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RESUMEN

El andlisis genético de 33 muestras de nativos americanos antiguos de tres localidades en Colombia
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revel6 una alta diversidad genética y la presencia de haplogrupos fundadores en cuatro poblaciones

americanas. El estudio identific6 haplotipos distintos asociados con diferentes regiones y poblaciones.

El haplogrupo A5 incluia haplotipos exclusivos presentes en las poblaciones actuales de América
Central, mientras que el haplogrupo A2ah consistia en haplotipos de Bolivia, y el haplogrupo A2i
contenia haplotipos del centro de Estados Unidos. Ademas, se identificaron los haplogrupos A2ad2 y
A2aflbl, siendo este ultimo el que englobaba haplotipos de poblaciones nativas americanas dispersas

por América Central.

Dentro del haplogrupo B, los subhaplogrupos B2 y B2a se asociaron con comunidades nativas
americanas a lo largo de la costa noroeste de Estados Unidos y Canadd, mientras que el subhaplogrupo
B2gl se relacion6 con los habitantes actuales de San Diego y México. El subhaplogrupo B4 presento
tres haplotipos distintos: B4j, que era inico y no se encontraba en ninguna otra parte del mundo;
B4alc3, que mostraba conexiones con Asia oriental, América Central y del Sur; y B4clala, que se ha

reportado previamente en Asia oriental.

El haplogrupo C1 present6 dos haplotipos (C1C4 y C1b5b) y mostrd una distribucion en toda América
Latina. El haplogrupo D present6 dos haplotipos: D4h3a, asociado con una segunda migracion costera
hacia América, y D4jla, que se sugiere que se origind en Asia oriental, pero también se ha encontrado

en otras regiones como el centro de Estados Unidos, Iran y Hong Kong.

Estos hallazgos proporcionan evidencia de la heterogeneidad inter-poblacional entre las poblaciones
prehispanicas en Colombia, destacando el paisaje genético diverso y la compleja historia poblacional

de la region.

ABSTRACT

The genetic analysis of 33 ancient Native American samples from three locations in Colombia revealed
high genetic diversity and the presence of founding haplogroups for four American populations. The

study identified distinct haplotypes associated with different regions and populations.
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Haplogroup AS included exclusive haplotypes found in current Central American populations, while
haplogroup A2ah consisted of haplotypes from Bolivia, and haplogroup A2i contained haplotypes from
the central United States. Additionally, haplogroups A2ad2 and A2af1bl were identified, with the latter

encompassing haplotypes from scattered Native American populations across Central America.

Within haplogroup B, subhaplogroups B2 and B2a were linked to Native American communities along
the northwest coast of the United States and Canada, while subhaplogroup B2g1 was associated with
present-day inhabitants of San Diego and Mexico. The B4 subhaplogroup exhibited three distinct
haplotypes: B4j, which was unique and not found elsewhere in the world; B4alc3, which showed

connections to East Asia, Central, and South America; and B4clala, previously reported in East Asia.

The C1 haplogroup presented two haplotypes (C1C4 and C1b5b) and displayed distribution throughout
Latin America. The D haplogroup showed two haplotypes: D4h3a, associated with a second coastal
migration to the Americas, and D4j1a, which was suggested to have originated in East Asia but has also

been found in the central United States, Iran, and Hong Kong.

These findings provide evidence for inter-populational heterogeneity among Pre-Hispanic populations

in Colombia, highlighting the diverse genetic landscape and complex population history of the region.



1. INTRODUCCION

Los estudios arqueologicos en Colombia muestran una ocupacion que data de aproximadamente 8000
a.C., generalmente diferenciada en tres periodos: una ocupacion temprana de cazadores-recolectores, y
dos grupos diferenciados de alfareros y agricultores, que fueron encontrados por los conquistadores
espanoles en el siglo XVI. Estos grupos fueron conocidos, segun la toponimia registrada en las cronicas,

con nombres que dieron origen a diferentes toponimias como los Calimas, Aburraes y Laches.

Las discusiones y problematicas arqueoldgicas mas recientes han propuesto la existencia de tres
periodos prehispanicos: el periodo Agroalfarero, entre 500 y 900 d.C. £100 afos; el Formativo, entre

1400 a.C. y 400 a.C. £200 afos; y el Paleoindio, entre 5000 a.C. y 8000 a.C. £2000 afios.

Los principales modelos que sentaron las bases de dicha propuesta han sido enriquecidos, asi como

cuestionados, por posteriores investigaciones arqueologicas y genéticas.

Evidencias arqueoldgicas sugieren sucesivas oleadas migratorias procedentes del norte del pais que se
asentaron en grandes valles, logrando una integracion regional que constituyeron grupos tardios de
mayor densidad poblacional, alcanzando un alto nivel de organizacidon social y politico con una
economia que se sustentaba en la produccion de productos agricolas (Rodriguez Cuenca, 1999),
asentamientos que permitio la diferenciacion de una gran variedad de poblaciones nativo americanas

en Colombia y una gran diversidad de lenguas.

La extraccion y el andlisis de ADN antiguo (aADN) provenientes de restos 6seos encontrados en
excavaciones arqueologicas indigenas se ha empleado generalmente para tratar de profundizar los
origenes de la poblacién de Colombia, a fin de conocer la estructura genética de dichas poblaciones y

en tratar de resolver algun tipo de relacion genética entre estas poblaciones (paleo indios, poblaciones
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actuales) en base en la estructura genética encontrada y dar soporte u otra alternativa en el marco
de las filiaciones genéticas que se encuentren (Reemplazos, migraciones, mezclas), informacion
genética valiosa que nos daran pautas para desarrollar la teoria del poblamiento a través del tiempo en

nuestros territorios por parte de comunidades prehispanicas.

Aunque actualmente la posibilidad de analizar por estos medios grupos indigenas ya extintos ha estado
en constante mejoramiento continuo, existe una gran cantidad de rescates arqueoldgicos que se deben
estudiar, hasta lograr tener una base de datos grande de la mayoria de polimorfismos de secuencia de
ADN mitocondrial (ADNmt) encontrados en los diferentes grupos indigenas que habitaron Colombia

y que es necesario rescatar e investigar.

Con este trabajo se pretende establecer la estructura genética de 3 grupos poblacionales prehispanicos
“Calima”, Lache y Aburrées, de Colombia para estipular las relaciones filogenéticas de estos individuos
entre si y con otros grupos de interés. Este conocimiento dard contribuciones desde un punto de vista
molecular la naturaleza genética de las comunidades precolombinas que poblaron el territorio

colombiano y su relacidén con grupos nativos americanos y pobladores antiguos y actuales.



2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer la estructura genética y las relaciones filogenéticas intrapoblacionales de ocupacion
prehispanica del Valle del Cauca (Palmira), Antioquia (Aburrdes) y Boyacd (Laches) e

interpoblacional con otros grupos humanos.

Objetivos especificos:

Determinar la variabilidad genética con base en el analisis de las secuencias de la regioén

hipervariable I (HVSI) del ADNmt.

Caracterizar la diversidad genética y las relaciones de parentesco de las poblaciones mediante

la determinacion de los diferentes polimorfismos encontrados.



3. MARCO TEORICO

Colombia, debido a su ubicacion privilegiada en el istmo centroamericano y su variada geografia, ha
sido un punto de paso y asentamiento para diversas poblaciones con diferentes lenguas a lo largo de los
siglos. Este flujo migratorio ha contribuido a la notable diversidad lingiiistica y genética que se
encuentra en el pais. El conocimiento de las lenguas indigenas ha aumentado con el tiempo, y se han
realizado estudios sobre la estructura genética de la poblaciéon colombiana. Sin embargo, es importante
seguir investigando para obtener nuevos elementos que ayuden a comprender mejor esta estructura
genética y complementar los hallazgos existentes utilizando técnicas moleculares actuales y nuevos
marcadores genéticos.

El origen y poblamiento de los seres humanos se remonta a hace cientos de miles de afios. Los primeros
hominidos como el Homo erectus y el Homo neanderthalensis evolucionaron en Europa y Oriente
Medio, mientras que el Homo sapiens, el ancestro mas reciente del ser humano moderno, aparecio en
Africa. Los hombres de Neanderthal y Cromafion coexistieron en Europa occidental durante un periodo
de tiempo, y se ha postulado que no son ancestros directos de los humanos modernos, sino una especie
o linea evolutiva separada.

En cuanto al poblamiento de América, existen diferentes teorias. Algunos investigadores sostienen que
los seres humanos llegaron desde Asia a través del Estrecho de Bering, mientras que otros sugieren que
también hubo migraciones desde el océano Pacifico o incluso a través de la Antartida.

En el contexto de Colombia, existen mas de 80 etnias indigenas que conservan sus propios idiomas.
Estas etnias pertenecen a diversas familias lingiiisticas, como la chibcha (kogui, wiwa, arhuaco, tule,
chimila y u'wa), caribe (yukpa, carijona), arawak (wayuunaiki, kurripako, piapoco, yukuna), barbacoa
(awa, guambiano), choc6 (embera y wounaan), guahibo (sikuani, cuiba, hitnu, iguanito, guayabero),

tucano (desano, piratapuyo, cubeo, tanimuca, coreguaje, siona), macu-puinave (nukak, jupda, puinave),
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witoto-bora, saliba, quechua (hablado por los Inga), entre otros. Algunas lenguas, como los camsa,
koféan y tikuna, no se ha determinado con certeza a qué familia lingliistica pertenecen.
Es importante destacar que muchas de estas lenguas indigenas estan en peligro de extincion o ya se han
extinguido, debido a la influencia de la conquista europea y a la pérdida de transmision
intergeneracional. La preservacion de estas lenguas es fundamental para mantener viva la diversidad
cultural y lingiiistica de Colombia, asi como para comprender la historia y los origenes de las
poblaciones actuales.
La diversidad étnica en Colombia también se refleja en la presencia de comunidades afrocolombianas,
que tienen sus propias tradiciones culturales y, en algunos casos, lenguas criollas basadas en el espafiol
y las lenguas africanas traidas por los esclavos durante la época colonial.
3.1. Valle del Cauca
El Valle del Cauca constituye uno de los treinta y dos departamentos que, junto con Bogota, Distrito
Capital, integran la Republica de Colombia. Su sede administrativa es Santiago de Cali y se encuentra
situado en la region Andina y Pacifico. Limita al norte con Choco y Risaralda, al este con Quindio y
Tolima, al sur con Cauca y al oeste con el océano Pacifico.

