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RESUMEN Se presentan los primeros resultados tendientes a
caracterizar genéticamente la poblacion antigua que ocupaba
el actual territorio de la Provincia de Cordoba a través del
estudio de haplogrupos del ADN mitocondrial en muestras
arqueologicas procedentes de distintos contextos cultura-
les, geograficos y temporales. De las 44 muestras de hueso
y diente analizadas, 35 pudieron ser tipificadas de manera
inequivoca. La distribucion de haplogrupos observada en
la muestra arqueologica difiere significativamente de la ob-
servada entre los habitantes contemporaneos que viven en
la misma region y poseen linajes maternos nativos, tanto si
la variacion es evaluada a través del Test Exacto como del
programa Nsitu, que tiene en cuenta la accion de factores
evolutivos tales como deriva, flujo génico, nimero de ge-
neraciones y fluctuaciones en los tamafios poblacionales.

Puede advertirse a lo largo del tiempo un incremento gradual
en la proporcion de los linajes C y D y una disminucion con-
comitante de A y B, tendencia que ya se evidencia en una
submuestra de antigiiedad intermedia (con un promedio de
antigliedad de 562 afios AP). Es decir, la tendencia mencio-
nada no refleja solamente los profundos reordenamientos
poblacionales que llegaron con la Conquista y sus secuelas,
sino que ya aparece en tiempos prehispanicos tardios. La
distribucion geografica de haplogrupos muestra algunas di-
ferencias evidentes, si bien no llegan a ser significativas de-
bido al pequefio tamafio muestral. Las submuestras Sierras y
Llanura, con una antigiiedad promedio similar, difieren par-
ticularmente en la incidencia del haplogrupo B, que es muy
frecuente en la primera y esta casi ausente en la segunda. Rev
Arg Antrop Biol 13(1):43-54, 2011.
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ABSTRACT We present the first results of the genetic cha-
racterization of the ancient population that occupied the
current territory of the Province of Cordoba (Argentina)
through the study of mitochondrial DNA haplogroups
from archaeological samples belonging to different cul-
tural, geographic and temporal contexts. Of the 44 bone
and tooth samples analyzed, 35 could be characterized
unambiguously. The distribution of haplogroups obser-
ved in the archaeological sample differs significantly
from that observed among the contemporary inhabitants
living in the same region and presenting native maternal
lineages. This is true whether the variation is evaluated
through with the Exact Test or with the Nsitu program,
that takes into account a number of evolutionary variables
(drift, gene flow, number of generations and population

El ADN mitocondrial (ADNmt) y el cro-
mosoma Y presentan polimorfismos que per-
miten determinar linajes parentales especifi-
cos maternos y paternos, respectivamente. A
través del analisis de los genomas del ADNmt
y del cromosoma Y es posible determinar los
linajes genéticos presentes en el seno de las
poblaciones e inferir la manera en que éstos se
dispersaron a lo largo de determinadas areas

size fluctuations). It is possible to observe in the course of
time a gradual increase in the proportion of haplogroups
C and D and a concomitant decrease of A and B, a trend
already present in a subsample of intermediate age (with
an average age of 562 years BP). That is, the above pattern
reflects not only the profound population rearrangements
resulting from the Conquest and its aftermath, but appears
already in late pre-Hispanic times. Geographic variation
in the distribution of haplogroups shows some clear diffe-
rences, though they are not statistically significant due to
the small sample size. The subsamples Sierras and Llanu-
ra (plains), with a similar average age, differ particularly
in the incidence of haplogroup B, being very common in
the first and almost absent in the second. Rev Arg Antrop
Biol 13(1):43-54, 2011.
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geograficas (Schurr y Sherry, 2004; Serre y
Hudson, 2006). Los nativos americanos pue-
den ser agrupados en cinco haplogrupos mi-
tocondriales diferentes, designados como A,
B, C, D y X, los cuales han sido identificados
a partir de marcadores diagnosticos por RFLP
(Restriction fragment length polymorphisms)
o secuenciamiento de la region hipervariable
I (RHV-I) (Torroni et al., 1993). Los haplo-
grupos A, B, Cy D se encuentran distribuidos
con distintas frecuencias en todo el continente
americano, mientras que el quinto (X) es me-
nos frecuente y ha sido encontrado solamente
en América del Norte (Dornelles et al., 2005).

Una de las principales restricciones para el
estudio de la variabilidad genética y el origen
de los nativos americanos ha sido, hasta hace
algunos afos, la necesidad de trabajar con
poblaciones vivientes. Algunos autores sos-
tienen que la gran reduccion en la poblacion
aborigen a partir de la Conquista y sus secue-
las (guerras, esclavitud, hambre y epidemias)
ha diezmado el numero de linajes originales,
modificando en gran medida el pool génico
de los amerindios. Ademas, el aporte masivo
de genes europeos y africanos durante cinco
siglos ha oscurecido atin mas los patrones de
diversidad genética anteriores a la Conquista
(Crawford, 1998). La posibilidad de recuperar
y estudiar moléculas de ADN de restos huma-
nos antiguos, gracias a técnicas moleculares
cada vez mas eficientes, permite sortear las
limitaciones antes mencionadas (Kaestle y
Horsburgh, 2002).

