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Recientemente, diversos estudios sobre la poblaciéon uruguaya han demostrado que esta
conformada por desiguales aportes de europeos, africanos y pueblos originarios, entre
otros. El aporte indigena es mayor cuando se analiza la contribucion por linea materna,
aunque su origen étnico/geografico no es claro, ni tampoco cuando ni cémo llegaron los
distintos grupos. Para aportar al conocimiento del poblamiento prehistérico e histérico
del territorio y sus relaciones con otras poblaciones se analizan, por secuenciacién ma-
siva, 32 genomas mitocondriales completos (mitogenomas) de habitantes actuales del
pais, identificados previamente por sus regiones hipervariables como correspondientes
a los cuatro haplogrupos principales de origen americano. Se determinaron siete nue-
vos subhaplogrupos (A2be, A2bf, B2an, C1d1h, C1b30, C1b31y D1x), otro se redenominé
(C1d1d - actual C1d1qg) y se plantea la revision de los criterios de asignacion de B2b6 y
D1g5. Se estimo la antigliedad de los subhaplogrupos nuevos, que varia entre 4554 y
11985 anos, con la excepcién de C1d1g, cuya edad fue estimada en 20736 afos. Algunas
secuencias pudieron ser vinculadas a distintos grupos étnicos o a diversas regiones geo-
gréficas, como Amazonia, Chaco, Pampa, o Andes. Se discuten las nuevas asignaciones de
subhaplogrupos y las de algunos previamente definidos, asi como su distribucién geo-
grafica y antigliedad, con relacién al panorama general de América del Sur. https://doi.
org/10.24215/18536387e042

Palabras Clave: ADN mitocondrial; migraciones; Sudamérica.
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by unequal contributions from Europeans, Africans, Native Americans, and others. The
native component is larger when maternal contribution is analyzed, but its ethnic/
geographic origin remains unclear, as it is also unclear how and when these groups
arrived. To contribute to the knowledge about prehistoric and historic peopling of the
territory and its relations with other populations, 32 complete mitochondrial genomes
(mitogenomes) were obtained by next generation sequencing. They belong to present
inhabitants of the country, whose hypervariable regions were previously analyzed and
whose identified haplogroups belonged to one of the four main haplogroups of Native
American origin. Seven new subhaplogroups (A2be, A2bf, B2an, C1d1h, C1b30, C1b31
and D1x) were determined, another was redenominated (C1d1d - present C1d1g), and
the criteria to assign B2b6 and D1g5 were reviewed. The age of the new subhaplo-
groups was estimated between 4.554 and 11.985 years, while the age of C1d1g was
estimated in 20.736 years. Some sequences could be related to different ethnic groups,
or to several geographic regions such as Amazonia, Chaco, Pampa or Andes. The new
subhaplogroup assignations, together with their geographic distribution and chronol-
ogy, are discussed in relation to the general panorama of South America.https://doi.
0rg/10.24215/18536387e042

Keywords: mitochondrial DNA; migrations; South America.

Hasta hace pocas décadas se consideraba que la poblacién indigena del Uruguay
habia sido exterminada sin dejar descendientes, tal como se manifestaba en la vision
“oficial” plasmada en el Libro del Centenario de 1925 (L6pez Campana y Castells Carafi,
1925) y que aun continla vigente en algunos sectores de nuestra sociedad. La identidad
nacional enfatizaba el etnocidio Charrta en los episodios que culminaron en la matanza
de Salsipuedes en 1831, aun existiendo referencias a repartos de indigenas en diversas
oportunidades (Cabrera Pérez, 1983; Padron Favre, 1986), o a caciques que escaparon
de la matanza y cuyos descendientes se han identificado en la poblaciéon actual (Acosta
y Lara, 1981). Por otra parte, la identidad nacional no incluia a otros grupos indigenas,
si bien es conocido que el General Rivera trajo de las Misiones Jesuiticas, entre 8.000
y15.000 indigenas misioneros (estos indigenas serian principalmente Guaranies, pero
también de otras etnias; Curbelo y Barreto, 2010); Rivera instalé estos indigenas en Santa
Rosa del Cuareim (actual Bella Unién). Ademas, diversas fuentes mencionan Chands y
Guenoas hasta el siglo XVIII (Cabrera Pérez, 1992).

Actualmente, el 4,5% de la poblacion uruguaya reconoce tener ancestros indigenas
(INE, 2012), valores que muestran una clara subdeclaracién si se considera que aproxima-
damente el 14% del genofondo de la poblaciéon es de origen indigena, y entre 34y 37% si
se considera la ancestria materna, con maximos que superan el 60% en el norte del pais
(Bonilla et al., 2004; 2015; Sans et al., 2015a). Estos estudios han sido posibles, fundamen-
talmente, por el avance en las técnicas moleculares que permiten estas cuantificaciones
de modo confiable.

En relacion a la herencia materna, el empleo de genomas mitocondriales completos
(mitogenomas) ha contribuido a aumentar la resolucién de la informacion, que se basaba
inicialmente en el andlisis de las regiones hipervariables (HVR) I y Il. A partir de los mitoge-
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para las poblaciones americanas, siendo los mas frecuentes A2, B2, C1b, Clc, C1d, D1,

agregan otros (Tamm et al., 2007, entre otros).