. Periodos de ocupacion Prehispanica
En el Valle del Cauca, se pueden distinguir dos areas principales de ocupacioén prehispanica en la
cordillera Occidental: la cultura Ilama, que se remonta a principios del Holoceno, aproximadamente
entre 9.600 y 4.000 afios a.C., y otra poblacién conocida como Yotoco, que tuvo su existencia alrededor
de los siglos I'y V-VIII d.C.
Durante el periodo Ilama, también denominado Bolo Temprano, las comunidades aprovecharon los
suelos fértiles de origen aluvial y volcéanico de la cordillera Occidental y el valle de inundacion del rio

Cauca. Estas poblaciones desarrollaron una economia centrada en la agricultura y la caza, construyendo
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canales y jarillones para gestionar el agua. En la cordillera Occidental, las viviendas se ubicaban en
terrazas artificiales, mientras que en el valle se utilizaban viviendas palafiticas para evitar las
inundaciones. La ceramica de este periodo se caracterizaba por ser fina, con colores rojos sobre crema
y decoracion incisa.

Durante este tiempo, se destacaban las representaciones del chamén o sabedor, asociadas con la
capacidad de transformarse en animal durante estados de trance. También se encontraban
representaciones femeninas frecuentes en las figuras antropomorfas, mostrandolas con cabello lacio,
collares y adornos corporales. En cuanto a las representaciones masculinas, variaban, sugiriendo
posibles distintas categorias de individuos dentro de la sociedad Ilama.

Las practicas funerarias en este periodo se caracterizaban por la presencia de cementerios extensos en
la cima de las lomas y agrupaciones de tumbas en las areas planas. En algunos casos, se descubrieron
tumbas majestuosas con cadmaras amplias y una gran cantidad de objetos, como mascaras y alcarrazas
zoomorfas.

Posteriormente, entre finales del primer milenio a.C. y mediados del primer milenio d.C., las
poblaciones experimentaron un periodo prolongado de humedad, lo que las llevd a retirarse hacia
terrenos mas elevados. Durante esta época, se evidencia la transicion entre Illama y Yotoco como una
evolucion del periodo anterior. En la region Calima, se construyeron camellones y zonas de drenaje.

. Periodo Yotoco

El periodo comprendido entre los siglos I y V-VIII d.C. en la region Calima, situada en la cordillera
Occidental, constituye un periodo de gran interés arqueologico. Durante esta época, se observa una
cierta homogeneidad en el periodo Ilama, mientras que el periodo Yotoco experimenta una
diversificacion y expansion territorial que alcanza incluso Guacari al norte. Esto da origen al Yotoco

clasico en la region Calima y al Malagana en el rio Bolo y parte del valle del rio Cauca.
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No existe un consenso sobre las fechas exactas de inicio y finalizacidon de este periodo, indicando una
duracion variable en diferentes regiones donde tuvo lugar su expansion territorial. Ademas, la transicion
entre los periodos Ilama y Yotoco fue gradual, con desarrollos paralelos e independientes tanto en la

region Calima como en el valle del rio Cauca.

Durante este periodo, se registrd un notable aumento de la poblacion, y se construyeron terrazas mas
amplias, conocidas como "tambos", en las laderas para la vivienda. Se establecio una extensa red de
caminos, y se crearon sistemas de eras y zanjas para la agricultura, especialmente para cultivos como
maiz, calabaza, frijol y otros productos agricolas en el valle del Dorado. También se intensifico la

deforestacion.

En el valle del rio Cauca, se encuentran evidencias de ocupacion desde los inicios del primer milenio
d.C., en sitios como el rio Bolo, Coronado y otros lugares tempranos (Malagana, La Cristalina,
Coronado, Estadio Deportivo Cali, Santa Barbara, El Sembrador) que datan aproximadamente del 400

a.C. al 500 d.C. Estos sitios podrian representar variantes regionales del periodo Yotoco.

En relacion con la ceramica, se clasifica en categorias de burda, intermedia y fina. Las vasijas del grupo
burdo son grandes y simples, de color marron oscuro, con paredes gruesas y sin decoracion. Las vasijas
del grupo intermedio son més pequeiias y delgadas, a veces con engobe rojo e incisiones en el borde, y
algunas pueden presentar un rostro modelado en el cuello. Las vasijas finas, caracteristicas del estilo
Yotoco, son pequefias, de paredes delgadas, con arena fina en la pasta y colores rojo, naranja, crema o

una combinacion de estos colores.

En cuanto a la orfebreria de este periodo, uno de los temas predominantes es el "rostro Yotoco", que

puede representar un rostro humano o divino, o una combinacion de humano y animal. Estos rostros se
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encuentran en elementos como alfileres, pendientes y palillos utilizados para extraer la cal de los

poporos. Ademas, se han descubierto mascaras ceremoniales con rostros Y otoco.

El contexto arqueoldgico de Coronado, ubicado en Palmira, es de interés. El sitio se encuentra en una
terraza aluvial subsecuente y antigua, con suelos fértiles provenientes de los zanjones Mirrifiao y
Zambrano. Durante la excavacion, el sitio se dividio en tres areas, cada una con distintas estructuras
antropicas y tumbas. Las tumbas eran en su mayoria de pozo con fosa frontal, con diferentes formas y
orientaciones de los esqueletos. La mayoria de las tumbas eran entierros primarios, donde los cuerpos

se inhumaban inmediatamente después de la ceremonia mortuoria.

Se estima que el yacimiento de Coronado se ubica cronoldgicamente entre el 200 a.C. y el 200 d.C.,

aunque estas fechas son aproximadas y pueden variar segun las evidencias encontradas.

Tabla 1 Fechas de radiocarbono de las tumbas de Coronado

Caodigo Tumba Beta-Analytic Fecha Calibrada

Cal 5 5 121151 200+70 d.C. 120-435 d.C.

Cal 10 10 121153 140+40 d.C.

Cal 17 17 121154 140+50 d.C.

Cal 47 47 121155 10+£30 d.C.

Cal 6 6 121152 200+80 a.C. 385a.C-25d.C
3.2 Jerico (Boyaca)

Jerico es una localidad colombiana situada en la provincia de Valderrama, dentro del departamento de

Boyaca. Se halla a una distancia de 158 km de Tunja, la capital departamental. Destaca por ser el
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municipio mas elevado de Boyacd y ocupa el tercer lugar en cuanto a altitud a nivel nacional en
Colombia.

° Los Laches

Las antiguas civilizaciones que denominaremos poblacion Lache se encontraba ubicada en el extremo
norte del altiplano Cundiboyacense; en la parte media del valle formado por el rio Chicamocha, en su
margen derecha, en términos de los municipios actuales de Jericé y Chita. Altitudinal mente oscila entre
los 1.600 y 3.700 msnm. La temperatura en la zona fluctia entre los 10-12° C. en las zonas mas altas
de clima frio y de paramo; hasta los 24° C. en las margenes de los rios Chicamocha y Chitano, lugares
donde predomina el clima frio seco y templado seco. La precipitacion promedia anual oscila entre los
500-2.000 mm, en cercanias a los rios Chicamocha y Chitano, hasta 2.000-4.000 mm, en las areas
de mayor altitud. Las coordenadas aproximadas de sus puntos extremos son: 6° 05' a los 6° 12' de
Latitud Norte y los 72° 25" a 72° 40° de Longitud al Oeste de Greenwich.

o Geomorfologia

Desde el punto de vista geoldgico, esta region se atribuye principalmente al periodo Cretaceo. Este
periodo se caracteriza por una sucesion de transgresiones marinas y por las variaciones en el nivel del

suelo del Miogeosinclinal de la Provincia Andina Oriental.

Geomorfoldgicamente es una provincia montafiosa cortada por rios, quebradas y zanjones, su topografia
es abrupta; originada por los fuertes movimientos tectonicos a que fue sometida la Cordillera Oriental
y alas aguas de escorrentia que han formado las quebradas y log rios. Las geoformas del 4rea determinan
que su relieve sea quebrado presentando grandes diferencias altitudinales, atravesadas por valles y
cafiones con pendientes superiores al 70%; en varios lugares se presentan pequefas mesetas o terrazas

con inclinaciones suaves. Existen en algunas de ellas indicios de asentamientos indigenas, que se
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evidencian por la presencia en superficie de elementos culturales (ceramica y litica).

Los principales cursos de agua son los rios Chicamocha y Chitano, que cruzan la region de norte a sur y
de oriente a occidente respectivamente, en los cuales desembocan gran nimero de quebradas y cursos
de agua menores. Ambos forman profundos cafiones, donde se manifiestan diferencias ambientales
notorias en distancias relativamente cortas.