Existe en la actualidad un nimero crecien-
te de investigaciones sobre las caracteristicas
genéticas de las poblaciones antiguas america-
nas, lo cual proporciona un contexto temporal
para el estudio del poblamiento de América
(Stone y Stoneking, 1993, 1998; Merriwether
et al., 1994; Monsalve et al., 1996; O’Rourke
et al., 1996, 2000; Ribeiro dos Santos et al.,
1996; Kolman y Tuross, 2000; Kaestle y Hors-
burgh, 2002; Moraga et al., 2005; Shinoda et
al., 2006; Kemp et al., 2007). Por otra parte,
los estudios sobre ADN antiguo de poblacio-
nes prehispanicas de Argentina son escasos,
habiéndose publicado hasta el momento sélo
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tres trabajos (Demarchi et al., 2001; Wilson et
al., 2007; Carnese et al., 2010). Permanecen
inéditos, aunque han sido presentados prelimi-
narmente en reuniones cientificas, algunos es-
tudios realizados en poblaciones de la region
pampeana (Figueiro y Sans, 2007; Figueiro et
al., 2010), Patagonia (Dejean et al., 2008) y
el NOA (Dejean et al., 2004, 2005; Dejean y
Carnese, 2007).

En el estado actual del conocimiento sobre
las poblaciones prehispanicas del area central
del territorio argentino, arqueoldgicamente
conocida como “Sierras Centrales” (Gonza-
lez, 1952), existen dos grandes temas atn por
resolver y que son significativos en el contexto
de la evolucién de las poblaciones americanas.
Uno es el poblamiento inicial y el proceso de
colonizacién y expansion en este espacio y
otro se refiere a la posterior evolucion local de
esas poblaciones. La evidencia arqueologica
muestra que los grupos humanos que habita-
ron en tiempos prehispanicos la region cen-
tral de Argentina desarrollaron a lo largo del
tiempo diversas estrategias y adaptaciones al
ambiente que resultaron exitosas a largo plazo
(Laguens, 1999; Pastor, 2006; Rivero, 2007;
Laguens y Bonnin, 2009).

La adopcion de la agricultura y la alfareria
a inicios de la era cristiana y los desarrollos
regionales que se produjeron a partir de estos
cambios le confirieron a estas poblaciones ca-
racteristicas de unicidad que las diferencian de
los desarrollos culturales producidos en otras
regiones del pais (Laguens y Bonnin, 2009).
Tal vez estas caracteristicas propias llevaron a
los conquistadores a denominar de una manera
homogeneizante a los habitantes de la region
como “Comechingones”, denominacién que
posteriormente alcanzaria categoria clasifica-
toria con un contenido simultdneamente etno-
gréfico, racial y cultural (Laguens y Bonnin,
2009). Sin embargo, dichas estrategias y de-
sarrollos locales, constituyeron adaptaciones
particulares a distintos ambientes y formas de
vida con modalidades propias, junto con otras
compartidas, que permiten inferir, en momen-
tos proximos a la Conquista, la existencia de
una diversidad de grupos étnicos que contra-
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dice la supuesta unicidad cultural de la region,
postulada por los primeros cronistas (Laguens,
1999; Dantas y Figueroa, 2004; Pastor, 2006;
Laguens y Bonnin, 2009). Las diversas estrate-
gias implementadas por estos grupos, sumadas
a las transformaciones que se produjeron a lo
largo del tiempo en los espacios colonizados
de las Sierras Centrales conducen a una serie
de interrogantes: ;Se produjeron a lo largo del
tiempo distintas migraciones a esta region? Si
éstas existieron, ;qué consecuencias implica-
ron para las poblaciones ya asentadas? ;Las
poblaciones agricultoras que encontraron los
espafioles a su llegada reemplazaron a los gru-
pos de cazadores recolectores que se asentaron
en la region hace mas de 10000 afios o existio
en cambio, continuidad bioldgica a partir del
poblamiento inicial y un desarrollo cultural
propio? ;Existi6 variabilidad biologica entre
las subregiones? ;Cuando y cémo surgio?
Basados en evidencias arqueoldgicas, mor-
fologicas y moleculares derivadas de investi-
gaciones previas y de nuestros propios traba-
jos preliminares, nuestro grupo ha planteado
dos hipdtesis principales sobre el poblamiento
y la posterior evolucion local de las poblacio-
nes (Fabra et al., 2005, 2007; Laguens et al.,
2007). La primera propone que, pese a la di-
versidad cultural existente entre las distintas
subregiones arqueoldgicas en que puede divi-
dirse a la provincia (Traslasierra y Noroeste,
Sierras Chicas, Sur-Sierra de Comechingones,
Noreste y llanuras extraserranas, ver Laguens
y Bonnin 2009:283) no existi6 en la poblacion
antigua una variacioén biologica significativa
(Fabra et al., 2005). Esta homogeneidad refle-
jaria su origen comun reciente y/o un sosteni-
do flujo genético debido a la ausencia de ba-
rreras geograficas y culturales infranqueables.
En segundo lugar, al tomar en consecuencia,
a estos grupos como una Unica poblacion, se
evidencia una asociacion mucho mas estrecha
de los antiguos habitantes de Cordoba con los
grupos de Patagonia y Tierra del Fuego que
con las poblaciones andinas (Fabra et al.,
2005, 2007; Garcia y Demarchi, 2006, 2009).
Esta similitud bioldgica estaria en concordan-
cia con las expectativas derivadas de eviden-