Los subhaplogrupos regionales o locales permiten una mejor identificacion de luga-
res de origen y rutas migratorias durante y después del poblamiento de América. En Uru-
guay, Sans y colaboradores (2015a) encontraron algunos subhaplogrupos previamente
definidos para la region, como por ejemplo D1j, inicialmente encontrado en Chile y Ar-
gentina, pero extendido hasta Brasil y Uruguay (Bodner et al., 2012; Garcia et al., 2012). Por
otra parte, se identificé un nuevo subhaplogrupo, C1d3, al que se le estimé una antiglie-
dad de 8.974 afos (intervalo de confianza 95% 5.748-12.261) (Figueiro et al., 2011; Sans
etal., 2012, 2015b). No se han encontrado casos bien documentados de este subhaplo-
grupo fuera del pais. Sin embargo, hasta la fecha se contaba con menos de una decena de
mitogenomas de haplogrupos indigenas de Uruguay, impidiendo un analisis detallado
de afinidades interpoblacionales a nivel regional y continental.

Con el objetivo de aportar al conocimiento del poblamiento prehistérico e histérico
del territorio uruguayo y sus relaciones con otras poblaciones indigenas o cosmopolitas,
se analizan mitogenomas de los cuatro haplogrupos principales de origen indigena de la
poblacién uruguaya actual.

MATERIAL Y METODOS

Muestra

Se seleccionaron 32 muestras de ADN de origen indigena a partir de distintos pro-
yectos ya realizados (Sans et al., 2011; Bonilla et al., 2015; Flores Gutiérrez, 2019; Negro,
2019), de investigaciones que se realizan en el Polo de Desarrollo Universitario “Diversi-
dad Genética Humana” (Centro Universitario de Tacuarembd, Universidad de la Republi-
ca) y del Proyecto Urugenomes del Institut Pasteur Montevideo. Las 32 muestras, tomadas
de distintos puntos del pais (Fig. 1), corresponden a los siguientes haplogrupos: A2: 7
individuos; B2: 8 individuos; C1:11 individuos; D1: 6 individuos (Tablas Suplementarias
S01-S05).

Debe sefialarse que no se trata de una muestra representativa, y que se siguieron
dos criterios de seleccion a partir de la HVRI a fin de reflejar la variabilidad existente en el
pais: muestras sin secuencias similares a nivel regional, y muestras con claras afinidades
regionales, buscando establecer la profundidad temporal de los eventos microevolutivos.

Obtencion de las secuencias

A partir de ADN previamente extraido en diversos proyectos y clasificado en los haplo-
grupos A2, B2, C1, 0 D1, se construyeron bibliotecas siguiendo el protocolo de lllumina Inc.
(2016) con dos modificaciones: el enriquecimiento fue realizado con cebadores previamente
disponibles en el laboratorio (9230F-2007R y 14856F-9397R, Rieder et al., 1998) en vez de los
especificados en el protocolo, y se emplearon, en caso de dificultades de amplificacion, tres
o cuatro fragmentos (9230F-14268R, 13233F-2007R, 14856F-3346R y 3169F-9397R, Rieder
et al., 1998; Martinez-Cruzado et al., 2005). La cuantificacion de los productos del enrique-
cimiento y de las bibliotecas terminadas se realizé mediante una combinacién de electro-
foresis en gel de agarosa y cuantificacién con fluorometro Qubit (Thermo Fisher Scientific).

G. FIGUEIRO ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 24(1), 2022. https://doi.org/10.24215/18536387e042 E
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FIGURA 1. Localizacién de los lugares de origen de los individuos cuyas secuencias se mencionan en este trabajo.

Se utilizé la secuenciacién de extremos pareados (paired-end) con un kit de 300 ciclos en un
equipo Illumina MiSeq en el Institut Pasteur de Montevideo. La profundidad de secuencia-
cién promedio de las muestras fue de entre 200x y 4000x aproximadamente (Tabla Suple-
mentaria SO5).

En los distintos proyectos de los cuales se tomaron las muestras se habia solicitado
consentimiento informado y se siguieron las pautas de las declaraciones formuladas en
Helsinky. Cuentan con el aval de la Comisién de Etica de la Facultad de Humanidades
y Ciencias, UdelaR, cuyo consentimiento informado incluye la conformidad a participar
de estudios de ancestria (121900-000087-14,121900-000140-14 y 121900-000211-16), a
excepcion de las muestras cuyo cédigo inicia por KC o URU. En el primer caso (KC), son
parte de un estudio caso-control sobre cancer de mama, que fue avalado por la Facultad
de Medicina, UdelaR, y cuyo consentimiento informado incluye el estudio de la ancestria
(071140-000439-06). En el segundo caso (URU), corresponden al proyecto Urugenomes,
del Institut Pasteur Montevideo, y cuentan con aval ético de dicha institucion (IP0O11-17/
CEI/LC/MB); el estudio abarcé ancestria en genomas completos.

FILOGEOGRAFIA DE MITOGENOMAS INDIGENAS n
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bridge corregida (rCRS -Andrews et al., 1999) mediante Bowtie2 (Langmead y Salzberg,
2012), y se procesaron los archivos de alineamiento y mapeo (SAM y BAM) usando
Samtools (Li et al., 2009). Se buscaron variantes (polimorfismos de un solo nucleétido,
inserciones y deleciones) con respecto a la rCRS mediante SNVer (Wei 2011). Las variantes

presentes en cada mitogenoma fueron empleadas para la confirmacion de los haplogru-
pos y la determinacion de los subhaplogrupos mas probables empleando HaploGrep 2
(Weissensteiner et al., 2016). En todos los casos, las definiciones de haplogrupos y subha-
plogrupos fueron tomadas de van Oven y Kayser (2009). Todas las secuencias analizadas
fueron incorporadas a GenBank, cédigos MW057658-MW057689.

Se utilizan los términos de haplogrupo y subhaplogrupo considerando haplogrupo a
los grupos de haplotipos fundadores que ingresaron a América (Tamm et al., 2007, Perego
etal., 2010) y subhaplogrupos a los derivados de éstos, como por ejemplo, A2ah o C1d1.