° Paleo clima

En época prehispanica el clima de la region fue probablemente mas himedo; aunque era una regioén
que presentaba problemas de sequedad. Las diferencias basicas, con la época actual, radicaban en el
uso de la tierra lo que tenia implicaciones al nivel de su cobertura. Existiendo una mayor proteccion
para el suelo debido a la existencia de mejor cobertura vegetal. Asimismo, aunque los vestigios
arqueologicos son abundantes, debido al prolongado lapso de ocupacion de la zona, debid existir una
menor presion por los recursos naturales lo que conllevé a una mayor diversidad y abundancia de flora
y fauna (Hammen, 1992) Intercalados con las areas de bosque y vegetacion baja habria parcelas para
cultivos de subsistencia; este medio seria muy propicio para la caza de fauna silvestre (venados, aves,
roedores, lagartos, ranas, insectos, etc.) y la recoleccion de recursos del bosque (miel). Desde este
ecosistema se tendria un facil acceso a los paramos, donde practicarian la caza y recoleccion de
productos para la alimentacion, medicina, construccion, etc. Este es el caso de la trementina que se

obtendria en los paramos (a partir del frailejon -Espeletia grandiflora-) y cuyo uso seria la iluminacion.
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o Etnografia de los Laches.
En el siglo XVI, al llegar los espafioles a la region de Chita y Jerico, habitada por comunidades de la
etnia Lache o U'wa, especificamente los cacicazgos de Chita, Ura, Cheva y Ogamora dentro de la
confederacion del Cocuy, se observa que estas comunidades rendian tributo al cacique del Cocuy antes
de la llegada de los cristianos. La informacidn etnohistorica disponible proporciona detalles sobre la
organizacion social, actividades economicas y densidad poblacional de estas comunidades.
En el repartimiento de Chita, encomendado a Gonzalo Jiménez de Quesada y Fernando Berrio en el
siglo XVI y XVII, se destaca la complejidad socio-politica de la region. Se identifican caciques y
capitanes como Don Miguel, Don Juan, Don Pablo, Francisco, entre otros, que gobernaban diferentes
parcialidades. La densidad poblacional era notable, y se mencionan lugares como Bichacuca, Bimiza y
Chichaguey, cuyos caciques tenian subordinados a varios indigenas.
La ausencia de la mencion de la parcialidad de Chita en documentos de la visita de Juan Lopez de
Cepeda en 1571 suscita interrogantes sobre su existencia como entidad independiente. Se sugiere que
Bichacuca fue una parcialidad crucial, evidenciada por la cantidad de tributos, especialmente mantas
de algodon, que entregaban al encomendero.
Chita se destaco economicamente en la colonia, especialmente en la produccion textil. Los caciques y
capitanes de Chita pagaban tributo en mantas de algodon, cueros de venado y trementina. Este tributo,
junto con los servicios personales, evidencia la complejidad organizativa de las parcialidades y su

capacidad para cumplir con las demandas del encomendero.

La caza de venados desempefiaba un papel crucial en la economia de Chita, y los indigenas dedicaban
cueros de venado como tributo, utilizados también en la confeccion de petacas y otros objetos. Se

destaca la posible importancia de la domesticacion del venado y su papel simbolico en la mitologia de
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la region.

La informacion documental, aunque se centra en el siglo X VI, arroja luz sobre la ocupacién prolongada
de laregion y sirve como guia para la prospeccion arqueoldgica, revelando la presencia de comunidades
prehispanicas, en particular los Laches, desde siglos antes de la llegada de los europeos.

o Descripcion de los restos encontrados en Jerico

Los restos arqueoldgicos fueron analizados con base en el Método de Reconstruccion Bioldgica, en el
nivel de anélisis individual (Rodriguez, 1994). A partir de la individualizacion de la muestra por sexo y

edad, se procedio a la caracterizacion morfoldgica de la poblacion.

° Individuo Lac 3

De los 6 individuos que conforman la muestra, éste presenta mayor grado de alteracion, evidenciado en
sus escasos huesos registrados; razon que imposibilita un detallado estudio, llevando a considerar que

se trata de un espécimen en mal estado de conservacion.

Los pocos rasgos de dimorfismo sexual apreciados en el fragmento iliaco, permiten estimar que se trata
de un individuo adulto de sexo masculino. La escotadura ciatica tiende a ser homogénea, lo que nos
llevaria a pensar en el sexo opuesto, no obstante, predominan los rasgos caracteristicos masculinos en
los otros segmentos, es asi como la morfologia de huesos largos, también denota la complexion fisica

bien desarrollada del individuo.

Edad: 35-40 afios, Sexo: Masculino

° Individuo Lac 21

Se trata de un individuo adulto masculino que presenta la mayor parte de sus huesos, aunque en regular
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estado de conservacion, dadas las condiciones del terreno de inhumacion, pese a ello hay que destacar

el "buen" estado en que se encuentra el sistema dental.

Sobre el rostro hay huellas de exposicion al fuego, que afectaron principalmente la parte derecha,
comprometiendo la capa peridtica en los huesos de la cara y superficie vestibular de los dientes. Por
otra parte, presenta incisivos en pala grado 5 segun escala de (0-6) en laterales y un poco menor en los

centrales.

No fue posible reconstruir la estatura ni determinar la lateralidad, debido tanto a la ausencia como al
precario estado de los huesos. Con relacion a las diferentes caracteristicas osteoldgicas analizadas en el
esqueleto craneal: obliteracion de las suturas, desgaste dental; en la superficie auricular del ilion se
advierten puntos de micro porosidad que indican que se trata de un individuo adulto joven, la

obliteracion de la region pélvica sugiere una edad mayor de 20 y menor de 25 afios.

Edad: 20-25 Sexo: Masculino
Estatura segun tibia: 155 + 2,81 cm.
o Individuo Lac 25
Por los rasgos osteologicos analizados en los diferentes huesos del esqueleto, la edad del individuo
comprende entre los 15 y 20 afios. Aunque se desconocen las caracteristicas de craneo y sistema dental.

Los centros secundarios de osificacion permiten aproximar su edad en la cohorte de 18 a 20 afos.

Para los efectos correspondientes a la reconstruccion de estatura solo se pudo medir la tibia derecha:
156 + 2.81 cm. Las pocas expresiones de actividad muscular expresadas en la cintura escapular nos

orientan a considerar que el individuo era diestro.

Edad: 15-20 Sexo: Masculino
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Estatura segtn tibia: 156 + 2,81 cm

° Individuo Lac 26

De la muestra de estudio, por sus caracteristicas osteo biologicas este es el individuo mas joven, pues
corresponden a un infante. Los huesos estan fragmentados, las partes recuperadas son porciones

epifisiarias de huesos largos.

El individuo presenta denticion mixta (decidual y permanente). Con relaciénala secuencia de formacion
y erupcion dental propuesta por Ubelaker, la edad aproximada del individuo esta alrededor de los 6 afios
+ 24 meses (Ubelaker, 1989:115). Las caracteristicas sexuales presentes en el craneo, especialmente en
la mandibula: alvéolos de caninos en forma de U, sobresaliendo con relacion a los demas dientes,
menton prominente y cuadrangular, region goniaca mas pronunciada (Schutkosky, 1983 en Rodriguez,
1993: 138), permiten inferir que corresponde a un individuo de sexo masculino.

° Individuo Lac 31

De los seis individuos que conforman la muestra, éste presenta menor grado de alteracion. Se trata de
un individuo adulto medio, medianamente robusto. Se advierte un desgaste dental homogéneo mas
acentuado que en el maxilar. Pérdida postmortem de incisivo lateral izquierdo. Marcada acumulacion
de célculo tanto en incisivos como en caninos, en estos ultimos se presenta cresta distal accesoria y
lineas hipopléasicas en su tercio cervical. En términos generales, se refleja un marcado estrés

medioambiental, reflejado en la agenesia y las hipoplasias.

Edad: 20-25 Sexo: Masculino

Estatura segtn tibia: 156 + 2,81 cm
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° Individuo Lac 50

No se encuentra informacion.

3.3. El Valle de Aburra

El Valle de Aburra, ubicado en el centro de Antioquia, Colombia, presenta una poblacion de
aproximadamente 3,213,000 habitantes y abarca 10 municipios. La informacion sobre los Aburrées es
limitada debido a la expansion urbana que ha borrado muchos sitios arqueoldgicos. La investigacion de

Graciliano Arcila ha contribuido a trazar la historia social del valle a lo largo de unos 10,000 afios.

En el ambito arqueologico, se han identificado periodos como el Tardio y de Contacto, desde el siglo
IX hasta el XVI. Sitios como El Volador y La Colinita han revelado entierros caracteristicos del periodo
Tardio. La ocupacion temprana se sugiere en la ladera oriental, mientras que la occidental, con sitios

como El Volador, estuvo ocupada principalmente por los indios aburraes durante el Tardio.

La cronologia propuesta abarca desde cazadores-recolectores hace 10,000 afios hasta las sociedades
agricolas y alfareras encontradas por los conquistadores en el siglo XVI. El periodo de Tardio, entre los
siglos IX y XVI, se caracteriza por cambios en la ceramica y las practicas funerarias, con tumbas de

pozo con camara lateral destacando en este periodo.

A pesar de que muchas tumbas han sido saqueadas, algunas han sido excavadas por arquedlogos, y se

ha informado de la existencia de estructuras similares en otras partes de Colombia.

La aproximacion para reconstruir el pasado histérico del se basa en las propuestas de los arquedlogos
y antropologos, los cuales tienen como base los hallazgos de los cementerios precolombinos
encontrados en las diferentes excavaciones, asi como la posicion de los entierros funerarios y los ajuares

encontrados en ellos. De esta manera se dio paso a encontrar huesos antiguos y dientes, los cuales
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fueron utilizados para detectar la huella genética que dejo el poblamiento en Colombia.

4 Trazando la Evolucion a Través del ADN Mitocondrial: Una Mirada Profunda a la

Simbiosis Eucariodtica y su Impacto en la Herencia Genética

Las mitocondrias, organelos celulares encargados de la generacion de energia metabdlica, poseen una
estructura de doble membrana y su propio genoma en su matriz interna. Su replicacion es independiente
de la division celular, lo que sugiere una conexiéon con los antiguos antepasados procariotas. La
simbiosis que dio origen a las mitocondrias ocurrié hace aproximadamente 200 millones de afios,
cuando una célula nucleada incorpord un procariota aerdbico, estableciendo una relacion simbiotica

critica para la evolucion eucariotica.