cias arqueologicas y seria coherente con la
idea de que fueron parte de la misma oleada
de poblamiento, en el limite Pleistoceno-Ho-
loceno (Laguens et al., 2007).

En este articulo se presentan los primeros
resultados tendientes a caracterizar genética-
mente la poblacién antigua de la Provincia de
Cérdoba a través del estudio de haplogrupos
del ADN mitocondrial en muestras arqueo-
logicas procedentes de distintos contextos
culturales, geograficos y temporales. Se puso
a prueba, a partir de la distribucion de haplo-
grupos del ADNmt en la poblacion antigua y
contemporanea y por medio de procedimien-
tos estadisticos desarrollados para ese fin es-
pecifico, si hubo reemplazo poblacional o con-
tinuidad bioldgica a lo largo del tiempo.

MATERIAL Y METODOS
Procedencia y antigliedad de las muestras

La extraccion de ADN se realizo a partir de
muestras 0seas o dentales de restos humanos
de origen arqueoldgico del acervo del Museo
de Antropologia (FFyH, UNC) y de distintos
museos publicos y privados de la Provincia de
Cordoba. Los criterios iniciales de seleccion
de muestras que se establecieron al elaborar
el disefio del estudio fueron: a) ser represen-
tativas de alguna de las subregiones arqueo-
logicas en que puede ser dividida la Provincia
de Cordoba; b) presentar buen estado general
de preservacion y c¢) poseer contexto arqueo-
logico preciso o bien datacion radiocarbdnica
por AMS (Accelerator Mass Spectrometry).
Debido a que el marco temporal o contexto
arqueoldgico de muchas de las muestras no
estaba debidamente registrado, se procedid a
la datacion radiocarbonica por AMS de la to-
talidad de las muestras. Estos andlisis fueron
llevados a cabo en la Universidad de Califor-
nia en Irvine y en la Universidad de Tokio. De-
talles sobre las dataciones individuales, junto
a valores isotopicos para carbono, estroncio y
nitrogeno seran presentados en otra publica-
cion. El rango de antigiiedad de las muestras
datadas va desde los 3360+20 AP hasta los

45



R.NORES y D.A. DEMARCHI

345420 AP (estimaciones no calibradas). En
la Figura 1 se muestra la procedencia geogra-
fica aproximada de cada una de las muestras
incluidas en el analisis.

Fig. 1. Mapa de la Provincia de Cordoba donde se
indican los sitios arqueoldgicos de procedencia de
los individuos incluidos en este trabajo, agrupados
por submuestras geograficas. Llanura: 1) Rincon,
2) Laguna de la Sal, 3) La Para, 4) Marull, 5) El Di-
quecito (5 individuos), 6) Isla Tigre, 7) El Mistolar,
8) Colonia Miiller, 9) Orihuela. Sierras: 10) Cerro
Colorado, 11) Ischilin, 12) Nunsacat, 13) Char-
quina, 14) Rosca Yaco, 15) La Granja, 16) Agua
de Oro (3 individuos), 17) Ayampitin, 18) Cuesta
Blanca, 19) Copina, 20) Cafiada Larga, 21) Guas-
mara, 22) Loma Bola, 23) Los Molinos (3 indivi-
duos), 24) Potrero de Garay, 25) Banda Meridional
del Lago, 26) Quillinzo y 27) Central Nuclear.

A pesar de que el tamafio muestral es re-
lativamente pequefio (N=35), en los analisis
estadisticos se definieron dos submuestras
temporales para investigar si era posible ob-
servar alguna tendencia temporal en la varia-
cion genética o por el contrario, la distribucion
de haplogrupos permanecia estable a lo largo
del tiempo. La submuestra Antigua (N=15)
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comprende los especimenes dentro de un ran-
go de antigiiedad de 3360-920 AP, mientras
que la submuestra Intermedia (N=8) incluye a
los datados en el rango 818-345 AP. La linea
de corte entre ambas es arbitraria y se estable-
ci6 para dejar un tamafio muestral similar en
las dos submuestras, buscando mayor poder
estadistico en las comparaciones. Cabe men-
cionar que dos individuos no fueron incluidos
en estas submuestras ya que aun estan siendo
datados.

