y LASER_COQ corresponden a las poblaciones de San
Felipe/Los Andes y La Serena/Coquimbo, respectivamente. B. contribuciéon por haplogrupo
del primer y segundo componente principal.
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5.5 Redes de Haplotipos
Se construyeron redes de haplotipos para los macrohaplogrupos B, C y D, las cuales

permiten visualizar los haplotipos compartidos por los individuos de las distintas
poblaciones de referencia, nativas y mestizas, y el grupo de estudio Pikunche. Las redes
muestran los pasos mutacionales entre los haplotipos, cuya posicion en la secuencia se
encuentra escrita entre los nodos. Las poblaciones se encuentran representadas por los
distintos colores, por orden geogréfico: con colores célidos, las poblaciones de la zona norte

y con colores més frios, las poblaciones de la zona centro-sur y sur.

Para la red de haplotipos del macrohaplogrupo B (Figura 13), se marcé en rojo la posicion
470G, polimorfismo fundamental para diferenciar B2i2 del resto de los B2. Como se
menciond anteriormente, el Haplogrupo B2i2 es propio de la zona centro-sur del Pais,
mientras que B2 se encuentra en mayor frecuencia en las poblaciones del norte del Pais.
A grandes rasgos, se puede observar que las poblaciones de la zona norte del pais se
encuentran al lado derecho, correspondiente a B2, y las poblaciones de la zona centro-sur
y sur del pais se encuentra en el lado izquierdo, correspondiente a B2i2. La mayoria de los
Pikunche se encuentran distribuidos en el lado izquierdo. Interesantemente, existen
haplotipos que se encuentran compartidos solo por Pikunche y San Felipe/Los Andes o con
Santiago.

Para el Haplogrupo C (Figura 14), se puede observar en rojo la posicion 258, polimorfismo
gue diferencia C1b13 de Clby el resto de C1. C1b13 se encuentra en mayor frecuencia en
las poblaciones de la zona centro-sur del Pais. Este haplogrupo esta representado a la
izquierda de la red. Pikunche, nuevamente se encuentra distribuido a lo largo de Is red, con
una mayor frecuencia del Haplogrupo C1b13. Interesantemente, existen haplotipos que solo

comparten Pikunche con la poblacion de Santiago y/o con la poblacién de Concepcion.

Finalmente, en la Figura 15 se muestra la red de haplotipos para el Macrohaplogrupo D. La
posicion destacada, 16187, corresponde al polimorfismo que diferencia los haplogrupos
D1g y D1. Se puede observar claramente que casi todos los individuos Pikunche se
encuentran al lado derecho de la red, correspondiente al haplogrupo D1g. Al lado izquierdo
de la red se encuentra el resto de haplogrupos D, donde se observan individuos Pikunche
representados con el haplogrupo D4h3a, donde existe un haplotipo compartido por
Pikunche, San Felipe/lLos Andes y Concepcion. También se observan haplotipos

compartidos solo por Pikunche y la poblacién de Concepcion.
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6. Discusion
En la presente memoria de titulo se analizaron los linajes maternos de un conjunto de

individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche, como parte del estudio de la
diversidad genética de las poblaciones nativas existentes previo al contacto europeo en la
zona central del pais. Para abordar esta probleméatica se utilizé la regién D-loop del DNA
mitocondrial. EI nUmero de copias citoplasmaticas, la alta tasa de mutacién, la herencia
uniparental materna y la no recombinacion, son caracteristicas que permiten que el DNA
mitocondrial pueda reconstruir con precision los linajes maternos humanos a través del
tiempo (Brown, 1980; Cann et al., 1987; Maier et al., 2022). Especificamente, la regién no
codificante o regién D-loop, posee tres regiones hipervariables que presentan una alta tasa
de mutacion, donde se encuentran los polimorfismos suficientes para definir estos 15
haplotipos: A2, A2+(64), B2, B2i2, B2i2a, B2i2b, C1, Clb, C1b13, Clc, C1d, D1, D1g, D1j
y D4h3a, utilizados como marcadores genéticos para el estudio de poblaciones (De Saint
Pierre et al., 2012), lo que otorga una vision precisa sobre los linajes maternos del grupo de
estudio, ademas del bajo costo y facilidad involucradas en la obtencién y andlisis de este
marcador; sin embargo, la utilizacién de mitogenomas completos permitiria un analisis de
mayor resolucion, ya que contempla polimorfismos en la regién codificante que permiten
discriminar haplotipos especificos, como es el caso de los polimorfismos que describen al

haplogrupo B4b y lo diferencian de B2 (Davidovic et al., 2020; King et al., 2014).

El primer objetivo especifico de este trabajo fue caracterizar los linajes maternos amerindios
del grupo de estudio Pikunche. Pese a las limitaciones existentes por la crisis sanitaria, y
gracias a la disposicion y colaboracion de los individuos que participaron del estudio, el
muestreo se llevé a cabo de manera exitosa, obteniéndose un total de 109 muestras

distribuidas a lo largo de cinco regiones del Pais.