El ADN mitocondrial, de tamafio reducido, exhibe variabilidad debido a la evolucién divergente.
Incluye genes como rRNA, tRNA y algunos encargados de codificar proteinas asociadas al transporte
de electrones y la sintesis de ATP. A pesar de su evolucidon, mantiene similitudes con los procariotas;
ciertos componentes, como los ARNr mitocondriales, se parecen mas a los encontrados en bacterias
que a los presentes en los eucariotas del citoplasma celular. Asimismo, los codones utilizados por las

mitocondrias para especificar aminoacidos difieren de los codones estandar de los eucariotas.

La gran cantidad de estudios del ADN mitocondrial (ADNmt) publicadas en las 5 ultimas décadas ha
hecho de esta molécula una de las mas estudiadas en las investigaciones en sistemas genéticos. Es
abundante en la gran mayoria de células humanas, tiene herencia uniparental y no recombinante, por
ultimo, tiene una tasa mayor de mutacién comparada con el genoma nuclear, lo que ha hecho del

ADNmt una herramienta atractiva para investigadores de diversas disciplinas (Behar et al., 2007).
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El equipo de Anderson describio el genoma completo del ADNmt en 1981 (Anderson ef al., 1981) y
luego, su secuencia fue revisada por el equipo de Andrews (Andrews et al., 1999) no encontrando
cambios significativos en la region control. Por esto el genoma descrito por Anderson se conoce como

CRS o Cambridge Reference Sequence y se utiliza como patron de comparacion de secuencias en

analisis de ADNmt.

El material genético mitocondrial humano consiste en un ADN circular cerrado de doble cadena que
reside en el citosol de las mitocondrias celulares. Este genoma, con una longitud de aproximadamente
~16569 pares de bases (pb), presenta variaciones en la poblacion y solo codifica una fraccion reducida

de las proteinas mitocondriales. Las proteinas restantes son codificadas por el ADN nuclear (nADN).
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(Mishmar et al., 2003).

Las dos cadenas del ADN mitocondrial presentan una distribucion asimétrica de guaninas y citocinas,
lo que genera un coeficiente de sedimentacion diferente, resultando en una cadena ligera (L) y otra
pesada (H). La mayoria de las secuencias codificantes (28 genes) se encuentran en la cadena H,
distribuyéndose de manera compacta e incluso solapandose. E1l ADNmt contiene informacion para 38
genes, incluyendo 2 genes para ARN ribosomal (12S y 16S), 22 genes para ARN de transferencia
(tARN) y 14 genes estructurales. Estos ultimos (ADN nuclear) codifican diversas subunidades de los
complejos enzimaticos presentes en el sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Dichos
complejos incluyen tres subunidades del citocromo c-oxidasa (COI, II y III), una subunidad del
citocromo b (cyt b) 6xido-reductasa (complejo III), siete subunidades (ND-1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6) del
complejo NADH deshidrogenasa (Complejo I) y dos subunidades (6 y 8) del complejo ATP sintetasa

(Complejo V) (Wallace, 1989).
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Figura 3. Mapa genético del ADN mitocondrial humano. Esta molécula codifica para siete subunidades del Complejo I NADH Deshidrogenasa
(ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 Y ND6), un citocromo b del Complejo III (Cyt b), tres Citocromos Oxidasas del Complejo IV (CO I, COIl y
COIII) y dos ATPasas del complejo V (ATP 8 y ATP 6). Posee los genes de la subunidad grande y pequefia del rRNA (en AZUL) y 22 tRNAs (en

color rosado). En la parte superior se observa la Regién Control o D-loop.
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Laregion no codificante, también conocida como D-Loop o region de control, abarca alrededor de 1122
pares de bases y se sitia entre los genes que codifican para el ARN de transferencia de la prolina y el
de la fenilalanina. Dentro de esta region especifica, se encuentran elementos clave como el origen de
replicacion de la cadena H, promotores para la transcripcion de ambas hebras (L y H), sitios de uniéon
de factores de transcripcion (Tfam), tres bloques de secuencias conservadas asociadas al inicio de la
replicacion (CSBI, II y III), y secuencias relacionadas con la terminacion de cadenas (Foran, Hixson,
& Brown, 1988). Es crucial destacar que la region de control se caracteriza por una elevada tasa de
mutacion, siendo esta 10 veces mayor que en las regiones codificantes (Vigilant, Stoneking,

Harpending, Hawkes, & Wilson, 1991), y por su marcada variabilidad dentro de la poblacion.

Esta variabilidad se concentra en tres segmentos hipervariables: HVSI (posiciones 16024-16365),
HVSII (posiciones 73-340) y HVSIII (posiciones 438-574) (Budowle et al., 1999). La HVSI, debido a
su alto polimorfismo, ha sido ampliamente utilizada en disciplinas como Antropologia, Genética y

Medicina Forense.

La region no codificante, también llamada regién de control, contiene los promotores de la
transcripcion, el origen de replicacion de la cadena pesada, sitios de union de factores de transcripcion
y secuencias asociadas a la terminacion del bucle de deslizamiento o D-Loop. Dentro de esta secuencia,
se han identificado dos segmentos con tasas de mutacion 10 veces superiores a la region codificante,
conocidos como Region Hipervariable I (HVRI), que incluye las posiciones 16.024 y 16.383, y la
Region Hipervariable II (HVRII), que abarca desde la posicion ~57 hasta ~372 (Howell & Smejkal,

2000).
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Figura 4. Region control. Se muestran las 2 zonas hipervariables HVI 'y HVII

Para la el 22 de agosto de 2017 se han reportado 37545 secuencias en GenBank con un tamafio mayor
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que 15,4 kbps y 66676 secuencias de region de control con tamafio 0,4-1,6 kbps. (Lott et al., 2013)

El ADNmt en una herramienta especialmente util para los estudios de evolucién humana, migracion e
historia poblacional en la reconstruccion del pasado de las poblaciones humanas por caracteristicas
especiales:

° Caracteristicas del ADNmt

Poliplasmia
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Figura 5. Poliplasmia. Muchas mitocondrias por célula y por ende mucho mas material genético.

El ADNmt presenta un alto numero de copias en las células humanas. Las células somaticas son diploides
y por lo tanto contienen dos copias de algun gen nuclear o segmento de ADN, por el contrario, Cada
mitocondria alberga entre 2 y 10 duplicados de la molécula de ADN, y simultdneamente, cada célula
puede albergar cientos de mitocondrias. Debido a esta circunstancia, la cantidad de copias en cada
célula variara entre 1,000 y 10,000 copias de ADNmt, dependiendo del 6rgano y tejido especifico.
(Calloway, Reynolds, Herrin, Anderson, & Anderson, 2000; Pakendorf & Stoneking, 2005; Wiesner,
Riiegg, & Morano, 1992). Esta propiedad, permite obtener abundante ADNmt para su analisis, y

también hace que esta molécula sea de eleccion para los andlisis de ADN antiguo y para ciertas
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aplicaciones de ADN forense.

o Homoplasmia

La homoplasmia es cuando todas las copias de ADNmt son idénticas, en un individuo particular, pero

pueden surgir mutaciones, mantenerse ¢ amplificarse en diferentesniveles

y coexistir con el ADNmt nativo, pasando a una condicion de heteroplasmia (Comas, Paibo, &
Bertranpetit, 1995; Holt, Miller, & Harding, 1989).

o Heteroplasmia

El concepto de heteroplasmia se refiere a la presencia de diferentes tipos de ADN mitocondrial
(ADNmt) en una misma mitocondria, célula o individuo, en contraste con la homoplasmia, que ocurre
cuando hay un unico tipo de ADNmt. La heteroplasmia en el ADNmt puede originarse por errores
durante su replicacion o debido a dafios causados por radicales libres generados durante el metabolismo
oxidativo. Cuando la heteroplasmia afecta a las moléculas de ADNmt en el oocito, existe la posibilidad
de transmitirla a la descendencia, la cual suele presentar niveles variables debido a la segregacion

aleatoria de las mitocondrias durante la oogénesis (Howell & Smejkal, 2000).

La heteroplasmia es una condicidon extremadamente rara donde la prevalencia en la poblacion mundial
no supera el 5%. Las mitocondrias se replican y su genoma es distribuido aleatoriamente a las células
hijas y por lo tanto, el comienzo de una condicién de heteroplasmia. El niimero considerable de
mutaciones y particularmente, transiciones que aparecen en la heteroplastia son probablemente
eliminadas por deriva y/o por seleccion actuando en diferentes niveles de la organizacion del ADNmt.
Una consecuencia de esto es encontrar un “efecto umbral” en ADNmt ligado a enfermedades
mitocondriales; la mutacion tiene que alcanzar un cierto porcentaje, por lo general mas alto que el 60-

80 % para poder confirmar una verdadera heteroplasmia y manifestar efectos patoldgicos. La célula
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produce menor energia, mas especies reactivas al oxigeno (ROS), hay un incremento en la apoptosis.
Las mutaciones pueden causar diferentes enfermedades dependiendo de la severidad del problema en

la mitocondria y el tejido afectado.

La heteroplasmia constituye la primera manifestacion del polimorfismo, ya que si hay una mutacioén en
alguna molécula de ADN mitocondrial (ADNmt) de un oocito, el individuo descendiente presentara
inicialmente una combinacion de moléculas originales y mutantes. Para que el polimorfismo se
establezca, es necesario que la mutacion se transmita a los descendientes, alcance un estado
homoplasmico a nivel individual y, eventualmente, se fije en la poblacion. Aunque existe la posibilidad
de que la nueva mutacidn se pierda en diversas etapas del proceso, hay evidencias que sugieren que la

homoplasmia puede lograrse en una o dos generaciones (Cree ef al., 2008).
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Figura 6. Esquema de Heteroplasmia: Flechas. Segregacion mitética y deriva genética; a. Célula con homoplasmia (mitocondrias con mismo
materia genético “color Gris”);b. mutacion en el materia genético del ADNmt de una célula (mitocondrias con material genético diferente);c.
vuelta a estado inicial retro La singularidad de esta caracteristica hace altamente aconsejable la investigacion del ADNmt en situaciones en las
que el material genético inicial es extremadamente limitado o se encuentra considerablemente degradado, como suele ocurrir en el analisis de

restos antiguos.