Dado que también era nuestro objetivo
poner a prueba la hipétesis de homogeneidad
genética a través del espacio geografico, es
decir si existieron diferencias regionales en
la distribucién de haplogrupos, se separd la
muestra total en dos submuestras geograficas.
La primera, mayoritaria (N=22) incluye a los
individuos de sitios de la region serrana (Sie-
rras) y la segunda (N=13) comprende a los que
provienen de la llanura extraserrana (Llanura),
integrada por 12 individuos procedentes de la
region circundante a la laguna Mar Chiquita y
uno de Rio Segundo (Ilanura pampeana).

Para comparar la distribucién de frecuen-
cias de la muestra estudiada frente a la que
presenta la poblacion contempordnea (Ac-
tual) que habita la regidn, se utilizé la infor-
macion publicada por Garcia y Demarchi
(2006, 2009), en donde se determinaron las
frecuencias de haplogrupos mitocondriales
de habitantes con linajes maternos nativos de
las localidades de San Francisco del Chanar,
Villa de Soto, San Carlos Minas, San Marcos
Sierras, Villa Dolores, Chancani, La Paray La
Tordilla. En esos estudios se constatd la gran
homogeneidad genética de la poblacion, no
observandose estructura geografica, por lo que
para el presente analisis se utilizaron las fre-
cuencias de haplogrupos de la poblacién total.

Anélisis de laboratorio

Precauciones generales para evitar la conta-
minacion

Durante el trabajo de laboratorio fueron
adoptadas diversas precauciones para minimi-
zar el riesgo de contaminacion, siguiendo las
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directivas presentadas por Pédbo et al. (2004):

(1) Las areas de pre y post-PCR utilizadas
fueron laboratorios independientes y aislados,
situados en extremos opuestos del edificio y
en diferentes pisos.

(2) Antes de cada extraccion o amplifica-
cion por PCR, las superficies de trabajo, ma-
terial de laboratorio y pipetas fueron irradia-
dos durante toda la noche con luz ultravioleta
(UV) y lavados con lavandina al 10%, ambos
agentes que desnaturalizan el ADN.

(3) Se utilizaron pipetas y reactivos dedi-
cados exclusivamente al analisis de ADN anti-
guo (ADNa) y material descartable estéril.

(4) Durante el trabajo de laboratorio, se
usd continuamente guardapolvo, barbijo y
guantes descartables, estos dos ultimos fueron
cambiados frecuentemente.

(5) Las reacciones de PCR fueron ensam-
bladas en campana de flujo laminar horizon-
tal bajo flujo de aire positivo a través de filtro
HEPA en un ambiente estéril equipado con luz
UVw.

(6) En cada reaccion de PCR se incluyd
un control negativo y un blanco de extraccion
para identificar respectivamente, falsos posi-
tivos de amplificacién y contaminaciéon con
ADN exo6geno durante el proceso de extrac-
cion del ADNa.

(7) La extraccion y amplificacion del ADNa
fue realizada por un tnico investigador (Rodrigo
Nores), que no posee linaje amerindio.

Extraccion de ADN

Con algunas modificaciones, se sigui6 el
protocolo de extraccion de ADNa descrito por
Lee etal. (2006). En primer término, las mues-
tras Oseas o dentarias fueron sumergidas en
lavandina al 6% durante 5-15 minutos, luego
lavadas repetidamente con agua destilada y se-
cadas en estufa. Posteriormente, las muestras
fueron irradiadas con luz UV por 30 minutos
de cada lado para eliminar el ADN superfi-
cial que aun pudiera existir. Finalmente, las
muestras fueron pulverizadas con torno dental
a baja velocidad o mortero y el polvillo obte-
nido (0,3-0,5g) decalcificado en un microtubo
de 2ml en presencia de 1ml de una solucion
0,5M EDTA (pH 8,0) y Img de proteinasa K

a 56°C durante 24 a 48 horas, con agitacion
frecuente. E1 ADN fue posteriormente extrai-
do del sobrenadante obtenido después de una
centrifugacion a 5000g por 5 minutos, usando
el kit Wizard SV PCR Clean-Up System (Pro-
mega).