Anadlisis de afinidades regionales y construccién de filogenias

Se confeccionaron bases de datos de variantes para los haplogrupo A2,B2,C1y D1, quein-
cluyeron todas las secuencias mitocondriales completas disponibles en el repositorio GenBank
de acuerdo a MITOMAP (Lott et al., 2013), y se alinearon las secuencias utilizando GeneDoc
version 2.7.000. (Nicholas y Nicholas, 1997). La preparacién de las bases de datos a partir de
MITOMAP 'y la posterior preparacion de los datos para la elaboraciéon de los networks se
realiz6 mediante R 3.6.1 (R Development Core Team, 2003 ). Los sitios variables fueron
ponderados en base a su tasa de mutacién relativa (Soares et al., 2009), excluyéndose del
andlisis las inserciones y deleciones en los trechos 303-315,514-523 y 16184-16193 (Ban-
delt et al., 1999). En virtud del alto nUmero de secuencias vy sitios, se elaboraron median -
joining networks en dos etapas (Bandelt et al., 1999), una para seleccionar las secuencias de
mayor afinidad con las muestras uruguayas, y otra Unicamente con las secuencias seleccio-
nadas. Los networks creados en la segunda etapa fueron utilizados para la confeccién ma-
nual de las filogenias, que incluyeron los mitogenomas uruguayos Yy los sudamericanos
que presentaron mayor similitud (correspondientes a los haplogrupos A2, B2, C1y D1).

Estimacion de edad de subhaplogrupos

En el caso de subhaplogrupos de interés que no contaban con estimativos de edad ante-
riores —o donde la incorporacion de nuevas secuencias ameritaba una nueva estimacion de
edad—, la edad del ancestro comin mas reciente (TMRCA por su nombre en inglés) se calculd
a partir del estadistico p (Forster et al., 1996; Morral et al., 1994) de las secuencias divergentes.
Se ignoraron inserciones y deleciones, las mutaciones 16182C y 16183C, y las variantes en
la posicion 16519. El intervalo de confianza del 95% se establecié sumando y restando 1,96
errores estandar de p. La estimacion de la edad se realizé utilizando la tasa de sustitucion de
todo el genoma mitocondrial con correccion por profundidad temporal (Soares et al., 2009),
resultando en una asimetria positiva en el intervalo.

RESULTADOS

La Figura 2 muestra la localizacion de las secuencias con las que se hallé similitud, sepa-
radas por haplogrupo. Se describen las principales caracteristicas de los motivos de las 32

G. FIGUEIRO ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 24(1), 2022. https://doi.org/10.24215/18536387e042 H
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secuencias (Tablas Suplementarias S01-05), sus panoramas clasificatorios y sus afinidades
regionales. Se establecen nuevos clados o subhaplogrupos en los casos de secuencias que
comparten al menos una mutacién en la region codificante o dos en la region hipervariable, y

forman dos o mdas ramas derivadas. Se discutiran los criterios de las asignaciones en la siguien-

te seccion, que atafe también a algunos subhaplogrupos previamente definidos.

B A2ah B A2be

B A2bf

B B2b3a2 B B2e

B B2b6 B B2an

B C1d1g B C1d1h

B C1b30

=

W Dijla M D1g5 M Dix

B D1+15519C+16187A

@ nmitogenomas

A region hipervariable

FIGURA 2. Asignacion y relaciones filogenéticas de los mitogenomas uruguayos del haplogrupo D1. La etiqueta en rojo
corresponde a una denominacién nueva propuesta en este trabajo.
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grupo anteriormente definido fue el de la secuencia (1), de Trinidad (Sans et al., 2011),

que pertenece a A2ah, con un tronco comun con la secuencia (2), de Pert (Brandini et
al., 2018) y con dos secuencias (3, 4) de las provincias bolivianas de Santa Cruz y El Beni
respectivamente (Taboada-Echalar et al., 2013).
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FIGURA 3. Localizacién geogréfica de las secuencias que presentaron similitud con los mitogenomas uruguayos
secuenciados, incluyéndose los nuevos subhaplogrupos y D1+15519C+16187A.

Dos secuencias de Tacuarembé (6 y 7) y una de Riberao Preto, Brasil (8; de Araujo et al.,
2015) comparten con una secuencia de Montevideo (5) de la cual derivan, un motivo caracte-
rizado por once variantes con respecto al motivo ancestral de A2. Se propone, para el subha-
plogrupo compartido por estas 4 secuencias y caracterizado por las once mutaciones comu-
nes a éstas, la denominacion de A2be (59C, 64T, 152C, 297G, 3535C, 12618A, 15929G, 15930A,
16111C@, 16126C, 16278T - Tabla 1), lo cual sera discutido en la siguiente seccion.

Tabla 1: Subhaplogrupos propuestos en este trabajo

Sublaplogrupos  Secuencias* Mutaciones caracteristicas
Adbe 5a8 59GC, 64T, 152C, 297G, 3535C, 12618A, 15929G, 15930A, 16111C@,
16126C, 16278T
A2bf 9a23 4616T,16051G
B2an 36a38 103A, 152C, 14470C, 16241G
C1b30 57a62 2393T,16126C, 16270T
C1b31 63265 146C, 10993A, 12813T, 14587G, 15728T, 16136C, 16519C
Cid1g** 42 a46 16287T, 16311C
Cidth 47 a 50 7269A
Di1x 82a86 210G, 11150A, 15106A, 16239T

(*) Los nimeros corresponden a las Figuras 3 a 6. (**) El haplogrupo C1d1g fue definido por Perego et al. (2010)
como C1d1d.

