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Introducción

La provincia del Chubut, ubicada en Patagonia central argentina, 
ha sido objeto de extensas investigaciones arqueológicas 
y bioantropológicas con el fin de comprender los procesos 
de cambios culturales y biológicos de las poblaciones que la 
habitaron el Holoceno (ver Gómez Otero, 2006). Con el fin de 
complementar los estudios arqueológicos y bioantropológicos, 
la presente tesis doctoral tuvo como objetivo general caracterizar 
la diversidad genética de los linajes mitocondriales de las 
poblaciones humanas que habitaron el nordeste de la Patagonia 
central durante el Holoceno (6000-200 AP), mediante el análisis 
de mitogenomas obtenidos a partir de individuos tomados de 
una muestra poblacional del Repositorio Bioantropológico de 
Restos Humanos Arqueológicos, salvaguardado en el Instituto 
de Diversidad y Evolución Austral (IDEAus), del Centro Nacional 
Patagónico dependiente del Consejo Nacional de Investigaciones 
Científicas y Técnicas (CCT CONICET-CENPAT) (Millán y Dahinten, 
2019). Asimismo, las evidencias arqueológicas han demostrado: 
1) dos grandes concentraciones de enterratorios que podrían 
estar indicando nodos poblacionales independientes (valle 
inferior del río Chubut –VIRCH– y Península Valdés –PV–) y 2) 
un aumento de la concentración de sitios a partir del Holoceno 
Tardío (3990-200 AP). Sobre la base de estos datos se evaluaron 
posibles variaciones en el acervo génico a escala microrregional 
y temporal.

Aspectos teórico-metodológicos

Toma de muestras arqueológicas

Se recolectaron un total de 60 muestras de individuos 
rescatados de 38 sitios arqueológicos de la provincia del 
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Chubut (Figura 1) y resguardados en el ya mencionado 
Repositorio Bioantropológico del IDEAus (CCT CONICET-
CENPAT) (Millán y Dahinten, 2019). En el muestreo se priorizó 
la toma de piezas dentales permanentes que se encontraran 
con poco desgaste, sin raíces expuestas ni caries. En caso 
de no contar con estas piezas, o que ellas se encontraran en 
malas condiciones de preservación, se decidió muestrear tejido 
óseo compacto. A estos individuos se les sumaron otros 15 
que fueron analizados en el año 2016 por la Dra. María Laura 
Parolin en el Bustamante’s Lab de la Universidad de Stanford 
(Estados Unidos).

Exportación de las muestras y aspectos bioéticos

El procesamiento de las muestras fue realizado en el 
Laboratorio de Genómica Evolutiva y de Poblaciones del 
Laboratorio Internacional de Investigación sobre el Genoma 
Humano (LIIGH) de la Universidad Nacional Autónoma de 
México (UNAM), a cargo de la Dra. María del Carmen Ávila-
Arcos. Las muestras fueron exportadas en mano por la tesista, 
considerando los aspectos éticos y legales correspondientes 
y debidamente abordados por Tamburrini y colaboradores 
(2023a, 2023b).

Laboratorio húmedo

Procesamiento del material, extracción de ADN y generación de 
bibliotecas genómicas

Previo al procedimiento de obtención de ADN antiguo (ADNa), 
se sometió el material arqueológico a una limpieza a fin de 
eliminar restos de impurezas y posibles contaminantes e 
inhibidores superficiales. Este procedimiento se llevó a cabo 
en un sector del laboratorio dedicado a este fin y consistió en 
un proceso de limpieza con hipoclorito de sodio al 5%, seguido 
de etanol al 70%, agua de calidad molecular y radiación UV a 
256 nm durante 40 segundos, utilizando un equipo crosslinker. 
De cada muestra se separó entre 100 y 200 mg de material 
fragmentado para su posterior paso de extracción de ADNa, 
el cual se realizó siguiendo los protocolos modificados de 
Rohland y Hofreiter (2007) y Dabney y colaboradores (2013). 
La construcción de bibliotecas genómicas se llevó a cabo bajo 
el procedimiento de doble cadena de Meyer y Kircher (2010), 
a partir de 30 uL de extracto de ADN. Posteriormente, cada 
muestra fue indexada y sometida a una limpieza y selección 
de fragmentos mediante el kit comercial SPRIselect de 
Beckman Coulter, Inc. Una vez limpias, se realizaron los pools 
de bibliotecas que consisten en agrupar múltiples muestras de 
ADN indexadas en una sola reacción de secuenciación.
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Secuenciación: sistema NextSeq 550 de Ilumina