Andlisis de linajes/haplogrupos maternos

Las poblaciones sudamericanas pueden
agruparse en cuatro linajes/haplogrupos mi-
tocondriales primarios (A, B, C y D), distri-
buidos con diferentes prevalencias a lo largo
del continente. Estos haplogrupos estan de-
terminados por cuatro polimorfismos, tres
de ellos (A, C y D) caracterizados a partir de
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs),
que determinan la presencia o ausencia de si-
tios de restriccion y uno (B) definido por una
delecion de 9 pares de bases (pb) (Schurr et
al., 1990). En el presente trabajo, las regiones
mitocondriales polimérficas que determinan
los haplogrupos A, C y D fueron amplificadas
y tipificadas por APLPs (Amplified product-
length polymorphisms), método basado en la
inclusion de una secuencia no complemen-
taria en el extremo 5’ de uno de los dos ini-
ciadores especificos de alelo utilizados en la
reaccion de PCR. El uso de tales iniciadores
permite la amplificacion de productos de di-
ferente tamano, distinguiendo cada uno de los
2 alelos. El método de APLPs ya fue utiliza-
do en analisis de ADNa, habiéndose obtenido
resultados muy satisfactorios (Adachi et al.,
2004, 2009; Shinoda et al., 2006). Por otro
lado, la determinacion del haplogrupo B fue
realizada mediante PCR directa, ya que la sola
presencia de la delecion origina un fragmento
de amplificacion de menor tamafio. En ambos
casos, el diagnostico de polimorfismos se rea-
liza directamente por electroforesis en geles
nativos de acrilamida:bisacrilamida. La deter-
minacioén de los 4 haplogrupos fue realizada
mediante dos reacciones de PCR, una de las
cuales contenia los iniciadores para determi-
nar los haplogrupos Ay D y la otra, para B y
C. El programa de PCR incluia un ciclo inicial
de desnaturalizacion del ADN de 6 minutos a
94°C, 40 ciclos de desnaturalizacion por 30
segundos, hibridacion a 53°C por 45 segun-
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dos y elongacion a 72°C por 30 segundos y
un paso de elongacion final de 5 minutos. El
producto de ambas PCR fue sembrado junto
con un marcador de tamafio molecular en ge-
les nativos de acrilamida:bisacrilamida (19:1)
al 8%, tefiidos posteriormente por 30 minutos
con GelStar 1:10000 (Lonza) y visualizados
en transiluminador de luz UV. Se utilizaron los
iniciadores descriptos en Umetsu et al. (2005)
para tipificar los haplogrupos A, C y D y los
publicados por Wrischnik et al. (1987) para el
haplogrupo B.

Anélisis estadistico

La diversidad genética (H) para cada
muestra poblacional se calculd utilizando el
método de Tajima (1989), donde H = (n/n-1)
(1-2x?), siendo n el tamafo poblacional y X la
frecuencia de cada haplogrupo encontrado.

La variacion entre muestras poblacionales,
definidas a partir de variables temporales o
geogréficas, se llevd a cabo utilizando el Test
Exacto de diferenciacion muestral basado en
las frecuencias de haplogrupos (Raymond y
Rousset, 1995).

¢Continuidad o reemplazo?

Para distinguir de manera eficiente en-
tre un escenario de reemplazo y uno de con-
tinuidad local, se utilizd el programa Nsitu
(Cabana et al., 2008). Este software permite
incorporar diferentes factores microevolutivos
(flujo génico, deriva, fluctuacion en los tama-
flos poblacionales, nimero de generaciones)
que pueden afectar la variacion genética hu-
mana, poniendo a prueba la hipotesis nula de
que las diferencias en las frecuencias de ha-
plogrupos entre la poblacion arqueolédgica y la
contemporanea, se han producido solamente
a partir de procesos microevolutivos in situ.
Para correr este programa deben establecerse
varios parametros:

Tamafio de la poblacion: Se basa en una es-
timacion del tamafio efectivo de la poblacion
femenina (N_) (Wright, 1931), siendo N ; =
(Nc/2) x 0,30, donde Nc (tamano censal) se
divide por 2 (el modelo incluye sélo a las mu-
jeres) y toma solo el 30% del nimero resultan-
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te. Este ultimo valor es una estimacion de la
proporcion de la poblacion femenina total, que
probablemente contribuira reproductivamente
a las generaciones subsiguientes (Cavalli-
Sforza y Bodmer, 1971). En nuestro analisis se
consideraron dos N diferentes en un escena-
rio de fluctuacion de la poblacion a lo largo del
tiempo entre un minimo y un maximo. El mas
conservador considera un N de 500, variando
de 100 a 1000 y el otro, un N .de 1000, varian-
do de 200 a 2000. Este ultimo nimero 2000,
es el maximo permitido por el programa, por
lo cual se debi6 trabajar con valores bastante
conservadores en cuanto a tamafio poblacional
total (corresponderia a un niimero censal de
13333 individuos), pero no demasiado alejado
de lo esperado, considerando el area de distri-
bucion de los sitios de donde se obtuvieron las
muestras analizadas.