. Herencia materna

Otra propiedad genética del ADNmt es su herencia materna. La cual hace que El ADN mitocondrial se
hereda de manera no mendeliana a través de la linea materna. Aunque tanto hombres como mujeres
poseen ADN mitocondrial, solo las mujeres son responsables de transmitirlo a su descendencia, puesto

que la mitocondria del espermatozoide se pierde en el momento de la fecundacion. (Poulton &



Marchington, 2002)
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Figura 7 Patréon de herencia mitocondrial.

. Evolucion

Las conclusiones derivadas de las investigaciones sobre el ADN mitocondrial se basan en la premisa
de que sigue un modelo de evolucidn neutral, donde la mayoria de las mutaciones son seleccionadas de
manera neutral (Kimura, 1991), y su fijacion ocurre al azar debido a la deriva genética. La velocidad
de evolucion del ADN mitocondrial es significativamente mayor que la del ADN nuclear. Varios
factores pueden explicar esta caracteristica, como la generacion de energia mediante la fosforilacion

oxidativa, la alta concentracion de radicales libres de oxigeno mutagénicos en la mitocondria, la falta
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de proteccion por histonas que la hace mas vulnerable a mutaciones y la menor eficacia del sistema de

reparacion en comparacion con el nucleo (Hagelberg, 2003; Parsons et al., 1997).

Historicamente, se han utilizado dos métodos para explorar la variabilidad mitocondrial en humanos:
el analisis de polimorfismos de restriccion enzimatica (RFLP, por sus siglas en inglés), generalmente
en todo el genoma mitocondrial, y la secuenciacién de ciertas regiones del ADN mitocondrial,
especialmente las regiones hipervariables (HVSI y/o HVSII) de la Region de Control (Upholt & Dawid,

1977).

La aparicion y difusion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y los avances en las técnicas
de secuenciacion han facilitado un nuevo enfoque en el estudio molecular de las poblaciones humanas,
mediante la secuenciacion de fragmentos de la molécula del ADN mitocondrial. La resolucién
proporcionada por estos nuevos andlisis de secuenciacion supera significativamente la de los anélisis
de restriccion mas avanzados, lo que permite un examen mas detallado de los tipos mitocondriales

individuales, conocidos como haplotipos.

En cuanto a los polimorfismos del ADN, se refieren a la existencia natural de diversas formas en las
secuencias de ADN. Se definen como la "aparicién conjunta de dos o mas formas discontinuas de una
especie, de tal manera que la mas rara no puede mantenerse simplemente por mutacién periddica".
Estos polimorfismos pueden clasificarse en dos categorias principales: Polimorfismos de Secuencia,
que implican cambios en uno o mas nucledtidos en una secuencia de ADN y son menos variados, y
Polimorfismos de Longitud, que se producen por insercion o deleciéon de uno o mas nucleotidos y se

encuentran en el ADN repetitivo, especialmente en los microsatélites y minisatélites.
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Desde los afios noventa, los polimorfismos méas destacados en las ciencias forenses son los
minisatélites y microsatélites, caracterizados por su alta variabilidad, un elevado nivel de
heterocigosidad, distribucion regular en el genoma y su tamafio reducido, lo que facilita su deteccion
mediante la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Estos polimorfismos microsatelitales
pueden originarse por cambios en el tamafo de los alelos o por modificaciones en la secuencia de la

unidad de repeticion.

o Haplogrupo

Un haplogrupo se puede caracterizar como un conjunto de haplotipos que comparten especificas
sustituciones diagnosticas, identificadas mediante enzimas de restriccion o secuenciacion directa, y que
comparten un origen comun. Esto significa que los polimorfismos distintivos de cada haplogrupo se
originaron exclusivamente en las lineas precursoras de todos los haplotipos que forman parte de él

(Cann, Stoneking, & Wilson, 1987).

La aplicacion de esta metodologia en muestras de diferentes continentes ha revelado la existencia de
ubicaciones geograficas especificas para los haplogrupos mitocondriales, lo que ha permitido
diferenciar clusteres tipicamente africanos, europeos y asiaticos. Este aspecto ha sido de gran utilidad
para inferir modelos migratorios dentro y fuera de cada continente, ya que se ha observado que
determinados clusteres mitocondriales, conformados por haplotipos, comparten polimorfismos
especificos y comparten un origen comun (Cann & Wilson, 1983). Esto significa que cada

polimorfismo que define un haplogrupo generd exclusivamente lineas ancestrales de todos los
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haplotipos (Felsenstein, 1981). Estos haplogrupos se han clasificado con letras y se encuentran
distribuidos en regiones especificas del mundo. Por ejemplo, los haplogrupos L1, L2, L3, Ny M se
encuentran en Africa y Medio Oriente. Los linajes H, I, J, K, T, U, V y W se han identificado en Europa
(Torroni et al., 1996), mientras que los linajes F y G estan presentes en Asia. Los linajes A, B, Cy D
se encuentran en Asia y en poblaciones nativas americanas (Bailliet, Rothhammer, Carnese, Bravi, &
Bianchi, 1994; Horai et al., 1993). El linaje X se halla en Europa y en un pequefio nimero de nativos
americanos (Brown et al., 1998a; D. G. Smith, Malhi, Eshleman, Lorenz, & Kaestle, 1999). Estas
distribuciones indican que los haplogrupos son especificos de cada continente y han sido una
herramienta valiosa para estudios poblacionales, permitiendo inferir diversas hipdtesis sobre

poblamiento y procesos evolutivos.

Los haplogrupos A-D del ADNmt han sido identificados en poblaciones indigenas de Norte, Centro y
Sur América. Inicialmente, se definieron mediante RFLPs en la region codificante, pero al secuenciar
la region D-loop del ADNmt, se revel6 que la variacion de la secuencia estaba fuertemente
correlacionada con el andlisis de restriccion, y se pudieron definir los cuatro haplogrupos analizando
solo la region D-loop (Forster, Harding, Torroni, & Bandelt, 1996; Merriwether, Rothhammer, &

Ferrell, 1995).

Haplogrupos Polimorfismos

A 223,290, 319, 362
B 189,217

C 223,298, 325, 327
D 223,325, 362

X 223,278

Tabla 2 Haplogrupos Amerindios. Localizacién de los polimorfismos que definen los haplogrupos Amerindios.

Los cuatro haplogrupos han sido identificados en los tres grupos lingiiisticos nativoamericanos
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(Amerindio, Na-Dene, Eskimo-Aleutiano) propuestos por Greenberg et al. (1986). Los Na-Dene y
Esquimo-Aleutianos, ancestros de estas poblaciones, muestran un perfil genético diferente al de los
Amerindios, con predominancia de los haplogrupos A y D, probablemente perdiendo el haplogrupo B
y presentando bajas frecuencias del haplogrupo C (Rubicz, Schurr, Babb, & Crawford, 2003). En
Siberia y el este de Asia, los haplogrupos A, C y D son comunes, mientras que el haplogrupo B es mas

frecuente en las regiones del sur del este de Asia y raro en Siberia.

En las poblaciones amerindias, el haplogrupo A disminuye en frecuencia de Norte a Sur, mientras que
los haplogrupos C y D aumentan en esa direccion. El haplogrupo B mantiene frecuencias constantes a
lo largo de América (Malhi, Schultz, & Smith, 2001). Estas distribuciones reflejan la continuidad

genética entre Asia y América y sefialan diferenciaciones genéticas dentro de regiones especificas.

En cuanto a las enfermedades relacionadas con mutaciones sistémicas del ADNmt, se han asociado con
una amplia gama de trastornos degenerativos en sistemas como el nervioso central, el corazon, el
musculo, el sistema endocrino, el rifién y el higado. Las mutaciones de base generalmente se transmiten
por via materna, afectando genes polipéptidos, ARN estructurales o causando mutaciones missense.
Las mutaciones de insercion-delecion pueden ser espontaneas o heredadas maternamente, y también
pueden ser heredadas mendelianamente debido a mutaciones nucleares predisponentes. Ademas, se ha
observado asociacion con enfermedades como el sindrome de deplecion del ADN mitocondrial, la
Neuropatia optica hereditaria de Leber (NOHL) y condiciones relacionadas con la pérdida de fuerza
muscular, como el sindrome de Leigh o la encefalomielopatia necrotizante subaguda (Marsac et al.,

1991; Vilkki, Savontaus, Kalimo, & Nikoskelainen, 1989).
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. Estudio de filogenia

A medida que se recopilaba mas informacion sobre la variabilidad del ADN mitocondrial (ADNmt) en
poblaciones humanas, los métodos tradicionales de reconstruccion filogenética resultaban menos
eficaces, llevando al desarrollo de nuevas herramientas especificas. En 1995, se introdujo un método
exitoso conocido como "M¢étodo de las redes medias" o "Median Networks" (Bandelt, Forster, Sykes,
& Richards, 1995). Esta técnica, que se basa en la construccion de redes medianas, permite resumir
arboles parsimoniosos en una unica red, identificando sustituciones homoplasicas para facilitar la

interpretacion evolutiva (Bandelt, Forster, & Rohl, 1999).