La estandarizacion del protocolo de extraccion de DNA utilizando los Swabs y el kit Quick-
DNA™ Miniprep Plus Kit, Zymo Research, también resultdé satisfactoria. El tiempo
transcurrido entre el muestreo y los andlisis fue entre 10-25 dias; no obstante, se pudo
extraer el DNA con integridad suficiente para lograr la amplificacién por PCR de la region
D-loop de la totalidad de las muestras consideradas en el estudio. Interesantemente, se
observé un patron de degradacion que formé bandas de bajo peso molecular en todas las
muestras, el cual puede deberse tanto al tipo de muestra, es decir, células epiteliales
bucales de la cara interna de la mejilla posiblemente en fases terminales de su vida, como

al tiempo transcurrido entre la toma de muestra y la extraccion del DNA.
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En cuanto a la amplificacién de la regién D-loop del DNA mitocondrial, todas las muestras
presentaron un claro amplicon de alrededor de 1500 pares de bases, por lo que, a pesar de
la baja cantidad de DNA de algunas muestras y del patron de degradacién aparente, la

amplificacién resultd exitosa.

La purificacion y posterior secuenciacion de las muestras amplificadas fueron realizadas
por la empresa Macrogen, con los partidores previamente descritos en la metodologia, lo
cual se comprob6 al momento de analizar la calidad de las secuencias en el programa
Geneious. En este proceso existieron muestras que, en algunas regiones, tuvieron que ser
secuenciadas méas de una vez con diferentes partidores dada la presencia de poli C que
dificultan la secuenciacion. Sélo una muestra (PIK5004) no pudo secuenciarse
completamente, quedando un gap en una regioén polimérfica entre la posiciéon 310 y 315,
aproximadamente. Si bien, este gap no se encontraba en una posicion que presente
polimorfismos determinantes para definir un haplogrupo mitocondrial, si tuvo que ser
eliminada para los andlisis de diversidad genética, ya que toma en cuenta el nimero de
polimorfismos y la diversidad nucleotidica. Entonces, la correcta secuenciacion y posterior
analisis de la misma, permiti6 que los 109 individuos pudieron ser asignados a un

haplogrupo o haplotipo mitocondrial de manera adecuada.

El segundo objetivo especifico buscaba comparar los haplogrupos y haplotipos obtenidos
para los individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche, con poblaciones mestizas de
la zona centro sur de Chile y poblaciones nativas tanto del extremo Norte como de la zona
centro-sur del Pais. Al analizar las frecuencias haplotipicas del conjunto de individuos que
se auto adscriben al pueblo Pikunche, encontramos que el grupo en estudio presenta una
alta frecuencia de linajes Amerindios (89%), lo que concuerda con estudios previos
realizados a diferentes poblaciones actuales de Chile, que presentan entre un 88% y un
91% de linajes maternos Nativo Americanos (Gomez-Carballa et al., 2016; Pezo et al.,
2022). Las frecuencias haplotipicas obtenidas, se ajustan al gradiente norte-sur descrito
para nuestro pais (Moraga et al., 2000). Dado que el muestreo se realizé en diferentes
localidades de la zona centro y centro/sur del Pais, se esperaba que tuviese una menor
frecuencia de los haplogrupos A2 y B2, comparado con los otros haplogrupos. En cuanto a
la frecuencia de los linajes maternos No Amerindios (11%), si comparamos con las
frecuencias obtenidas para otras ciudades del Pais, Santiago es la poblacién con el valor
mas cercano (12%) (Pezo et al., 2022). Si analizamos a fondo los linajes No Amerindios,
nos damos cuenta de que la mayoria corresponden a linajes de origen europeo y unos

pocos de origen africano.

43


https://paperpile.com/c/B7scHv/PwAK
https://paperpile.com/c/B7scHv/X5tY
https://paperpile.com/c/B7scHv/X5tY
https://paperpile.com/c/B7scHv/X5tY