Flujo génico

De acuerdo al modelo, se definieron de ma-
nera arbitraria 6 regiones circundantes (Cabana
et al., 2008), que podrian corresponderse a las
regiones geograficas NOA, region chaqueiia,
Cuyo, noreste de Patagonia, Litoral y region
pampeana, con cuyas poblaciones los habitan-
tes prehispanicos de Coérdoba pudieron haber
intercambiado genes. Se consideraron dos es-
cenarios posibles, uno con un flujo génico de
un individuo, por regiéon y por generacion y
otro de 5 individuos. Estas estimaciones son
bastante conservadoras pero sirven para poner
a prueba la hipotesis nula de continuidad local.
También se consider6 un tercer escenario im-
probable, donde la variacién genética a través
del tiempo seria debida a la deriva génica en
ausencia total de flujo génico.

NUmero de generaciones

Se estim6 el nimero de generaciones trans-
curridas entre la poblacion inicial y la final en
cada analisis dividiendo el numero de afios
que separan ambas muestras por 27, que fue el
tiempo generacional considerado (Fix, 1977,
Fenner, 2005).

Detalles del modelo y aplicaciones a po-
blaciones reales se pueden encontrar en Caba-
na (2002), Cabana et al. (2008) y Smith et al.
(2009).
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RESULTADOS

Durante el desarrollo de la investigacion
no se observaron productos de amplificacion
en ninguno de los controles negativos (de PCR
o blanco de extraccion). De las 44 muestras
analizadas, 35 han podido tipificarse de ma-
nera inequivoca, estando los 4 haplogrupos
fundadores representados en la muestra. De
estas 35 muestras positivas, 18 corresponden
a extracciones de ADNa realizadas a partir de
restos dentarios, mientras que 17 provienen de
restos 6seos. La distribucion de haplogrupos
mitocondriales en la muestra total se presenta
en la Tabla 1. La distribucion de haplogrupos
tomando la muestra arqueoldgica total, difiere
significativamente de la observada entre los
habitantes contemporaneos que viven en la
misma region y poseen linajes maternos na-
tivos (Test Exacto, p=0,038+0,003). Esto se
debe a que, a pesar de que el haplogrupo C
es el mas frecuente en ambas muestras, en la
arqueologica el B esta fuertemente representa-
do y el D es el que manifiesta el menor valor
porcentual, comportamiento que se invierte en
la muestra Actual.

La comparacion entre la muestra Actual y
la submuestra Antigua da diferencias aun mas
significativas (p=0,015+0,001), dado que en
ésta es aun mayor la incidencia de los linajes
A'y By menor la del linaje D. En cambio, no

existen diferencias significativas entre la mues-
tra Actual y la Intermedia (p=0,438+0,005) ni
entre las dos submuestras arqueoldgicas (An-
tigua vs. Intermedia, p=0,583+0,004).

La distribuciéon de haplogrupos en las
submuestras geograficas Sierras y Llanura
muestra algunas diferencias evidentes, aunque
no llegan a ser estadisticamente significativas
(p=0,310+0,005), dado el pequefio tamafio
muestral. La mas notoria es que el haplogrupo
B es el mas frecuente en la submuestra Sie-
rras mientras que en Llanura es el de menor
incidencia. Los haplogrupos A y D tienen una
representacion bastante alta en Llanura pero
son menos frecuentes en Sierras, mientras que
el haplogrupo C posee una alta incidencia en
ambas submuestras.

La diversidad de haplogrupos presentes en
la muestra arqueologica total y en cada una
de las submuestras (temporal y geografica) en
que fue separada dada la estimacion de H, es
aun mayor que la observada en la poblacion
contemporanea (que ya de por si es alta) y en
otras poblaciones de alta diversidad intragru-
pal como las del Chaco argentino (H=0,688).

A pesar de incorporar valores alternativos
para distintos parametros poblacionales (ta-
maifio efectivo, nimero de generaciones, flujo
génico, deriva), los andlisis de variacion gené-
tica temporal realizados a partir del programa
Nisitu coinciden plenamente con los obtenidos

TABLA 1. Distribucién de haplogrupos mitocondriales nativos americanos (valores porcentuales entre
paréntesis) en la muestra total

Muestra Rango de Promedio N Hg A HgB HgC Hg D H
Antigliedad  Antigiiedad

Arqueologica' 3360-345 AP 963 AP 35 8(23) 9 (26) 12 (34) 6(17) 0,756
Actual’ 214 36(17) 21 (10) 97 (45) 60 (28) 0,681
Submuestras

Antigua 3360-920 AP 1443 AP 15 4(27) 5(33) 5(33) 1(7) 0,752
Intermedia 818-345 AP 562 AP 18 3(17) 4(22) 7(39) 4(22) 0,765
Sierras 3360-345 AP 978 AP 22 4 (18) 8(36) 7(32) 3(14) 0,749
Llanura 1872-370 AP 937 AP 13 4(31) 1(8) 5(38) 3(23) 0,756

'Dos de las muestras incluidas en el analisis no han sido aun datadas, por lo que el N de la muestra total no coincide con

la suma de las dos submuestras temporales.
Garcia y Demarchi (2009).
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a partir del Test Exacto (Tabla 2). Existen di-
ferencias en la distribucién de haplogrupos
mitocondriales entre la muestra arqueologica
total y la Actual (salvo en los casos en que se
consider6 ausencia de migracion o migracion
de sdlo un individuo por regién y por genera-
cién, partiendo de una poblacion inicial de N
=500) que rechazan la hipotesis nula de conti-
nuidad poblacional a lo largo del tiempo. Las
comparaciones entre la submuestra Antigua y
la Actual son altamente significativas en todos
los escenarios evolutivos posibles. En cambio,
al igual que lo observado con el Test Exacto,
no hay diferencias significativas en la distri-
bucion de la variacion genética entre muestras
temporales contiguas, es decir entre la Antigua
y la Intermedia o entre esta ultima y la Actual.