Los Median Networks, también llamados Median Joining Networks, ofrecen informacion valiosa sobre
la historia demografica de una poblacion, como las filogenias en forma de estrella que indican una
expansion demografica. Este patron sugiere que una variante mitocondrial experimenta un aumento en
frecuencia debido a condiciones reproductivas favorables a lo largo del tiempo. Los descendientes de
este haplotipo pueden experimentar nuevas mutaciones, y en ocasiones, la variante ancestral se pierde
debido a la deriva genética. La filogenia representada como una estructura en forma de estrella revela
subgrupos o sub-clusteres cuando se producen procesos similares (Bandelt, Macaulay, & Richards,

2000).

En cuanto al ADN antiguo (aADN), que proviene de restos arqueologicos como huesos, dientes o
tejidos blandos, se caracteriza por su fragmentacion debido a reacciones de oxidacion e hidrélisis post
mortem. A pesar de su fragmentacion, el aADN ofrece la ventaja de proporcionar directamente muestras

del pasado, aunque generalmente se trata de casos individuales en lugar de poblaciones biologicas
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completas. A diferencia del estudio de secuencias de ADN contemporaneo, el analisis de aADN permite
inferir eventos poblacionales en tiempo real y comprender los procesos evolutivos a lo largo de la

historia.

Los estudios de secuencias de ADN contemporaneas proporcionan solo una evidencia del proceso
historico que han formado en largos periodos de tiempo. El estudio de ADN antiguo (aADN) nos permite
inferir acerca de la historia poblacional en el tiempo real que sucedieron los diferentes procesos

evolutivos.

Los primeros estudios en muestras antiguas pudieron ser caracterizadas a partir de pielde animal y
momias humanas (Higuchi, Bowman, Freiberger, Ryder, & Wilson, 1984). En estudios posteriores por
Péddbo se obtuvieron secuencias de ADN de momias egipcias datadas de 2400 anos (Pdébo, 1985).
Estos resultados fueron sorprendentes ya que era posible hacer un anélisis molecular de muestras
antiguas. También demostraron que el material genético sobreviviente en las muestras antiguas era
principalmente de origen microbiano, y el ADN endogeno estaba limitado por bajas concentraciones,
fragmentos cortos el ADNmt. El desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hizo posible
amplificar y caracterizar el aADN de diferentes hallazgos arqueoldgicos (Pdébo, 1989). Sin embargo,
la enorme sensibilidad de la PCR incremento la posibilidadde amplificar ADN moderno contaminante.
Como consecuencia, los resultados de falsos positivos en contaminacion intra-laboratorio es uno de los

mayores problemas en el analisis de aADN.

Debido a las dificultades asociadas con la recuperacion y analisis de aADN, numerosos métodos se han

desarrollado para optimizar la recuperacion, el estudio y la autenticidad del aADN.

Diferentes estudios demuestran que los restos 6seos son considerados una fuente 6ptima de aADN
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debido a la unioén del ADN a la hidroxiapatita disminuyendo la degradacion de la molécula (Cooper &

Poinar, 2000; Gilbert et al., 2005).

o Bioquimica del aADN

La degradacién molecular es uno de los obstaculos principales para la recuperacion del aADN. Los
acidos nucleicos gradualmente se degradan con el tiempo a través de procesos como la hidrélisis y
oxidacion (Lindahl, 1993), y consecuentemente solo se pueden obtener fragmentos cortos de aADN con
rango de tamafio entre 100 y 500pb (Handt, Hoss, Krings, & Pddbo, 1994; Hoss, Jaruga, Zastawny,
Dizdaroglu, & Péédbo, 1996; S Pddbo, 1989). Lahidrolisis es un rompimiento de los enlaces glucosidicos
entre el azicar y la base en presencia de agua, resultando en la formacion de sitios apurinicos y
apirimidinicos (AP). Aunque los sitios AP son generados por las purinas y pirimidinas, la mayoria son
formadas por las bases puricas (Lindahl, 1993). Los dafios hidroliticos también pueden ocurrir dentro
de las bases nitrogenadas por la desaminacion, y asi causar la modificacion de la base. El primer blanco
de este tipo de dafio son las pirimidinas, la citocina (C), y 5-metilcitosina. La modificacion de estos
nucleoétidos resulta de su conversion a uracilo o timina (T), respectivamente. Estos productos quimicos
resultarian en una transiciéon de C —T en la amplificacion de la molécula de ADN (Briggs et al., 2007,

Brotherton et al., 2007).

La desaminacién puede también ocurrir en las purinas (adenina [A] y Guanina [G]), sin embargo, estas
son menos observadas en los dafos potmortem. Cuando la desaminacidén ocurre en una adenina, se
genera la hipoxantina, el cual se aparea preferiblemente con la citocina, causando una transicion que
genera una union de una A a una G. Cuando la guanina es desaminada, se genera la xantina, la cual se

aparea con la citocina (Lindahl, 1993). En este €30, N0 ocurre una mutacion dentro de la secuencia.



El dafio oxidativo puede también tener efectos mutagénicos sobre la molécula de ADN, ayudando en
el proceso de fragmentacion por lesiones en ADN de las bases causando cadenas fragiles que se pueden
romper. La principal causa del dafio oxidativo son las variedades de oxigeno reactivas, principalmente
los radicales hidroxilos, y el peroxido de hidrogeno (Pdibo et al., 2004). El producto de oxidacion mas
encontrado es la 8- hidroxiguanina de la guanina, aunque los ataques oxidativos pueden ocurrir en las
dobles uniones de las purinas y pirimidinas, el cual lleva a la fragmentacion del anillo (Dizdaroglu,
Jaruga, Birincioglu, & Rodriguez, 2002). Cuando se fragmenta el anillo del azicar o de la base, la
amplificacion no se daria mas alla de este sitio debido al bloqueo de la ADN polimerasa (Paddbo, ef al.,
2004). Una vez que la 8-hidroxiguanina es formada, preferencialmente se une con la adenina en lugar
de la citocina, induciendo una transversion de una G/C a una T/A durante la siguiente amplificacion
(Dizdaroglu et al., 2002). Las substituciones de bases pueden ser divididas en dos tipos, en transiciones
y transversiones. Para las transiciones de tipo 1 se observan como un cambio de una T— C 0 A— G,
dentro del tipo 2 es un cambio de una C—T o una G—A. Las transversiones tipo 1 son cambios de una
A—C, T-G, A—T, 6 T->A, dentro de las transversiones tipo 2 es una C—A, G—T, C—G, 6 G—C.
Las transiciones y transversiones son divididas en dos tipos debido a la naturaleza complementaria del

ADN.

° Autenticidad del aADN

Uno de los principales problemas de los estudios en aADN es la contaminacion. E1 aADN se encuentra
en concentraciones muy pequefias, esta dafado y la amplificacion es dificil, por el contrario, el ADN

moderno es abundante y estd en buenas condiciones, siendo muy facil su amplificacion.

Los productos de PCR pueden contener entre 1012-1015 moléculas amplificadas en un volumen de
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50ul de reaccion (Willerslev, et al., 2005). El movimiento del aire cuando abrimos un tubo de PCR o
transferir liquidos de un tubo a otro, puede dispersar aerosoles microscopicos, el cual puede tener
facilmente alrededor de un millon de copias del ADN plantilla por 0.005ul. estos aerosoles se pueden
rapidamente distribuir en las superficies del laboratorio, en los corredores, en el personal de laboratorio,
y en los sistemas de aire. Los laboratorios de aADN deben ser especializados y estar completamente
asilados y especificos para investigaciones de aADN. Los reactivos deben aptos para biologia molecular
libres de ADNsas y RNAsas, los utensilios del laboratorio deben tener una descontaminacion completa
con exposicion prolongada de radiacion UV (45W, 72h), limpieza con acidos (2.5M HCI, 48h) y/o
hipoclorito de sodio (50%, 48h) (Willerslev & Cooper, 2005). Los mayores problemas de la
contaminacion pueden ocurrir antes del analisis del laboratorio. Cuando las muestras arqueoldgicas han
sido manipuladas en el momento de la excavacion por una variedad de individuos, ellos pueden
contribuir a la contaminacioén de las muestras. Por este motivo se deben tener precauciones antes de
analizar las muestras como remover la superficie del hueso lijandolo, irradiando la superficie con UV la
superficie del hueso, limpiando con hipoclorito de sodio, y luego si se puede proceder a realizar la

extraccion de ADN.

° Criterios de autenticidad.

Cooper y Poinar (2000) recomendaron 9 criterios para evaluar la autenticidad del aADN (Tabla 3).
Estos incluyen el blanco de ADN de extraccion y controles de PCR. Los controles negativos son
simplemente tubos que no se les adiciona ADN, el cual son procesados durante todos los pasos de
extraccion y amplificacion como si en ellos existiera muestra. La presencia de amplificacion de algin
control blanco indica contaminacién y el experimento debe ser repetido (Cooper & Poinar, 2000).

La replicacioén independiente de los resultados £ otro laboratorio puede ser un fuerte argumento en



contra de la contaminacion o disefiar un Primer completo para toda la region amplificada, el cual verifica
la no amplificacion de la muestra debido a que se encuentra el ADN fragmentado, dando como criterio

de autenticidad que se trata de ADN antiguo.

La cuantificacion del nimero de copias de ADN por el cual la PCR empez6 es util para asegurar la
calidad de las secuencias de un ADN antiguo. Si la amplificaciéon empieza con pocas moléculas de
ADN, los errores en el primer ciclo se incorporarian en todas las moléculas del producto final de PCR.
Si la PCR empieza de 1000 o mas moléculas, los errores en la amplificacion disminuirian y no se
necesitaria verificar las malas incorporaciones de nucleétidos (Hofreiter, Serre, Poinar, Kuch, & Péébo,
2001).

Nueve Criterios de Autenticidad (Cooper & Poinar, 2000).

La muestras separadas y ADN extraido de los productos de
PCR amplificados.

Controles negativos, incluyendo todos los reactivos que se
Amplificaciones control: usan para la amplificacion, pero omitiendo la alicuota de
ADN arcaico.