No es un misterio que, durante la época de la Conquista de América, el mayor proceso de
mestizaje ocurrié entre mujeres indigenas y hombres hispanos; sin embargo, las mujeres
europeas también jugaron un papel fundamental en este proceso. Eran consideradas
“portadoras de un espiritu de civilizacién”, por lo que se promovia que las mujeres casadas
viajaran a reencontrarse con sus esposos, Yy a su vez se reclutaban mujeres solteras como
potenciales esposas para los hispanos que se encontraran solteros. Al correr los afos, las
ciudades americanas fundadas por espafioles ya tenian un nimero considerable de
mujeres y nifios hispanos (Socolow, 2016). Por otra parte, las mujeres africanas fueron
esclavizadas y enviadas al nuevo mundo desde la peninsula ibérica o0 como mercaderia de
comercio directamente desde Africa. En América el sistema otorgaba acceso ilimitado de
los amos con sus esclavas, por ende, muchas llegaron incluso a convertirse en concubinas
de hombres blancos o mulatos, y la descendencia, legitima o no, adquiria de inmediato el
estatus de la madre (Socolow, 2016). Es asi como los hispanos constituyeron sociedades
en las que indigenas y africanos eran la fuerza de trabajo, o que permitié su interaccion
constante, conduciendo a un largo periodo de mestizaje (Fabregat, 2013). Estos
antecedentes podrian explicar las frecuencias de linajes europeos y africanos, encontrados
en el conjunto de individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche. Ahora bien, debido
a que los individuos analizados en el estudio son parte de la poblacion mestiza de Chile
actual, los linajes maternos no amerindios presentes en el grupo de estudio podrian
explicarse tanto por la presencia de estos linajes durante el proceso de conquista y colonia
europea, como por los distintos eventos migratorios mas tardios ocurridos a fines del siglo

XIX'y comienzos del siglo XX.

Al profundizar en los linajes Nativo Americanos presentes en el grupo de estudio, los que
se encuentran en mayor proporcion son linajes restringidos al Cono Sur de Sudamérica
(B2i2, C1b13 y D1g), especificamente a la zona centro-sur de Chile y Argentina (de Saint
Pierre et al., 2012). Al comparar estos haplogrupos con otras poblaciones nativas y
mestizas de Chile, constatamos que Pikunche posee frecuencias muy similares con algunas
de las poblaciones de la zona centro-sur del Pais. Santiago, San Carlos, Concepcion y
Huilliche son poblaciones que presentan las frecuencias mas cercanas a Pikunche en los
tres haplogrupos; mientras que La Serena/Coquimbo presenta valores cercanos a Pikunche
solo de B2i2b y D1g, y San Felipe/Los Andes solo de B2i2b y C1b13. Esto también pudo
distinguirse en las redes de haplotipo, donde se observd claramente que individuos
Pikunche presentan en su mayoria, haplogrupos B2i2, C1b13 y D1g. Mas aun, también fue
posible observar en las redes, que Pikunche comparte ciertos haplotipos con poblaciones
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mestizas de la zona centro/sur de Chile, sobre todo con las poblaciones de Santiago y
Concepcion, independientemente de los tres linajes especificos. Estos resultados sugieren
gue el conjunto de individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche, comparten un
acervo genético comun que los vincula a las poblaciones mestizas y nativas de la zona
centro-sur de Chile. Similitud que también se observa en los andlisis de diversidad genética
estandar y de estructuracion poblacional, donde Pikunche se encuentra mas cercano a las

poblaciones mestizas de referencia ubicadas en la zona centro-sur del Pais.

Los analisis de estructuracion poblacional nos confirman esta cercania o similitud entre
Pikunche y poblaciones mestizas del centro/sur del Pais. Los valores de Fst consideran una
baja diferenciacidn genética cuando Fst<0.05 y, una alta diferenciacion cuando FST>0.15
(Men et al., 2017). Bajo este criterio, Pikunche present6 una alta diferenciacion solo con las
poblaciones nativas del extremo norte de Chile, y con todas las otras poblaciones, nativas
y mestizas de referencia, una baja diferenciacién; sin embargo, los valores mas pequefios
de Fst fueron con las poblaciones de Santiago, Concepcion y San Carlos, poblaciones

mestizas de la zona centro/sur de Chile.