DISCUSION
Extraccion y analisis de ADN antiguo

Las precauciones tomadas para evitar la
contaminaciéon con ADN contemporaneo en
los diferentes pasos de andlisis (obtencion de
las muestras, extraccion del ADN y amplifica-
cion por PCR), constituyen un factor determi-
nante para encarar estudios de ADN antiguo
e inciden preponderantemente en el éxito o el
fracaso de este tipo de investigaciones.

Merece destacarse el alto porcentaje de
eficiencia obtenido en la extraccion de ADNa
y en su tipificacion (79,5%) similar al encon-
trado por Smith et al. (2009). Se identifica-
ron 3 factores que han contribuido de manera

TABLA 2. Condiciones de simulacion y resultados del analisis con Nsitu (N, = tamafio efectivo de la
poblacién femenina)

Muestra Muestra Numero de Net Flujo P (Continuidad?
Inicial Final Generaciones Génico
Arqueologica Total ~ Actual 36 500 0 0,182 SI
1 0,093 SI
5 0,011 NO
1000 0 0,026 NO
1 0,013 NO
5 0,000 NO
Antigua Actual 53 500 0 0,040 NO
1 0,009 NO
5 0,000 NO
1000 0 0,001 NO
1 0,000 NO
5 0,000 NO
Antigua Intermedia 33 500 0 0,479 SI
1 0,449 SI
5 0,348 ST
1000 0 0,390 SI
1 0,372 ST
5 0,312 SI
Intermedia Actual 21 500 0 0,456 SI
1 0,378 SI
5 0,223 SI
1000 0 0,408 SI
1 0,210 SI
5 0,128 ST
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substancial a la obtencién de este resultado
satisfactorio. En primer lugar, haber selec-
cionado muestras Oseas y dentarias que se
encontraban en muy buen estado de conserva-
cion. En nuestra experiencia, existe una alta
asociacion entre la calidad de la muestra y
la posibilidad de extraer ADNa de la misma.
En segundo lugar, la eficiencia del método
de extraccion, derivado del desarrollado por
Boom et al. (1990), que se basa en la gran afi-
nidad que poseen las particulas de silice por
el ADN en presencia de una solucion salina
en alta concentracion (en este caso, tiocianato
de guanidina 5M). En este estudio se utilizd
el kit Wizard SV PCR Clean-Up System (Pro-
mega), de caracteristicas similares al kit QIA-
quick PCR purification kit (Qiagen), frecuen-
temente usado en estudios de esta naturaleza
(por ejemplo, Yang et al., 1998; Lee et al.,
2006), el cual ha sido disefiado originalmente
para aislar productos de PCR de entre 100pb
y 10000pb (10kb). Este método resulta ideal
para la extraccion de ADN en restos humanos
de procedencia arqueologica, donde el ADN
estd sumamente degradado y los fragmentos
a ser amplificados por lo general son muy pe-
quefios (a veces menores a 250pb). Por otro
lado, permite eliminar parte de la posible con-
taminacion, ya que la columna retiene a las
moléculas de ADN mayores a 10kb, las que
seguramente corresponden a contaminacion
post mortem con ADN humano moderno o
ADN de hongos o bacterias, en vez de au-
téntico ADNa (Yang et al., 1998). En tercer
lugar, la eficiencia del método de APLPs, con
cebadores que amplifican fragmentos muy
pequefios (entre 52 y 107pb) y que permiten
tipificar inequivocamente las muestras, evi-
tandose la ambigiiedad respecto a la presencia
o no de un sitio mutado, la cual es uno de los
problemas del método RFLP causado por una
incompleta digestion enzimatica. Ademas de
los factores senalados, es necesario destacar
la alta sensibilidad de la tincion con GelStar,
que ademds de ser menos mutagénico que el
bromuro de etidio permite detectar bandas del
orden de los 20pg.