G. FIGUEIRO ET AL./REV ARG ANTROP BIOL 24(1), 2022. https://doi.org/10.24215/18536387e042
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do de A2 por seis mutaciones, dos de las cuales se presentan en varias secuencias del Chaco

en este caso, es posible proponer un nuevo subhaplogrupo, A2bf, caracterizado por dos mu-
taciones compartidas por las secuencias uruguayas y chaquefas: 4616T, 16051G (Tabla 1).

Por ultimo, una secuencia de Montevideo (24), presenta un motivo de secuencia alta-
mente derivado con respecto a A2 sin que se haya podido establecer relaciones con otras
secuencias del haplogrupo.

Haplogrupo B2

Los ocho mitogenomas correspondientes a este haplogrupo se muestran en la Figura 4.
Tres secuencias fueron determinadas como pertenecientes a subhaplogrupos ya definidos
(dos B2b -uno de ellos B2b3a2-, y uno B2e), mientras que dos casos corresponden a una nue-
va rama del haplogrupo B2 denominada B2an (Tabla 1) y otros tres son Unicos.

La secuencia (25) de Montevideo, clasificada como B2b6, comparte mutaciones con
otras dos secuencias, (26), Xavante (Fagundes et al., 2008) y (27) de Loja, Ecuador (Brandini
etal., 2018). La pertenencia al subhaplogrupo B2b6 sera discutida en la siguiente seccion.

La secuencia (28) de Tacuarembd, fue clasificada como B2b3a2, presentando similitud
de secuencia con tres individuos de Brasil: uno de Sergipe (29), otro de Ceara (30; Gomez-
Carballa et al., 2018), y un indigena Kayap6/Kubenkokre (31; Fagundes et al., 2008).

La secuencia identificada como B2e (32) de Montevideo difiere de las otras tres se-
cuencias encontradas de este subhaplogrupo, que a su vez difieren entre si: las primeras
dos, (33) Waiwai - norte de Brasil (Fagundes et al., 2008) y (34), Colombia (Hartmann et al.,
2009) fueron empleadas para definir el subhaplogrupo (van Oven y Kayser, 2009). La ter-
cera secuencia, caracterizada como indigena de Colombia (35; Kivisild et al., 2006), carece
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FIGURA 4. Asignacién y relaciones filogenéticas de los mitogenomas uruguayos del haplogrupo A2. Las etiquetas
en rojo corresponden a denominaciones nuevas propuestas en este trabajo.
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la regién codificante.

bas del haplogrupo B2, pero sin pertenecer a los subhaplogrupo ya definidos, compar-
ten cuatro mutaciones entre ellas y con una tercera secuencia (38) Xavante (Fagundes et
al., 2008). También en este caso se propone un nuevo subhaplogrupo, B2an, caracteriza-
do por las cuatro mutaciones compartidas por las tres secuencias (103A, 152C, 14470C,
16241G - Tabla 1). Por ultimo, tres secuencias del haplogrupo B2 (39, 40 y 41) no estan
relacionadas con secuencias conocidas.

Haplogrupo C1

Se analizaron 11 mitogenomas correspondientes al haplogrupo C1, siete de los cuales
corresponden al subhaplogrupo C1by el resto a C1d (Fig. 5).

Las siete secuencias clasificadas como C1b presentan situaciones diferentes. Una de
éstas (57) de Montevideo comparte una mutaciéon con una secuencia del nordeste de
Brasil (58; Mendes da Silva y Greenspan, 2012). Ambas presentan un tronco comun con
dos secuencias de Paraguay y Argentina (Simao et al., 2019; Sevini et al., 2014); éstas dos
ultimas son ancestrales a otra secuencia uruguaya, (61) de Tacuarembd. Otra secuencia
de Tacuarembd (62) solo comparte el tronco comun. Se propone un nuevo subhaplogru-
po, denominado C1b30, caracterizado por las tres mutaciones compartidas por las seis
muestras (2393T, 16126C, 16270T - Tabla 1).

Otras tres secuencias identificadas como C1b (63-65), no presentan relacion con otras
secuencias americanas, aunque comparten entre si cinco mutaciones; pese a la escasa
variacién entre estas secuencias, por la cantidad de mutaciones compartidas se designa
un nuevo subhaplogrupo, C1b31, restringido a Uruguay.

Por ultimo, una secuencia de Montevideo (66) estd poco relacionada con otras se-
cuencias.
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FIGURA 5. Asignacion y relaciones filogenéticas de los mitogenomas uruguayos del haplogrupo B2. La etiqueta
en rojo corresponde a una denominacién nueva propuesta en este trabajo. La secuencia 35 (DQ112790 - Kivisild
et al,, 2006) no dispone de la region control.
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B Bioldgica al. (2010). Debe notarse que este subhaplogrupo difiere del mencionado por van Oven

plogrupo denominado como C1d1d, caracterizado por 16311Cy 16287T por Perego et

y Kayser (2009) en la ultima version de Phylotree (version17, febrero de 2016, https://
www.phylotree.org/), quienes caracterizan como C1d1d a las secuencias portadoras
de 16172C, dejando sin denominacion al subhaplogrupo con las mutaciones 16311C
y 16287T. En este articulo hemos seguido el criterio de van Oven y Kayser (2009) por lo
cual utilizaremos una nueva denominacién para este ultimo subhaplogrupo, que pasa
allamarse C1d1g (Tabla 1). La primera secuencia (42) resulté idéntica a la de otro indivi-
duo de Uruguay ya analizado (43; Perego et al., 2010), mientras que la otra (46) comparte
tronco comun con una secuencia de Rio Grande do Sul, Brasil (44) y con una de Buenos
Aires, Argentina (45), de la cual deriva, ambas de Perego et al. (2010).