El resultado de la matriz de Fst se pudo visualizar con el dendrograma de Neighbour-joining
construido a partir de la misma, que ubica a Pikunche a una pequefa distancia genética de
estas tres poblaciones, ademas de Huilliche, poblacién nativa del centro/sur de Pais. Algo
interesante de mencionar es que Santiago, geograficamente, es una poblacién vecina a
San Felipe/Los Andes (ubicada a menos de 100 km de distancia), y ademas se ubica
500 km aproximadamente al norte de Concepcién; no obstante, el dendrograma ubica
genéticamente a Santiago mas cerca de Concepcidn y poblaciones del Sur que de San
Felipe/Los Andes, hecho que fue previamente observado por (Bodner et al., 2012; Pezo et
al., 2022). Este fenbmeno se debe principalmente a la contribucion del haplogrupo D1g, con
frecuencias bastante similares en Santiago y Concepcion (21% y 23%) (Bodner et al.,
2012); a diferencia de San Felipe/Los Andes que solo posee un 9% (Pezo et al., 2022). Esto
también pudo observarse en el PCA, ya que tanto el primer como el segundo componente
poseen una mayor contribucién de este haplogrupo. Ademas, existe una explicacion
histdrica y socio-cultural para este acontecimiento, donde Santiago como Capital de Chile
ha sido un destino constante de migracion nacional, sobre todo de las poblaciones mas
surefias del pais, nativas o mestizas, sufriendo un crecimiento exponencial en los Ultimos
100 afos, comparado con el mantenimiento estable en el tamafio de la poblacion de otras
ciudades (Pezo et al., 2022; Leiva, 2010).
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El analisis de componentes principales es de los métodos estadisticos mas utilizados en
genética de poblaciones, ya que ayuda a identificar estructura en la distribucién de la
variaciébn genética, en este caso haplogrupos y/o haplotipos mitocondriales, pudiendo
visualizar las distancias genéticas entre las poblaciones a estudiar (McVean, 2009). En este
estudio, el PCA se llevo a cabo a partir de frecuencias relativas de haplogrupos y haplotipos
especificos presentes en cada poblacion, por lo que cada componente principal (PC)
presentd una contribucién de linajes diferentes que organiza convenientemente a las
poblaciones con un eje norte-sur. PC1 explicé el mayor porcentaje de la varianza, siendo el
componente mas representativo. PC3 no fue considerado en los andlisis ya que explicaba
un porcentaje de varianza muy pequefio, del cual no podian interpretarse resultados
representativos. Este andlisis con el grupo de estudio Pikunche y las poblaciones de
referencia, posicioné a Pikunche proximo a las poblaciones mestizas de Santiago,
Concepcion, San Carlos y, la poblacién nativa Huilliche, formando una clara y casi aislada
agrupacion de poblaciones de la zona centro/sur del Pais. Esta pequefia diferenciacion y
distancia genética, observada tanto en el dendrograma como en el PCA, sugiere que el
grupo de estudio Pikunche se comporta como una “poblacion” de la zona centro o centro/sur
del Pais. Existen varias razones que podrian explicar estos resultados:

La primera es que Pikunche, Mapuche y otras poblaciones originarias del centro/sur del
pais, y aquellas poblaciones mestizas que derivan de estas, comparten un acervo genético
mitocondrial comun, lo que explica que compartan linajes y frecuencias similares de estos
(Arango-lsaza et al., 2023). Por otra parte, la colonizacién, el mestizaje, el aislamiento y la
migracion conducen a que los individuos puedan presentar mayor o menor relacion genética
con otras poblaciones, generando una estructuracioén de la variacion genética (McVean,
2009), por lo que la segunda opcion es que gente Pikunche o protopikunche haya migrado
tempranamente hacia el Sur difundiendo sus linajes. Esta opcién no es del todo compatible
con los tamafios poblacionales de los grupos Pikunche y Mapuche segun lo descrito por los
cronistas (Faron, 1960; Bengoa 2000; Bengoa, 2004; Solis LL, 1985; Vargas, 2011; Merino,
2020). La tercera opcién es que habitantes del Sur hayan migrado a territorio Pikunche de
forma temprana (expansiéon Mapuche previa al arribo del Inka) o tardiamente (migracion
campo ciudad a principios del siglo XX), asimilando sus linajes a través del tiempo y
generando esta distribucion de frecuencias genéticas. Por otra parte, también se podria
sugerir que en realidad esta auto adscripcién no tiene una base genética aparente. Esta
ultima posibilidad cobra sentido al momento de dividir al grupo de estudio segun el lugar de
residencia de la madre, donde se pudo observar que cada grupo se asemeja mas a las
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poblaciones geograficamente relacionadas. Si el grupo de estudio Pikunche fuese una
poblacion consolidada tempranamente, es decir, previo al contacto europeo e incluso previo
al contacto con el imperio Inka, independiente del lugar de residencia de la madre, se
esperaria que todas las divisiones se comportaran como un conglomerado; pero eso no
ocurre y se puede observarcomo cada grupo se asemeja mas a diferentes poblaciones del
centro o Centro/sur, sobre todo al dividirlo en norte, centro y sur. No olvidemos eso si que
los resultados provienen de datos de variabilidad genética mitocondrial, y por tanto de
origen materno; que los criterios de adscripcion a un determinado pueblo originario son
mayoritariamente culturales; y que uno de los criterios de inclusion en el estudio fue la

presencia de apellidos indigenas que son de trasmisién por linea paterna.