Los pools de bibliotecas genómicas fueron enviados al servicio 
de secuenciación del Laboratorio de Servicios Genomicos 
(LabSerGen) de la Unidad de Genómica Avanzada (UGA) del 
Centro de Investigación y de Estudios Avanzados (Cinvestav), 
Irapuato, México. Estas fueron secuenciadas por método 
shotgun utilizando la plataforma Illumina NextSeq550 a 
rendimiento medio (2 x 75 pares de bases –pb–).

Captura del ADN mitocondrial (ADNmt)

A fin de obtener genomas mitocondriales completos a alta 
profundidad, se realizó el protocolo de myBaits® Mito (Daicel 
Arbor Biosciences, 2023), siguiendo las especificaciones del 
fabricante sin modificaciones. 

Laboratorio seco

Análisis bioinformáticos de calidad y autenticidad

Luego de un filtrado de calidad de las secuencias obtenidas, 
se realizó un contraste (mapeo) con la versión hg19 (GRCh37) 
del genoma humano de referencia, sustituyendo el cromosoma 
mitocondrial (chrM) por la secuencia referencia revisada de 
Cambridge (rCRS) (Andrews et al., 1999), utilizando el programa 
Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.12 (Li y Durbin, 2009) y 
estableciendo como calidad mínima de mapeo un umbral de 
25 y una semilla de 350. Se realizaron estimaciones de mapeo 
y filtrados de calidad como porcentaje de reads mapeados con 
una calidad igual o mayor a 25, eliminación de los fragmentos 
duplicados producto de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR, por sus siglas en inglés) y estimación de porcentaje de 
ADNa endógeno (inherente a la propia muestra) obtenido.

A fin de validar la obtención de ADNa, se verificó el patrón 
de daño característico de ADNa y se estimó la longitud 
promedio de los fragmentos secuenciados o reads mediante 
los programas MapDamage v2.0 (Jónsson et al., 2013) y ATLAS 
(Kieser et al., 2020), respectivamente para cada muestra. 
Asimismo, se calculó el grado de contaminación a partir del 
ADNmt, mediante el programa Schmutzi (Renaud et al., 2015).

ADNmt: determinación de los haplotipos y haplogrupos 

La asignación de cada haplotipo a su correspondiente 
haplogrupo materno más probable, se realizó mediante el 
programa HaploGrep 2.0 (Weissensteiner et al., 2016). Las 
asignaciones de haplogrupos fueron estimadas a partir de la 
última versión de Phylotree mtDNA tree Build 17 (van Oven y 
Kayser, 2009) y refinadas manualmente a partir de bibliografía 
actualizada. 

Con el fin de determinar la filogenia de los clados identificados 
en el presente estudio, se realizó un análisis comparativo entre 
los resultados obtenidos y los mitogenomas de individuos 
ancestrales y contemporáneos previamente publicados para 
la región. 

Síntesis de los resultados

Validación de ADNa, endógeno y cobertura 

Se obtuvieron longitudes de fragmentos esperados para ADNa 
en la totalidad de las muestras secuenciadas (entre 60 y 150 
pb) y patrones de desaminación en 40 de las 50 muestras 
procesadas. Aquellas muestras para las cuales, debido a su 
bajo contenido de fragmentos de ADNa, no pudo estimarse el 

Figura 1. Sitios arqueológicos de los cuales se han analizado restos humanos. De un mismo sitio pueden haberse analizado más de un individuo. 
Autorizaciones otorgadas por la Subsecretaría de Cultura del Chubut y la Dirección del Instituto Nacional de Antropología y Pensamiento Latinoamericano 
(INAPL), para la exportación de las muestras al Laboratorio de Genómica Evolutiva y de Poblaciones (LIIGH, UNAM) y al Bustamante’s Lab de la 
Universidad de Stanford (Estados Unidos).
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grado de contaminación y cuyos patrones de desaminación no 
mostraron el daño esperado para ADNa, fueron eliminadas de los 
análisis subsiguientes (N = 7). La estimación de contaminación 
varió entre 1 y 3%, valores esperables en estudios de ADNa, 
mientras que el ADN endógeno varió entre 0,05 y 68,3% con un 
promedio de 15% para el ADN nuclear y entre 0,01 y 0,58% con 
un promedio de 0,1% para el ADNmt. Asimismo, se recuperaron 
profundidades que van desde 1,5X a 173,1X para ADNmt.