Cuatro individuos: (47) de Tacuarembd, un indigena Kaingang (48; Rieux et al., 2014),
y dos individuos de Perti (49 y 50; Perego et al., 2010), caracterizados por 7269A, integran
un nuevo subhaplogrupo denominado C1d1h (Tabla 1).

Por ultimo, entre las secuencias del haplogrupo C1d, una (51) de Montevideo corres-
ponde a C1d3 y es idéntica a otra previamente secuenciada (52; Sans et al., 2015b), man-
teniendo la variabilidad del haplogrupo registrada por Sans et al. (2015b), representada
por las secuencias (52 a 56), todas de Uruguay.

Haplogrupo D1

Dos de las seis secuencias del haplogrupo D1 se pueden asignar al subhaplogrupo D1j
y una, al D1g, ambos frecuentes en el Cono Sur sudamericano; en los tres casos restantes
no es posible asignar las secuencias a subhaplogrupos conocidos, pero tienen similitudes
con secuencias de distintas poblaciones de Sudamérica (Fig. 6).

Las secuencias uruguayas correspondientes al subhaplogrupo D1j (67 y 74) se corres-
ponden con el subtipo D1j1a; la primera, de Tacuarembd, tiene solamente las variantes
que definen el subhaplogrupo, situacion compartida con una secuencia de Cordoba, Ar-
gentina, y una de Valparaiso, Chile, mientras que la otra, de Trinidad (Sans et al., 2011),
es la secuencia mas derivada de D1j1a registrada a la fecha. Una tercera secuencia, (76)
también de Trinidad (Sans et al., 2011), es derivada de una forma ancestral de D1j, lo cual
apoya lo planteado por Garcia et al. (2012) quienes sefalan que16242T seria posterior a
152Cy 16311G; si bien hay multiples secuencias de la regién control con estas caracteris-
ticas (Garcia et al., 2012 y referencias alli citadas), la secuencia mitocondrial completa mas
similar a la secuencia (76) corresponde a un individuo del Chaco (75).

En cuanto al subhaplogrupo D1g, la secuencia (77), de Trinidad (Sans et al., 2011) evi-
dencia un panorama complejo ya que presenta cinco de las ocho mutaciones que definen
al subhaplogrupo D1g5 (Bodner et al., 2012), ancestral a las secuencias D1g5 descritas por
Bodner et al. (2012) y Garcia et al. (2012). Asignar un nuevo subhaplogrupo en este caso
es complejo, ya que deberia ser intermedio a D1g y D1g5, para contemplar las secuen-
cias que comparten esta situacion ancestral con respecto a D1g5 como actualmente se
define. Este nuevo subhaplogrupo podria denominarse pre-D1g5, pero una soluciéon mas
adecuada implica redenominar D1g5 al subhaplogrupo que posee las cinco mutaciones
compartidas por todos los integrantes del mismo.

Cinco secuencias: una (82), de Tacuarembd, una de un individuo Poturujara del norte
de Brasil (83; Fagundes et al., 2008), una del Alto Parand, Paraguay (84; Simao et al., 2019)
y dos de Sao Paulo, Brasil (85 y 86; de Araujo et al., 2015), comparten cuatro mutaciones:
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FIGURA 6. Asignacion y relaciones filogenéticas de los mitogenomas uruguayos del haplogrupo C1. Las etiquetas
en rojo corresponden a denominaciones nuevas propuestas en este trabajo.

210G, 11150A, 15106A, 16239T (Tabla 1). Se propone en este caso un nuevo subhaplogru-
po de D1, D1x, con amplia distribucién que incluye norte y sudeste de Brasil, Paraguay y
Uruguay.

Por ultimo, la secuencia (88) de Montevideo, se relaciona estrechamente con una se-
cuencia de Buenos Aires (87; Bodner et al., 2012), de la cual deriva.

Edades de los subhaplogrupos analizados

Las estimaciones de edad (TMRCA) de los subhaplogrupos (Tabla 2) presentan una
amplia variabilidad, con edades entre 3.900 y 20.736 afos calendario. Las implicancias
de estas edades serdn discutidas en relacién con las afinidades geogréficas entre los inte-
grantes de cada subhaplogrupo.

DISCUSION

Un problema general con el cual se ha enfrentado este estudio, y posiblemente mu-
chos de los estudios que analizan mitogenomas, es la nomenclatura. Hasta el presente,
haplogruposy subhaplogrupos han sido definidos ad hoc por un nimero variable de mu-
taciones. Esto lleva a que distintos subhaplogrupos derivados, por ejemplo, de C1d, ten-
gan diferentes cantidades de variacién acumulada y diferentes antigliedades, como es el
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» A‘ Revista Tabla 2. Edades de origen (TMRCA) de los subhaplogrupos citados o propuestos en este trabajo.
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» | Antropologia Limite inferior Estimacion Limite superior

L)) Biologica Subhaplogrupo 1CO5% ountual 1C95% Referencia
A2ah 79456 10610.1 133149 Este trabajo
A2be 4489 6548.6 8634.3 Este trabajo
A2bf 6938.1 75324 81289 Este trabajo
B2b6 12390 14560 16742 Brandini et al, 2018

B2b3a2 3300 3900 4800 Gomez-Carballaetal, 2018
B2e 55896 8793.1 12057.3 Este trabajo
B2an 6323 9699.2 131418 Este trabajo
Cidig 17642.1 207356 23873.2 Este trabajo
C1d1h 91384 11985.1 14876.6 Este trabajo
C1d3 57479 8973.9 122614 Sansetal, 2015
C1b30 91547 10610.1 12077.5 Este trabajo
Dijla 2060 5000 7940 Bodneretal, 2012
Dlg 13820 19700 25580 Bodneretal, 2012
D1g5* 6545.3 84319 10339.7 Este trabajo
D1x 2851.2 45544 6276.5 Este trabajo