Al analizar la primera division (Pikunche Norte/Pikunche Sur), tanto en el dendrograma de
Neighbour-Joining (Figura 8) como en el andlisis de componentes principales (Figura 11),
se pudo observar que comparado con Pikunche, PIK_N se ubicé genéticamente mas al
norte, un poco mas cerca de la poblacion de San Felipe/Los Andes, y PIK_S mas al sur,
disminuyendo la distancia con las poblaciones de San Carlos y Huilliche, e incluso con
Pehuenche. PIK_N estd constituida por individuos de las regiones de Coquimbo y
Valparaiso (n=26), y presentd una frecuencia relativa del haplogrupo B2, similar a la de la
poblacion de referencia de La Serena/Coquimbo; Asimismo, PIK_S conformada por
individuos de las regiones Metropolitana, O'Higgins y Maule (n=62), presentd una
frecuencia relativa del haplogrupo B2 mucho mas baja, similar a la de las poblaciones de la
zona Centro/sur, lo que estaria explicando la notoria division entre ambos grupos. El PCA
(Figura 11) muestra que persiste este conglomerado de poblaciones de la zona centro/sur
del Pais, incluyendo PIK_N y PIK_S. Sin embargo, PC1 distingue a PIK_N de PIK_S,
ubicandose el primero mas cercano a las poblaciones del centro norte, mientras que el
segundo més a las del centro sur. PC1, poseia una mayor contribucién del haplogrupo B2,
seguido de D1g y C1b13, lo que explica que posicione a PIK_N a una menor distancia de

las poblaciones mestizas de la zona Centro del Pais.

Para la segunda division (Pikunche Norte/Pikunche Centro/Pikunche Sur) el dendrograma
de Neighbour-Joining construido a partir de la matriz de Fst (Figura 9), separ6 a PIK_N,
PIK_Cy PIK_S. Estas dos ultimas forman parte de un gran clado con poblaciones mestizas
y nativas del centro/sur de Chile, mientras que PIK_N se ubica en una posicion intermedia
entre este clado y San Felipe/Los Andes. Esta vez PIK_N se conformé solo por individuos

de la region de Coquimbo (n=20), presentando una frecuencia relativa del haplogrupo B2
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importante comparada con las otras dos divisiones, lo que explicaria separacion genética
entre los grupos. Aun asi, PIK_N aparece a cierta distancia de La Serena Coquimbo.
También, se pudo observar que PIK_C, constituida por individuos de las regiones de
Valparaiso, Metropolitana y O’Higgins (n=41), formé un clado con la poblacion mestiza de
San Carlos y la poblacion nativa Huilliche, con las que posee una menor distancia genética.
PIK_S, constituida por solo individuos de region del Maule (n=27), formé un clado con la
poblacion nativa Pehuenche, pero a una mayor distancia genética, hecho que pudo
reflejarse también con el segundo componente del PCA. PIK_S y Pehuenche, poseen
muchas similitudes en cuanto a frecuencias relativas de ciertos linajes. Ambas poblaciones
presentan la mayor frecuencia relativa del haplogrupo C1b13, y no poseen linajes A2, B2i2,
C1, Cih, y D1; pero poseen frecuencias relativas muy distintas de linajes B2i2b y D1g, lo
que explicaria la mayor distancia genética entre ellas, comparada con otras poblaciones. El
posterior andlisis de componentes principales ya no evidencia la agrupacion marcada de
poblaciones de la zona centro/sur, como en los PCA previos, y pudo observarse claramente
como estas tres divisiones se encuentran mas distantes entre si. Como ya se menciong, la
contribucion de haplogrupos y la explicacion de la varianza en cada componente es la que
influye directamente en la interpretacion del PCA. PC1 poseia la misma contribucion de
haplogrupos que el anterior, ubicando a las tres divisiones geograficamente de norte a sur
rodeando a poblaciones mestizas y nativas de la zona centro/sur de Chile, a excepcion de
Pehuenche. El segundo componente presenté una mayor contribucion del haplogrupo
C1b13, seguido de B2i2b, B2, D1g y Clb, y esta vez explicé un porcentaje un poco mas
alto de la varianza, por lo que las distancias entre las poblaciones variaron. La alta
frecuencia de C1b13 que posee Pehuenche y PIK_S explicaria su cercania en el graficot,
y a su vez, la lejania con la agrupacién que se veia anteriormente de las poblaciones de la
zona centro/sur del Pais. Asimismo, con PIK_C, que presenta frecuencias relativas
semejantes en estos linajes con San Felipe/Los Andes. No obstante, PC1 sigue explicando
la mayoria de la varianza (72,94%) por lo que la informacién que otorga este componente
es la més representativa. La lejania entre las divisiones de los grupos, y las variaciones en
las aproximaciones con otras poblaciones de referencia distintas, comparado con Pikunche,
sugiere que no es una entidad poblacional consolidada y homogénea, por lo que se podria
sugerir que los individuos que se auto adscriben a este pueblo, al menos en términos de
linajes mitocondriales, son posiblemente mas afines a las poblaciones actuales a las que
pertenecen que a una Unica poblacién. No obstante, esto no quita que en términos

culturales si lo sean.
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Finalmente, la encuesta sobre la identidad y pertenencia a los 109 individuos participantes
del estudio arroj6é que, la mayoria dice ser descendiente (84%) e identificarse (88%) con los
pueblos Mapuche-Pikunche, seguido de solo Pikunche o solo Mapuche. Esto guarda una
estrecha relacion con los linajes Nativo Americanos del grupo de estudio, los cuales
representan el 89%. Por otra parte, de los individuos que presentaron linajes No Amerindios
(n=12), solo tres dicen no saber 0 no ser descendientes de algin Pueblo Originario, y solo
dos (1 distinto del anterior) dicen no identificarse con alguna Etnia Indigena. La mayoria de

ellos dice ser descendiente e identificarse con el pueblo Pikunche o Mapuche-Pikunche.