En síntesis, los resultados obtenidos por técnicas genómicas 
de nueva generación demostraron una buena preservación 
del material genético con parámetros validados para ADNa 
en 33 de los 50 individuos analizados (66% de eficiencia de 
recuperación). 

Haplogrupos y linajes

Sumando los individuos procesados por la Dra. M. L. Parolin, 
en esta tesis se analizaron un total de 48 individuos (33 + 15) 
identificándose 40 haplotipos diferentes. Dieciocho de ellos 
fueron asignados al clado D1 (45%), ocho (8) al C1b (20%), 
ocho (8) al B2 (20%) y seis (6) al C1c (15%). Asimismo, nuevos 
clados fueron identificados (B2b16a, B2ak1b, C1b32, C1b33, 
C1b35, C1c11g, C1c11i, D1u, D1g7, D1g5a1), cuyas posiciones 
diagnósticas se especifican en la Figura 2.

Respecto de la variable geográfica, esta tesis cuenta con un 
total de tres (3) muestras de la Meseta, ocho (8) de PV, 11 de 
transición y 21 muestras del VIRCH, y cinco (5) muestras del 
Sureste de la provincia (SEP). De estos, 31 individuos fueron 
asignados al Holoceno Tardío Final (1990-200 AP), 13 al 
Holoceno Tardío Inicial (3990-2000 AP), dos (2) al período post-
contacto (<200 AP) y uno (1) al Holoceno Medio (7400-4000 
AP) según la división adoptada por Gómez Otero & Svoboda 
(2022). Un único individuo no cuenta con fechado.

El test exacto de Fisher realizado para poner a prueba 
la asociación o independencia entre las microrregiones 
geográficas establecidas a priori y las distancias genéticas en 
términos de frecuencia de haplogrupos observados, no mostró 
una asociación significativa (valor p > 0,05; no se rechaza la 
hipótesis nula de independencia) entre la variable genética y la 
geográfica. De modo similar, el análisis PhiST (ΦST) evidenció 
que no hay diferencias genéticas significativas (p > 0,05) en 
términos de frecuencias nucleotídicas entre las microrregiones 
establecidas. Continuando con los análisis demográficos y con 
el fin de poner a prueba si la diversidad genética de la muestra 
poblacional de los individuos bajo estudio variaba a lo largo del 

período analizado, se realizó una prueba de Mantel. Esta prueba 
evalúa la correlación entre la matriz de distancias genéticas 
y la matriz temporal confeccionada a partir de dataciones 
radiocarbónicas de los individuos estudiados en la presente 
tesis (Patagonia central; N = 48). Los resultados no permitieron 
rechazar la hipótesis nula de no correlación (z = 2134,478; 
p-valor: 0,5761). 

Por lo tanto, mediante el estudio de genomas completos del 
ADNmt y al menos en lo que respecta a la muestra poblacional 
analizada en esta tesis, se puede concluir que no se observan 
cambios sustanciales en la composición de linajes maternos de 
la población a lo largo del periodo analizado y que, los individuos 
de las microrregiones analizadas, podrían considerarse como 
pertenecientes a una única población biológica. 

Consideraciones finales

Las inferencias resultantes de los datos generados a partir 
de esta tesis doctoral no solo profundizan y complementan 
la información obtenida a partir de las investigaciones 
arqueológicas y bioantropológicas, sino que también 
contribuyen a un mejor entendimiento de los procesos 
migratorios que modelaron el poblamiento humano de la 
Patagonia. 
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Figura 2. Propuestas de nuevos clados (recuadros de color negro) basados en análisis de mitogenomas. A) Clado B2; B) Clado C1b; C) Clado C1c; 
D) Clado D1. Las mutaciones corresponden a transiciones. Los textos en color rojo representan las mutaciones de la Región Control del ADNmt y 
con subrayado se indican las posiciones recurrentes.Los recuadros de color rojo corresponden a clados publicados por otros autores que sufrieron 
modificaciones. * C. M. Bravi, comunicación personal, 2023.
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