(*) La edad de D1g5 fue calculada considerando a VA35 (77) como un integrante primitivo del subhaplogrupo. No
se calculé la edad de C1b31 por su falta de variabilidad.

caso de C1d1y C1d3 (Fig. 5). Por otra parte, en algunos casos no resulta posible o al me-
nos coherente, clasificar secuencias que, teniendo parte de las mutaciones que definen
un subhaplogrupo ya descrito, serian ancestrales a éste, como es el caso del haplogrupo
D1g5, definido por ocho mutaciones (Bodner et al., 2012). En otros casos, los haplogrupos
han sido definidos solamente por una o pocas mutaciones de las regiones hipervariables,
lo cual incluye “sitios rdpidos” bien documentados (Meyer et al., 1999; Soares et al., 2009),
como es el caso de C1d1cy C1d1d (sensu Perego et al., 2010), basados respectivamente
en 16362Cy 16311C. Por ultimo, se debe tener en cuenta que la Ultima actualizacién de
Phylotree —que se emplea como estandar de nomenclatura de haplogruposy subhaplo-
grupos mitocondriales— fue hecha en 2016 (van Oven y Kayser, 2009). Es posible que,
luego de esa fecha, se hayan propuesto denominaciones para algunos subhaplogrupos
que resulten redundantes con las utilizadas en este trabajo. Durante la ultima revisién de
este articulo se publicé un estudio acerca de mitogenomas de la regién, de Garcia et al.
(2021). Hemos modificado los nombres de los subhaplogrupos de forma acorde a dicho
trabajo, pero la revisién de las filogenias incluyendo las secuencias publicadas en ese
articulo, en particular del haplogrupo D1, sera objeto de un trabajo futuro. Hechas estas
salvedades, comenzaremos la discusién por los nuevos subhaplogrupos propuestos en
este trabajo (Tabla 1).

Por otra parte, debemos mencionar que los resultados y afinidades presentados con-
ducen a diversas hipétesis filogeogréficas, pero sin presentar un anélisis filogeografico
en sentido estricto (sensu Avise et al., 1987). Un analisis estricto requiere el registro de las
frecuencias de los linajes a nivel geografico, pero actualmente no existe una densidad de
muestreo representativa a nivel de mitogenomas que permita realizarlo.

De los siete subhaplogrupos propuestos, cuatro estan caracterizados por dos a cuatro
mutaciones e incluyen al menos tres individuos que integran tres o mas ramas, por lo cual
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B Bioldgica a la que se agregan dos secuencias del noreste uruguayo. Si bien las caracteristicas no

4616T, 16051G) estd integrado fundamentalmente por secuencias del Chaco argentino,

permiten determinar el origen geografico de este subhaplogrupo, su mayor frecuencia
y variedad (dos ramas) indicaria un origen chaqueio. Sin embargo, y a pesar de la fuer-
te afinidad regional, la divergencia de las secuencias uruguayas con respecto al clado
chaqueno sugiere una evolucién separada relacionada a la antigliedad del origen del
subhaplogrupo A2be (estimada en 7.532 afos - ver Tabla 2). El sequndo subhaplogrupo
(B2an - 103A, 152C, 14470C, 16241G) presenta una situacién diferente ya que las dos se-
cuencias uruguayas y la Xavante son aproximadamente equidistantes y separadas por un
minimo de tres mutaciones. Se han encontrado en el pais varias secuencias con 16241G,
la mutacién de la HVRI que caracteriza a este nuevo subhaplogrupo: dos de Tacuarembo6
(sin publicar), una de Montevideo y otra de Mercedes (MN108509 y MN108556; Sans et al.,
2020) y una secuencia de Bella Unién (Ar45; Sans et al., 2015b) que comparte también las
mutaciones de la HVRII. Otras secuencias de HVRI de habitantes de la regién de la Cuenca
del Plata también presentan 16241G: en Rio Grande do Sul, Brasil (Marrero et al., 2007a),
en el nordeste brasilefio (Alves Silva et al., 2000), en Buenos Aires, Argentina (Catelli et al.,
2011), y en Mbya-Guarani en Misiones, Argentina (Sala et al., 2010). Aunque la variacion
del subhaplogrupo sugiere una gran antigliiedad (estimada en 9.699 afos - Tabla 2), su
presencia en Uruguay y regiones proximas se podria relacionar a la dispersion Guarani
hacia el sur, de la cual hay registro en el actual territorio de Uruguay en tiempos inmedia-
tamente anteriores a la llegada del europeo (Lépez Mazz y Lépez Cabral, 2020). El subha-
plogrupo C1b30 (2393T, 16126C, 16270T) presenta seis secuencias. Todas menos una, de
Tacuarembo, comparten una cuarta mutacion, 3197C, formando dos ramas principales.
La primera incluye secuencias de Paraguay y Argentina (Simao et al., 2019; Sevini et al.,
2014), que serian ancestrales a la secuencia uruguaya 61, mientras que otra secuencia
uruguaya forma una segunda rama junto a una secuencia del nordeste brasilefio (Mendes
da Silva y Greenspan, 2012). La tercera rama de la filogenia incluye solamente una se-
cuencia uruguaya. Debe agregarse que al analizar en secuencias uruguayas las dos muta-
ciones de la HVRI que estan en la base de este nuevo subhaplogrupo y 3197C, compartida
por una de las ramas, se encontré una secuencia con las tres mutaciones (MN108739),
y dos con 16126C y 3197C (MN10635, MN108761; Sans et al., 2020). En Rio Grande do
Sul, Brasil, en el anélisis de la HVRI también se encontré una secuencia C1 con 16126Cy
16270T (Marrero et al., 2007a). El origen geografico de este haplogrupo es aun incierto
y deberd ser analizado con mayor numero de mitogenomas, pero la diversidad del mis-
mo apunta a un origen en el Holoceno temprano, con un estimado de edad de 10.610
anos (Tabla 2), similar a la del ultimo subhaplogrupo considerado (B2an). Por ultimo, D1x
(210G, 11150A, 15106A, 16239T), con una amplia distribucidon geografica, presenta las
dos secuencias mas derivadas en Sao Paulo, Brasil. En Uruguay se han encontrado varias
secuencias D1 con la Unica mutacién de la HVR1 comun a este subhaplogrupo: una pu-
blicada por Pagano et al. (2005), y MN108648 y MN108657 (Sans et al., 2020), entre otras.
Algunas de éstas presentan también la variante 16288C, encontrada en la secuencia de
Alto Parand, Paraguay, incluida en la filogenia, lo cual muestra la vinculacién entre las dos
regiones, aunque no explica la region de origen. La edad de este nodo, calculada en 4.554
anos, es de las mas recientes de este trabajo (Tabla 2).