Anélisis de la variacién genética

Los resultados obtenidos tanto a partir
del Test Exacto como del programa Nsitu co-
inciden en sefalar que la distribucion de ha-
plogrupos mitocondriales en la muestra de la
poblacion antigua difiere significativamente
de la que presentan los habitantes contempo-
raneos de la regidén que poseen linajes ameri-
canos. Puede advertirse a lo largo del tiempo
un incremento gradual en la proporcion de los
linajes C y D y una disminucién concomitante
de A y B, tendencia que ya se evidencia en la
submuestra de antigiiedad intermedia (con un
promedio de antigiiedad de 562 afios AP). Es
decir, la tendencia mencionada no refleja sola-
mente los profundos reordenamientos pobla-
cionales que llegaron con la Conquista y sus
secuelas (exterminio, migraciones regionales,
encomiendas) sino que aparece antes, durante
la evolucion local de la poblacion en tiempos
prehispanicos tardios.

La variacion genética observada entre las
submuestras Sierras y Llanura, con una anti-
gliedad promedio similar, no llega a ser sig-
nificativa. En principio entonces, la hipdtesis
de homogeneidad genética en las distintas sub-
regiones arqueologicas, sostenida a partir del
analisis de variables craneanas en poblaciones
arqueoldgicas (Fabra et al., 2005) y molecula-
res en poblaciones contemporaneas (Garcia y
Demarchi, 2006, 2009), no puede ser contras-
tada por nuestros resultados. Si bien existen
diferencias evidentes entre ambas submues-
tras, llamando la atencidn principalmente que
en la submuestra Sierras el linaje B sea el mas
comun mientras que en la Llanura es el menos
frecuente, el pequefio tamafio muestral no per-
mite que las diferencias observadas lleguen a
ser estadisticamente significativas.

La alta diversidad observada en la muestra
a través del estimador H se ajusta a lo espera-
ble para una poblacién con una localizacion
geografica central, cruce de caminos, sin ba-
rreras naturales infranqueables, que permite
el flujo génico con poblaciones de regiones
vecinas. Sin embargo, debe tenerse en cuen-
ta que esta estimacion no fue realizada sobre
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una verdadera poblacion biologica (entendida
como un conjunto de individuos interfértiles
que comparten un espacio geografico y tem-
poral comun) sino sobre una muestra hetero-
génea tanto geografica como temporalmente,
hecho que nos lleva a tomar con precaucién
este resultado.

Por otra parte, la hipotesis de un origen co-
mun de los antiguos habitantes de las Sierras
Centrales y los grupos humanos de Patagonia
y Tierra del Fuego (Fabra et al., 2005, 2007;
Garcia y Demarchi, 2006, 2009) no encuentra
sustento en nuestros resultados. A diferencia
de lo encontrado en los habitantes contempo-
raneos de Cérdoba, donde los haplogrupos Cy
D son mayoritarios (Garcia y Demarchi, 2006,
2009), tal como sucede entre los aborigenes
del extremo sur sudamericano, quienes po-
seen casi exclusivamente esos haplogrupos, la
muestra arqueoldgica aqui investigada se aleja
de ese perfil genético. Si bien el haplogrupo
C esta bien representado, es ademas muy alta
la incidencia en las muestras de la region se-
rrana del haplogrupo B (frecuente entre los
aborigenes andinos y chaquefios), mientras
que en la llanura extraserrana, mayoritaria-
mente representada por individuos que vivie-
ron en la region de la laguna Mar Chiquita, es
el haplogrupo A (comun entre los Guaranies
del Noreste) el que también aparece con relati-
vamente alta frecuencia. Una posible explica-
cion parcial para el incremento gradual de C'y
D en la muestra contemporanea, es el ingreso
de mapuches y pehuenches a territorio argen-
tino a partir del siglo XVII, empujados por la
persecucion espafiola y atraidos también por
cuestiones econdmicas (la caza y la existen-
cia del ganado salvaje) y que se extendio6 hasta
el siglo XIX, en el proceso de araucanizacion
del norte de la Patagonia y la region pampeana
(Martinez Sarasola, 1992).

Para concluir podemos decir que, a través
de estos resultados preliminares se percibe un
panorama evolutivo bastante complejo, con
una variacion biologica temporal que pone en
evidencia una alta dinamica poblacional, lo
cual supone la existencia a lo largo del tiem-
po de diversos eventos evolutivos, tales como
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fluctuaciones poblacionales, flujo génico y de-
riva. La evolucion temporal de la poblacion ha
sido considerada solo recientemente para las
sociedades prehispanicas de las Sierras Cen-
trales, ya que hasta hace relativamente poco se
imponia una vision culturalista, donde el fac-
tor temporal constituia una variable de poco
interés, lo cual llevo a la construccion de cua-
dros descriptivos estaticos y homogeneizantes
(Laguens y Bonnin, 2009). En consecuencia,
para poder continuar con el estudio de las po-
blaciones prehispanicas del centro de Argen-
tina es indispensable por un lado, ampliar el
tamafio muestral y con ello el rango temporal
y geografico y por el otro extender el analisis
genético a las secuencias de la region control
del ADN mitocondrial, lo cual permitira refi-
nar el nivel de analisis al proporcionar un gra-
do de definicion mayor de linajes y sublinajes.
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