La amplificacién debe ser mas intensa para fragmentos de
menor tamafio, ya que los fragmentos de ADN de mayor
longitud se consideran contaminacion. Esto se debe a que el
ADN tiende a fragmentarse con el tiempo, y se espera
detectar fragmentos de aproximadamente 100-200 pares de
bases (pb). Ademas, es esencial que las secuencias de ADN
presenten un sentido filogenético claro.

Los resultados deben ser consistentes al reproducirlos con la
misma muestra o con muestras diferentes del mismo
Reproducibilidad: espécimen. Se aconseja llevar a cabo al menos dos procesos
independientes de extraccion, amplificacion y secuenciacion
para cada muestra.

Las secuencias obtenidas directamente de productos de PCR
deber ser verificadas a través de la clonacion para determinar
la proporcion entre el ADN enddgeno y exogeno, errores
inducidos por dafios en las moléculas.

Extracciéon y secuenciacion en laboratorios independientes y
por investigadores diferentes

Lugar de trabajo fisicamente aislado:

Comportamiento molecular
apropiado:

Clonacion:

Replica independiente:
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Una sobrevivencia indirecta de la sobrevivencia del ADN
arcaico puede obtenerse evaluando la cantidad total, la
composicion y la intensidad del cambio diagénico en los
aminodcidos y otros residuos.

El nimero de copias de ADN estudiado debe ser cuantificado
a través de PCR competitivo. Cuando el niimero de copias

Preservacion bioquimica:

Cuantificacion: inicial es muy bajo (<1000) sera imposible excluir la
posibilidad de contaminacion esporadica, especialmente para
ADN humano.

Tabla 3. Criterios de autenticidad del aADN. Tomado de (M. Thomas P. Gilbert et al., 2005).

A pesar de sus limitaciones, el ADN antiguo ha probado ser una herramienta valiosa para la
reconstruccion de arboles filogenéticos, especialmente en situaciones donde los analisis basados en
poblaciones contemporaneas necesitan confirmacion, se busca conexioén con poblaciones antiguas de
la region o se estudian grupos ya extintos. No obstante, este enfoque enfrenta desafios técnicos
significativos debido a la degradacion del material genético en los especimenes, lo que lo convierte en

un campo de estudio tecnologicamente dificil y complejo.

3.4. Migraciones

El panorama propuesto en plasma humano, por las evidencias genéticas de ADNmt muestra
concordancia con el modelo de migracion a través del Estrecho de Bering, por cuanto la variabilidad
de los haplogrupos mitocondriales en nativos americanos pueden considerarse una submuestra de
aquellos haplogrupos presentes en Asia, con base en lo cual se planted que los primeros colonizadores
del Nuevo Mundo podian agruparse en cuatro haplogrupos mitocondriales denominados A, B, C y D,
aunque la teorias de como fue el poblamiento en el territorio son objeto de discusion.( Bandelt ef al.,

2003; Torroni et al., 1992a).

Adicional a los cuatro haplogrupos publicados inicialmente se reportd la presencia de un quinto

haplogrupo fundador, el haplogrupo X, el cual se encuentra en aproximadamente el 3% de los nativos



americanos modernos y que, ademas, ha sido reportado en individuos de Asia occidental y Europa.
Dada la ausencia de este haplogrupo en el oriente asidtico, de donde se cree que debieron surgir las
oleadas humanas que entraron al Nuevo Mundo, se plantearon diversas hipdtesis para explicar su
presencia en Norte América, entre las cuales cabe mencionar aquella segun la cual el haplogrupo X
proviene de una migracion trasatlantica proveniente de la peninsula ibérica durante el holoceno. (Brown

et al.,1998b)

Tirmapa cstimanda rnoafing ardes del presenie

Figura 8. Panorama Mundial de los haplogrupos y su relacién con la migracion.

A partir de investigaciones sobre el ADN mitocondrial de las poblaciones originarias del continente
americano, los cientificos han alcanzado conclusiones diversas y en ocasiones contradictorias respecto
a la cantidad y la cronologia de las migraciones desde Asia hacia América (Ballinger et al., 1992;
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Bandelt et al., 2003; Merriwether et al., 1995).

En términos generales, varios investigadores han sugerido que los resultados de las secuencias de ADN
mitocondrial y la informacion sobre diversidad genética respaldan la idea de que el Nuevo Mundo fue
inicialmente poblado a través de un tinico episodio migratorio, seguido por expansiones a lo largo de

todo el continente (Horai et al., 1993).

Considerando la diversidad y la abundancia de argumentos acerca del poblamiento en América, el
debate sobre la llegada de seres humanos al territorio americano emerge como un ambito claramente
controvertido y en constante evolucion, que merece la atencidon de diversas comunidades cientificas,
como historiadores, antrop6logos, arquedlogos y genetistas.

4, METODOLOGIA

4.1. Poblaciones de estudio

23 muestras 0seas en total se lograron extraer ADN antiguo.
6 muestras de la poblacion Lache fueron extraidas en 1994 por trabajos desarrollados por el antropdlogo
Pablo Fernando Pérez Riafio (Pérez Riafio Pablo Fernando, 1999) en la zona de Jericd, Boyaca Colombia

en las coordenadas 6°05°6.12' Ny 72°25'72.40°0O de cronologia tardia 800 AP.

En Antioquia, se encontraron 10 individuos hallados en tres sitios deferentes: Cerro del Volador (1
Individuo), Cerro de la Colinita (1 Individuo), Medellin y Alto de las Flores (8 Individuos), municipio
de Envigado por trabajos desarrollados por Pablo Aristizabal Espinosa (Aristizabal Espinosa, 2015).
Por otra parte, se estudiaron 17 muestras de la region del Valle del Cauca pertenecientes a coronado,

Palmira, por parte de Jos¢ Vicente Rodriguez y Sonia Blanco. En dos sitios diferentes, Coronado
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ubicado en las coordenadas 3° 29'47,7N 76° 21'19,50 y estadio del Deportivo Cali, en Palmaseca

3°31'18"N 76°25'01"0.(Cuenca et al., 2005).
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4.2, Limpieza del Hueso y Diente

Dentro de la cabina de flujo se utiliz6 una bolsa pléstica con cierre hermético de tamafio mediano, a la
que previamente se ha hecho un corte diagonal de aproximadamente 12 cm en uno de los extremos
laterales de la bolsa, de tal manera que solo permita la entradadel moto-tool (previamente armado con

la respectiva fresa).

Se introdujo el hueso o diente dentro de la bolsa pléstica y se sujet6 con la pinza, con la otra mano se

maniobr6 el moto-tool retirando la capa externa4céel hueso o diente.



Debido a la degradacion y el estado del hueso y del diente no se descarta la bolsa con el polvo obtenido
de la capa externa, debido a que se encontraba el hueso muy esponjoso y los dientes muy degradados,

necesitando la mayor cantidad del pulverizado.

o Pulverizacion de Hueso y diente

Al realizar la limpieza de las piezas dseas y dentales se realiza el siguiente procedimiento para la

pulverizacion:

En una bolsa plastica se retira capa por capa del hueso y el diente con el moto-tool, siguiendo el mismo

procedimiento indicado anteriormente.

Esta pulverizacion se hace por separado entre cada individuo con todos los materiales estériles como

se enuncio anteriormente. Se realiza cambio de guantes entre cada pulverizacion.

Se pulveriza el hueso y el diente, deslizando la fresa del moto-tool al hueso, recogiendo el polvo, dentro

de la bolsa hasta completar 2gr de muestra.

Se utilizé como método secundario para la pulverizacion de diente, una lata de aluminio previamente
estéril y cortada por la mitad en una prensa manual limpia con hipoclorito de sodio al 5% e irradiada
con UV, donde estas dos se introducian en una cabina de flujo laminar y en el centro de la lata sujeta a
la prensa se colocaba el diente girando manualmente la prensa triturando el diente y las fracciones del
mismo caian en al fondo de la lata, obteniendo asi el pulverizado del diente, esto se realizaba cuando

con la fresa de tungsteno no lo fragmentaba.

Este polvo se transvasé a un tubo Falcon de 15mL, previamente marcado y listo para  la digestion.
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o Extraccion de ADN en Hueso y Diente

Se realizo el siguiente protocolo.

. Se llena con 2gr o més de polvo de hueso o fragmento de diente en un tubo Falcon de 15 ml.
. Se completa a 5,0 ml de solucidn de lisis celular — Probe2

. Se adiciona 500 ul de proteinasa K 1mg/g*.

0 *Para Re suspender la proteinasa K se agrega 8ml de buffer de solucion de lisis celular —

Probe a 100 gr de proteinasa K para una concentracion final de 12,5 mg/ml.

. Se sella la tapa del tubo Falcon con papel Parafilm.

. Se asegura la gradilla donde se depositan los tubos Falcon con papel vinipel.

. Se tapa la gradilla después con papel aluminio.

. Se asegura con tornillos la gradilla a la incubadora con agitacion y se deja durante 72 horas a
56°C a 3600 rpm.

. Se sacan los tubos Falcon de la incubadora y se centrifugan a 3000 rpm durante 5 minutos.
. Se retira cuidadosamente el sobrenadante.

. Se adiciona al sobrenadante 900 ul de solucion de precipitante de proteinas.

. Mezclar por inversion durante 5 minutos.

. Reposar de 5 a 25 minutos a -4°C.

. Centrifugar a 4000 rpm por 20 minutos.
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. Tomar sobrenadante en un nuevo tubo Falcon (Se puede repetir los pasos desde la adicion del

precipitante de proteinas hasta la centrifugacion, dejando homogenizada la mezcla y libres de

proteinas).

. En un tubo Falcon nuevo con Sml de isopropanol frio se adiciona el sobrenadante.

. Mezclar por inversion durante 5 minutos.

. Reposar de 5 a 25 minutos a -4°C.