En lo referente al subhaplogrupo A2bf, las once mutaciones del tronco comun (59C,
64T, 152C, 297G, 3535C, 12618A, 15929G, 15930A, 16111C@, 16126C, 16278T) indicarian
una relacién lejana con A2, pero posiblemente se encuentren en el futuro secuencias inter-
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el motivo 16111C@+16126C+16278T ha sido hallado en Cérdoba, Argentina (Catelli et al.,
2011), diversas regiones de Brasil (Badano et al., 2018; Marrero et al., 2007a; Marrero et al.,

su relativamente reducida variacion hace que su edad estimada sea intermedia entre las

2007b; Ramallo et al., 2013; Cardena et al., 2013) y en varias zonas de Uruguay (Sans et al.,
2020). En algunos casos se agrega alguna variante al motivo sefialado. Se requeriria un ana-
lisis de los mitogenomas de las secuencias que comparten el motivo de la HVRI para inferir
el origen de este haplogrupo, ya que si bien la mayor frecuencia se encuentra en Uruguay,
podria deberse a un efecto fundador. Un caso similar pero mas restringido geograficamen-
te es el subhaplogrupo propuesto C1b31, localizado solo en Uruguay y caracterizado por
siete mutaciones compartidas y dos ramas poco diferenciadas.

El ultimo subhaplogrupo nuevo propuesto es C1d1h, caracterizado por la mutacién 7249T,
figuraba sin denominacion en la filogenia confeccionada por Perego et al.. (2010). Se agrega
ahora una secuencia uruguaya, por lo que se forman tres ramas; la antigiedad del nodo fue
calculada en 11.985 aios (Tabla 2), fecha cercana a las estimadas para el inicio del poblamien-
to del territorio uruguayo hace aproximadamente 12.800 afios cal. (Suarez Sainz, 2019).

Otros subhaplogrupos estaban previamente definidos pero se plantea una revisiéon
o cambio de denominacion. El primer caso a considerar es el de B2b6, clasificacion dada
a tres secuencias que comparten 2056A, de Uruguay, Brasil y Ecuador (Fagundes et al.,
2008; Brandini et al., 2018). Brandini et al. (2018) han incluido a la ultima secuencia dentro
del subhaplogrupo B2b6b1, junto a otras secuencias de Peru y Ecuador, que incluye tam-
bién 16266T, de la cual carecen las secuencias 25y 26. De momento, son escasos los datos
que permitan modificar la filogenia planteada por Brandini y colaboradores, o descartar
afinidades entre la secuencia uruguaya y la brasilefa y las de Peru y Ecuador. Para otro
subhaplogrupo, C1d1g, se propone un cambio de denominacion, ya que habia sido men-
cionado por Perego et al. (2010) como C1d1d. Con las tres nuevas secuencias uruguayas
queda mejor definido, con cinco secuencias que comparten 16287Cy 16311T y con dos
ramas principales. Las caracteristicas de este subhaplogrupo llaman la atencién por dos
motivos: por una parte, la distribuciéon regional (Uruguay, sur de Brasil, y zona aledafia de
Argentina), y por la gran profundidad temporal, puesto que su antigiiedad fue estimada
en este trabajo en 20.736 afos (17.642 - 23.873 anos) (Tabla 2). Esta fecha es mayor a
las estimadas por Perego et al. (2010) de 18.700 + 1.400 para C1d y 16.200 + 1.100 para
C1d1, aunque queda dentro del rango de la primera. La edad estimada para C1d1g podria
relacionarse con una rapida dispersion del haplogrupo fundador C1d1, como ya ha sido
seflalado para otros haplogrupos como es el caso de D1g y su derivado D1g4 (Bodner et
al., 2012), con antigliedades comparables a la calculada en este trabajo.

Se agrega una secuencia al subhaplogrupo C1d3, de caracter mas local (Figueiro et al., 2011;
Sans et al, 2012, 2015a) y con una antigliedad estimada de 8.974 afos, lo cual no se modifica ya
que la secuencia descrita en este trabajo es idéntica a otra ya publicada (Sans et al., 2012).