El hecho de que la mayoria de los individuos se identifique con el pueblo Pikunche o
Mapuche-Pikunche, respalda que los participantes del estudio se auto adscriben realmente
a este Pueblo. Los individuos que no se identifican con el pueblo Pikunche, pueden deberse
a los otros criterios considerados para la inclusion en el estudio tal como se describe en
materiales y métodos. Dado que los participantes del estudio que colaboraron en la eleccién
y toma de muestras poseen un conocimiento acabado del pueblo Pikunche, confiamos en

que este resultado no sea el resultado de un sesgo de muestreo.

Con respecto a la pertenencia a alguna comunidad indigena, la mayoria dice no pertenecer
a ninguna comunidad Indigena, lo que se explica debido a que en Chile no se encuentra
reconocido al pueblo Pikunche, por lo que no existen comunidades de este pueblo
reconaocidas por la Corporacion Nacional de Desarrollo Indigena (Conadi), a menos que les

pongan el nombre de algin pueblo originario reconocido.

Al analizar los apellidos paternos de cada individuo, se observé que la mayoria de los
Apellidos fueron de origen europeo, 77% (espafiol 70% y no espafol 7%). También se
analizaron los apellidos maternos, aunque cabe sefialar que estos se pierden mas rapido a
través de las generaciones, donde la mayoria también fue de origen europeo 84% (espafiol
78% y no espafiol 6%). Los apellidos restantes son de origen Amerindio-Mapuche (18% y
11%), y el 5% no se logré determinar, en ambos casos. Del analisis de los cuatro apellidos
de los padres de los individuos, es decir, los dos apellidos de la madre y los dos apellidos
del padre, se desprendi6 que 41 individuos presentan padres con al menos un apellido
indigena. Se utilizaron estos y no los de los abuelos maternos, ya que, como se menciond

anteriormente, muchos de esos datos estan perdidos.

El hecho de que la mayoria de los apellidos encontrados fueran de origen europeo-espariol,

no fue sorprendente, ya que histéricamente, Chile Central atravesd un largo proceso de
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migracion y asimilacion indigena (Solis, 1985; Bengoa, 2004; Faron,1960), que condujo a
la pérdida no solo de algunos linajes, sino que también de apellidos. Por otra parte, que la
mayoria de los apellidos Amerindios sean de origen Amerindio-Mapuche puede deberse a
gue la busqueda para la clasificacion de los apellidos indigenas se realizé con la base de
datos de la Conadi, la cual aun no presenta un listado con apellidos del resto de los pueblos
originarios. Obviamente, dado que el estado de Chile no reconoce al pueblo Pikunche como
uno de los pueblos indigenas de nuestro territorio, no es sorpresa que no exista la categoria
apellido Pikunche en nuestro analisis. Por otra parte, si tomamos en cuenta que el grupo
de individuos estudiado en esta Memoria se comporta, en términos de sus linajes maternos,
como una poblacion mestiza de zona centro-sur de Chile, bastante similar a Santiago, tanto
el alto porcentaje de apellidos europeos como el bajo porcentaje de apellidos amerindios-
mapuche cobra sentido.

Hay que destacar que la asimilacion indigena, aunque contribuy6 a la invisibilizacién del
componente Pikunche en la poblacién de la zona central del pais, permiti6 que se
preservaran algunos elementos de su cultura y algunos linajes mitocondriales propios de
los habitantes originarios de la region. Por lo mismo, independiente de los linajes
mitocondriales y sus frecuencias encontradas en esta memoria en el grupo en estudio, tanto
la continuidad territorial como la adscripcién cultural actual constituyen un espacio de
crecimiento para las comunidades que se sienten descendientes y parte del pueblo

Pikunche.

7. Conclusiones
El conjunto de individuos que se auto adscriben al pueblo Pikunche presentan, en su

mayoria, ancestros maternos indigenas, y una alta frecuencia de linajes B2i2, C1b13y D1g,
lo que los restringe especificamente en el Cono Sur de Sudamérica y los vincula a las
poblaciones originarias de esta area. Al comparar al grupo de estudio con las poblaciones
de referencia, queda en evidencia que Pikunche posee frecuencias relativas de linajes
maternos semejantes a las poblaciones mestizas de la zona centro-sur de Chile; Sin
embargo la alteracion en la estructuracion genética al dividir al conjunto de individuos,
segun el lugar de residencia de la madre, sugiere que los individuos no constituyen una
unidad poblacional homogénea, y que mas bien poseen una distribucion de linajes similar
a las poblaciones mestizas de la zona centro y centro-sur del Pais con que se relacionan