Con relacién al subhaplogupo A2ah (64T, 16097C, 16098G), llama la atencién la gran
divergencia de la secuencia uruguaya respecto al motivo ancestral, que resulta en una
antigliedad calculada de 10.610 afios (Tabla 2). Se han encontrado varias secuencias de la
HVRI que presentan el motivo caracteristico, concretamente, una secuencia prehistérica
del noroeste argentino, dos secuencias de Bolivia, una del Chaco, Argentina, y una de Mi-
nas Gerais, Brasil (Russo et al., 2018), a las que se agregan dos secuencias de Parang, Brasil
(individuos BRPR002 y BRPRO15; Poletto et al., 2019). La secuenciacién de mdas mitogeno-
mas A2ah permitird arrojar luz sobre la variabilidad del subhaplogrupo.
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previamente: D1jy D1g. Las dos secuencias clasificadas dentro del subhaplogrupo D1j1a

la base de D1j1al mientras que la otra (74) es la mas derivada de las descritas hasta el
momento. Garcia et al. (2012) encuentran D1+152C+16311C en las Sierras Pampeanas
en secuencias de la HVR, postulando que 16242T seria posterior y, por lo tanto, ese se-
ria el lugar de origen del subhaplogrupo, con posterior distribucién a diversas regiones
de Argentina, Chile, Bolivia y Uruguay. El motivo 16311C+152C con ausencia de 16242T
también se encuentra en una de las secuencias D1 obtenidas en este trabajo (76). Esta
secuencia se agrupa con una del chaco argentino (75, Sevini et al., 2014) y estaria rela-
cionada a una etapa previa a D1j. Por otra parte, el motivo nodal D1+16242T+16311C en
la HVRI es frecuente en Uruguay (Sans et al., 2015a, 2020). Si bien el motivo compartido
152C-16311C puede no deberse a una ancestria comun por corresponder a sitios con
alta tasa de mutacién (Soares et al., 2009), se debe mencionar que Garcia et al. (2012) lo
sefalan como ancestral a D1j por su alta frecuencia en las Sierras Pampeanas del centro
de Argentina (Garcia et al., 2012). En cuanto al subhaplogrupo D1g, la secuencia (77) de
Trinidad (Sans et al., 2011) presenta cinco de las ocho mutaciones que definen al subtipo
D1g5. Es poco plausible que las restantes se deban a reversiones, por lo que debe postu-
larse que seria una forma ancestral a las secuencias D1g5 registradas a la fecha en Chile y
Argentina (Bodner et al., 2012; Garcia et al., 2012). En el trabajo recientemente publicado,
mencionado al comienzo de esta discusidn, se incluye una secuencia idéntica a la urugua-
ya (77), correspondiente a la region central de Argentina (Garcia et al., 2021). La existencia
de una forma intermedia entre D1g y D1g5 estaria avalada por las cronologias estimadas
para estos subhaplogrupos (18.300 y 8.432 anos respectivamente; Bodner et al., 2012 y
Tabla 2). El subhaplogrupo D1g5 es caracteristico de una amplia regiéon que abarca desde
el extremo norte hasta el extremo sur de la Argentina asi como la regién central de Chile
(Motti et al., 2019), ante lo cual es posible plantear dos escenarios. El primero, que tenga
su origen en la region oriental del Cono Sur, en las cercanias o dentro del actual territorio
de Uruguay, y de alli se haya dispersado por Argentina y Chile, lo cual parece poco pro-
bable dada la extensiéon que ocupa. El sequndo escenario es que se haya originado en
la regién central de Argentina, y que sea un hallazgo fortuito en la poblacién uruguaya
como producto de migraciones tempranas de representantes de ese subhaplogrupo.

CONCLUSIONES

Este estudio incorpora 32 nuevos mitogenomas al total de secuencias de origen in-
digena de Sudamérica. Once secuencias pudieron ser incluidas en subhaplogrupos ya
definidos, incluyéndose en este grupo dos C1d1g (previamente incluidos en C1d1d sensu
Perego et al., 2010) y uno, B2b6 (de adscripcién discutida). Seis secuencias fueron ads-
critas a los haplogrupos fundadores (A2, B2, C1b y D1), sin que haya sido posible para
ellos, determinar subhaplogrupos ni definir nuevos. Por ultimo, quince secuencias fueron
incluidas en nuevos subhaplogrupos, presentados en este trabajo, y cuyas antigiiedades

AGRADECIMIENTOS fueron calculadas entre 4.554 y 11.985 anos. En virtud del disefo del estudio, que partié
Alos participantes que han cedido de secuencias con motivos de la HVR considerados de especial interés, no deben tomar-
gentilmente las muestras para estudios se estas proporciones como indicativas de la variabilidad mitocondrial existente en Uru-
de ancestria. A Miranda Hidalgo por la guay. Sin embargo, debe enfatizarse que aproximadamente dos tercios de las secuencias

feccion delafi 1,aAl d . A
conteccion defangura 7,a Alexandra no responden a subhaplogrupos determinados con anterioridad.

Elbakyan por permitir el acceso a

Al igual que parece ser el caso del subhaplogrupo C1d3 (Sans et al., 2012, 2015b), va-
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A‘ Revista rias secuencias reflejarian la existencia de poblaciones territorialmente restringidas. Esto
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B Bioldgica 10.000 afos, aunque el intervalo de confianza en estos casos es amplio. Sin perjuicio de

se apoya en la antigliedad estimada de los subhaplogrupos, cuatro los cuales superan los

las migraciones y eventual flujo génico evidenciados en los motivos de secuencia com-
partidos, aquéllos sin similitud registrada apuntan a escenarios de baja movilidad por
parte de las poblaciones portadoras de los mismos.

Nuevas secuencias mitocondriales completas, tanto del Uruguay como de la regién,
permitirdn un andlisis mas profundo acerca de la antigliedad, lugar de origen, y distribu-
cién de los subhaplogrupos nuevos y de los previamente definidos a los cuales refiere
este trabajo.
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