geograficamente.
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Claramente seria ideal obtener alguna referencia genética antigua de Pikunche, para asi
poder realizar una aproximacion mucho mas adecuada y concreta del grupo de estudio,
pero lamentablemente, esta poblacion disminuy6 considerablemente en los periodos de
Conquista y Colonia Espafiola, llegando a considerarse extinta, lo que dificulta
enormemente la obtencién de datos antiguos. Para complementar lo realizado en esta
memoria de titulo, seria interesante estudiar marcadores autosémicos (SNPs) para evaluar
mestizaje, lo que permitiria cuantificar la contribucién genética Amerindia y de alguna otra
poblacion, principalmente europea, y asi tener una visibn mas completa sobre la ancestria
genética de estos individuos, y no solo de sus linajes maternos.
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Dendrograma Neighbour-joining de secuencias D-loop del conjunto de individuos
gue se auto adscriben al pueblo Pikunche. En la imagen se observa el dendrograma de
neighbour-joining realizado con las secuencias de los individuos, representado en forma
circular. Cada gama de color representa un haplogrupo mitocondrial. La gama azul
corresponde a C1, verde a D1 y D4h3a, amarillo A2, naranjo a B2. El color gris muestra los

haplogrupos no amerindios (NA).
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
meweenes  COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

(Documento en versién 1 corregida 15.01.2018)

Con fecha 12 de Junio de 2018, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarz(n G., Médico Neumélogo, Presidente

Dr. Hugo Amigo C., PhD., Especialista en Salud Publica, Vicepresidente
Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad.
Dra. Gricel Orellana, Médico Neuropsiquiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bi6loga Celular

Dra. Maria Angela Delucchi Bicocchi, Médico Pediatra Nefrélogo.

Dr. Miguel O'Ryan, Médico Infectdlogo

Prof.2 Maria Luz Bascufian Psicéloga PhD, Prof. Asociado.

Ha revisado el Proyecto de Investigacién titulado: “DEL POBLAMIENTO INICIAL DEL CONTINENTE
A LA DIFERENCIACION GEOGRAFICA REGIONAL: UN ESTUDIO DIACRONICO DE LINAJES
MATERNOS EN POBLACIONES HUMANAS DE CHILE”. Y cuyo investigador responsable es el Dr.
Mauricio Moraga Vergara, quien desempefia funciones en el Programa de Genética Humana, 1.C.B.M,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de investigacion in extenso.

CV del investigador responsable y de los Co-investigadores.

Consentimiento Informado

Carta de aceptacion de las autoridades de las instituciones en que se realizara el estudio
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz de
los postulados de la Declaracién de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Préctica Clinica de ICH 1996.

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente manera sobre los
aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a) Caracter de la poblacion estudiada: No cautiva, no terapéutico

b) Utilidad del Proyecto: Aporte al conocimiento de la ancestria de la poblacién actual chilena

C) Riesgos y Beneficios: No hay riesgos para los participantes. Se usaran muestras previamente
obtenidas por otros proyectos y objetivos comunes. Las muestras nuevas son de saliva y de
sangre

d) Proteccion de los participantes (asegurada por el Consentimiento Informado): Si estan
protegidos
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€) Notificacion oportuna de reacciones adversas: No se visualizan reacciones adversas

f) Elinvestigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del estudio a este
Comité al finalizar el proyecto: Si se compromete

g) Requiere seguimiento Site Visit_: Si No X Tiempo estimado_N° de visitas

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto esta bien justificado y que no significa
para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que minimos.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacion ética para la

realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Se extiende este documento por el periodo de un afio a contar desde la fecha de aprobacion
prorrogable segln informe de avance y seguimiento bioético.

Lugar_de realizacion del estudio: Programa de Genética Humana, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Santiago, 12 de Junio de 2018.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO

Del poblamiento inicial del continente a la diferenciacién geografica regional:
un estudio diacrdnico de linajes maternos en poblaciones humanas de Chile.

Nombre del Investigador principal: Dr. Mauricio Moraga Vergara

R.U.T. 10.442.816-9

Institucion: Programa de Genética Humana, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Teléfonos: 229786599

Invitacion a participar: Estamos invitando a usted y a otras personas de su
localidad a participar en el proyecto de investigacion “Del poblamiento inicial del
continente a la diferenciacién geografica regional: un estudio diacronico de linajes
maternos en poblaciones humanas de Chile”. Este proyecto busca indagar en el
pasado de la poblacion chilena mediante el estudio del ADN mitocontrial de
chilenos y chilenas actuales. El ADN mitocondrial en particular se hereda desde las
madres a las hijas e hijos y ha sido usado extensamente en el estudio del
poblamiento de América.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivo conocer las variantes de ADN
mitocondrial presentes en la poblacion chilena, especificamente aquellas de origen
nativo americano, de modo de detectar variantes no detectadas previamente en
poblaciones originarias.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar, se le solicitara que responda una breve
encuesta respecto a su origen y el de sus padres, ademas se le pedird que nos de
aproximadamente 2 ml de saliva, para lo cual tendra que escupir en un tubo
estéril. Todo el procedimiento incluyendo la encuesta no le tomard mas de veinte
minutos.

Riesgos: Los procedimientos relacionados a la toma de muestra de saliva no
revisten ningln riesgo ni molestia para usted.

Costos: Este estudio no tendra ningun costo para usted.
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Beneficios: Este estudio no le proporcionard a usted beneficios personales
directos, pero contribuira al conocimiento de la estructura genética de la poblacién
chilena. Este conocimiento podria tener efectos beneficiosos respecto a la
implementacion de politicas de salud o de analisis de genética forense.

Alternativas: Usted es libre de participar o no participar en esta investigacion y
esa decisién no tendra ninguna consecuencia para usted.

Compensacion: Ud. no recibird ninguna compensacién econémica por su
participacion en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacién en este
estudio sera conservada bajo absoluta reserva. Las muestras de saliva no tendran
los nombres del participante siendo reemplazados por un nimero que hara
andnima su muestra de ADN. Cualquier publicacién o comunicacion cientifica de
los resultados de la investigacion sera completamente anénima y presentara sélo
datos agregados a nivel poblacional.

Voluntariedad: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria y
usted puede retirarse en cualquier momento del estudio comunicandolo al
investigador responsable, de ser asi su muestra sera destruida a peticién suya.

Derechos del participante: Usted tiene derecho a conocer los resultados
generales del estudio y los suyos propios, los que podra solicitar al investigador
responsable del proyecto si asi lo desea. Usted recibird una copia integra y escrita
de este documento de consentimiento informado firmado. Si usted requiere
cualquier otra informacién sobre su participacién en este estudio puede

229786599 o 229786466.

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del
“Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G.,
Teléfono: 229789536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra
ubicada a un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina,
Universidad de Chile en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.
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Conclusidn:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Del poblamiento inicial del continente a la diferenciacion geografica
regional: un estudio diacrénico de linajes maternos en poblaciones humanas de

Chile.”

Nombre de la o el Participante
Rut:

Nombre de la o0 el Encuestador

Rut:

Mauricio Moraga Vergara

Nombre del investigador
Rut: 10.442.816-9

Fecha: / /20__

Firma

Firma
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FICHA TOMA DE MUESTRA

PROYECTO: “Del poblamiento inicial del continente a la diferenciacidn geografica regional: un estudio
diacrdnico de linajes maternos en poblaciones humanas de Chile.”

INVESTIGADOR RESPOSABLE: Dr. Mauricio Moraga F: 229786599 correo: mmoraga@med.uchile.cl
INSTITUCION PRINCIPAL: PGH, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

FECHA TOMA MUESTRA: ___/__ /202_

N° MUESTRA: PIK

LUGAR DE TOMA DE MUESTRA:

DATOS DE CONTACTO:

EDAD: ARNO DE NACIMIENTO: LUGAR DE NACIMIENTO:

NOMBRES:

APELLIDO PATERNO: APELLIDO MATERNO:

LUGAR DE RESIDENCIA: SEXO: MASCULINO ___ FEMENINO ___

DATOS DEL PADRE:

APELLIDO PATERNO: APELLIDO MATERNO:

LUGAR NACIMIENTO: LUGAR RESIDENCIA:

DATOS DEL ABUELO PATERNO:

APELLIDO PATERNO: APELLIDO MATERNO:

LUGAR NACIMIENTO: LUGAR RESIDENCIA:

DATOS DE LA ABUELA PATERNA:

APELLIDO PATERNO: APELLIDO MATERNO:

LUGAR NACIMIENTO: LUGAR RESIDENCIA:




DATOS DE LA MADRE:

APELLIDO PATERNO:

LUGAR NACIMIENTO:

DATOS DEL ABUELO MATERNO:

APELLIDO PATERNO:

LUGAR NACIMIENTO:

DATOS DE LA ABUELA MATERNA:

APELLIDO PATERNO:

LUGAR NACIMIENTO:

APELLIDO MATERNO:

LUGAR RESIDENCIA:

APELLIDO MATERNO:

LUGAR RESIDENCIA:

APELLIDO MATERNO:

LUGAR RESIDENCIA:

IDENTIFICACION ETNICA / ADCRIPCION CULTURAL

En Chile se reconoce la existencia de pueblos originarios indigenas.

¢Es usted descendiente o tiene antepasados de alguno de ellos? Si___ No éCual?
¢Se siente identificado con alguna etnia indigena? Si__ No___ ¢éCudl?
Pertenece a una comunidad o asociacidn indégena? Si__ No___ ¢Cudl?

OBSERVACIONES:
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