. Centrifugar al maximo durante 15 minutos.

. Descartar el sobrenadante.

. Adicionar 5Sml de Etanol al 70% en las paredes del tubo Falcon.

. Centrifugar el maximo durante 15 minutos.

. Descartar el sobrenadante (Repetir minimo una vez).

. Dejar los tubos secando sobre una toalla de papel absorbente previamente estéril, el tiempo

que dure evaporandose el etanol.

. Hidratar con 150ul de Agua Ultra-pura.
. Dejar en el shaker una tarde rehidratando.
. Deteccion de ADN

La presencia e integridad de los extractos obtenidos fueron verificados por electroforesis en gel de

agarosa al 2% tefiido con Syber® Safe. Se confirm6 la concentracion e integridad de los extractos
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mediante el uso de un tras iluminador, las muestras exitosas fueron escogidas para la amplificacion.

o Amplificacion de la region hipervariable 1 del ADNmt

Para determinar los haplotipos mitocondriales de los individuos en estudio se amplifico un fragmento
de 388pb de la region hipervariable de la mitocondria HVRI (posiciones de nucledtidos 16024-16408)
relativa a la secuencia de referencia Cambridge (rCRS ), con ayuda de un conjunto de cuatro pares de
primer de PCR sobrelapados (Figura ) con un rango de longitud de 157-180 pb. desarrollado para

poblaciones prehispanicas americanas (Fehren-Schmitz ef al. 2009).

Nombre Secuencia (5°-3") Tamaiio
primer par Primer H 15995 | GCT AAG ATT CTA ATT TAA ACT ATT CT | 26 bp
H 15995 - L16174) | Primer L 16174 | GGA TTG GGT TTT TAT GTA CTA C 22 bp
Segundo par Primer H 16105 | TGC CAG CCA CCA TGA ATA TTG TAC 24 bp
H 16105 - L16256 |Primer L 16256 | GCT TTG GAG TTG CAG TTG ATG TGT bp 24
Tercer par Primer H 16194 | ATG CTT ACA AGC AAG TAC AGC AA bp 23
H 16194 - L16360 |Primer L 16360 | GAG AAG GGA TTT GAC TGT AAT GTG |24 bp
Cuarto par Primer H 16261 | CCT CAC CCA CTA GGA TAC CAACAA |24bp
H 16261 - L16429 |Primer L 16429 | GCG GGA TAT TGA TTT CAC GGA 21 bp
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Figura 19 Esquema de Primers utilizados para amplificar la region hipervariable 1.

Se estandarizo la siguiente amplificacion para un volumen final de 10ul, 0.5 unidades de AmpliTaq-
GoldTM ADN hot start Polymerase, 2mM MgCl (ambos de Applied Biosystems) 1.25mM dNTPs
(Sigma) y 0.5mM de cada primer para utilizar un volumen de extraccion de 0.5ul. Las amplificaciones
PCR para cada par de primer fue la misma, una temperatura inicial de 95°C por 8 minutos, 40 ciclos de
94°C, 59.6°Cy 72° cada uno de 1 minuto desarrollados en MAXY GENE THERM-1000. Se chequeo

en gel de agarosa al 2% el producto de PCR y su calidad, las mejores bandas se re-amplificaron para
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un volumen final de 50ul utilizando las mismas condiciones mencionadas para ser secuenciadas
directamente. Controles negativos de extraccion y PCR fueron permanentemente usados durante este

estudio.

Se verifico la existencia y calidad de los productos amplificados obtenidos mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con tincion de Syber® Safe.
La confirmacion de la concentracion y la presencia de la banda esperada se realizé comparando con el

estandar de peso molecular HyperLadderTM II (Bioline).

. 4.6.1. Replicacion independiente

Para detectar posibles contaminaciones en el laboratorio se realizaron varias extracciones, y
amplificaciones de una misma muestra. Y observamos la repetibilidad de los resultados en el mismo

laboratorio por 3 investigadores diferentes y en un laboratorio externo.

. Secuenciacion

Todas las muestras fueron enviadas a un laboratorio externo en Seul, Corea para ser secuenciadas.

o Precauciones para el analisis de ADN antiguo

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de ADN arcaico del grupo de Genética Humana de la
Universidad de la Sabana, el cual cumple con los parametros sugeridos por Hummel (Hummel, 2003)

derivados de trabajos anteriores teniendo areas especificas para cada método realizado.
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° Control De Contaminacion

Teniendo en cuenta las recomendaciones sugeridas para trabajar con aADN y para evitar

contaminaciones durante los procesos experimentales se desarrollaron los siguientes procedimientos:

o Implementacién de Areas de pre y post-PCR separadas

Cumpliendo con uno de los criterios sugeridos por (Cooper & Poinar, 2000; Gilbert et al., 2008;
Hummel, 2003), el laboratorio donde se realizaron los procedimientos tieneun area exclusiva para el
analisis de aADN en el centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de la Sabana en Chia,
Colombia. Donde se cont6 con las aéreas separadas para extraccion, PCR y post-PCR. Se utilizaron
cabinas y equipos Unicos para muestras antiguas, las micropipetas, el material estéril, bata, gorro,
tapabocas y guantes, de uso exclusivo para cada procedimiento de manipulacion con aADN e
independientes para cada 4area. Todos los reactivos fueron guardados en sitios separados, los tubos
con productos amplificados fueron guardados en compartimentos separados. Esto se realizo para evitar

contaminacion cruzada.

° Insumos

Los tubos Falcon utilizados y todo el material de plastico que se empleo para cada procedimiento fueron
nuevos y estériles con autoclave. También se utilizaron puntas de micropipetas con filtro resistente a

aerosoles libre de RNAsas y ADNsas.
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o Limpieza del area de trabajo

Las areas de trabajo contaban con luz UV para irradiar todo el cuarto, ademaés antes de cada proceso la
cabina se limpiaba con hipoclorito de sodio al 5% y posteriormente con alcohol etilico al 70%,
finalmente se irradiaba con luz UV todo el material a utilizar (pipetas, gradillas, material de plastico,

guantes, bata, gorro, tapabocas) por 50 minutos.

o Preparacion de Reactivos

Los reactivos que se utilizaron para la preparacion de las soluciones fueron grado molecular, exclusivos
para la extraccion de aADN. Ademas, se utilizd material de vidrio como son los beakers, las pipetas de
vidrio con volimenes variables para llevar a cabo estas preparaciones, los cuales eran previamente
esterilizados y los equipos de pesaje fueron previamente limpios para evitar adherencias de polvo. Se
empled agua mili-Q estéril para la preparacion de estas soluciones. Los reactivos fueron pesados en una
balanza exclusiva para aADN utilizando guantes, tapabocas. Una vez pesados fueron transferidos en

recipientes de vidrio estériles y resuspendidos con el agua ultrapura. Posteriormente auto clavados.

) Preparacion De Reactivos Método Probe

Para la extraccion, es necesario preparar los siguientes reactivos:
SDS 10%

Para preparar 200ml

20g SDS

200ml de H20 destilada

Colocar en agitacion magnética muy suave para evitar el exceso de espuma.
Auto clavar

Almacenar a temperatura ambiente
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4.8.1.1. EDTA 0.5 M pH 8.0

Para preparar 500ml

350ml de H20 destilada

Se precalienta el H20 en horno microondas por 7 minutos 93.05g de EDTA

Mezclar en un Erlenmeyer con magneto hasta homogenizacion completa adicionando el EDTA
suavemente.

Auto clavar en alicuotas de 100ml Almacenar a temperatura ambiente

4.8.1.2. Buffer De Lisis Celular (Reactivo #2 Probe)

Para preparar 1000ml

50ml de EDTA 0,5 M pH 8,0

200ml de SDS 10%

600 ml de H20O destilada

Mezclar cuidadosamente (evitando la formacion de espuma) en un Erlenmeyer hasta homogenizacion
completa.

Completar a 1000ml en una probeta con H20 destilada. No auto clavar

Almacenar a temperatura ambiente en alicuotas de 500ml

4.8.1.3. Solucion Precipitantes De Proteinas (Reactivo #3 Probe)
Para preparar 500ml

385.4g De Acetato de Amonio 100ml de H20 destilada.

Mezclar en un Erlenmeyer usando magneto hasta completar homogenizacion, calentar.

Completar a 500ml con agua destilada. Auto clavar en alicuotas de 250ml Almacenar a 4°C en lugar
oscuro

o Uso de Controles Positivos y Negativos

El uso de controles positivos fue utilizado en el proceso de estandarizacion de los protocolos para
observar la eficiencia del método, esta muestra proviene de un extracto de ADN del autor de la tesis.
En los ensayos con las muestras a analizar, no se utilizo el control positivo para evitar la

contaminacion.

La extraccion de las muestras se realizo por separado utilizando en cada dia un par de primers diferentes

y adicionalmente control negativo de extraccion. Para la amplificacion se incluy6 un control negativo
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de PCR. Cuando se realiz6 la Re amplificacion el producto del control negativo de la primera reaccion
fue amplificado junto con las otras muestras, y adicionalmente un nuevo control negativo para esta

segunda amplificacion.

La presencia de una banda del tamafio esperado en alguno de los blancos utilizados indicaba
contaminacion. En caso de tener indicios de contaminacion, las muestras eran descaradas y se procedia

a repetir todo el proceso.

o Reproducibilidad de los resultados.

Se examinaron 12 muestras seleccionadas al azar utilizando los procedimientos mencionados
anteriormente en un laboratorio dedicado exclusivamente al ADN antiguo en la Pontificia Universidad
Javeriana. Estas muestras fueron procesadas por otro investigador en dicho laboratorio con el objetivo

de identificar posibles contaminaciones y garantizar la reproducibilidad de los resultados.

5. ANALISIS DE DATOS
Comparacion de las secuencias con la secuencia de referencia de Cambridge (CRS)

El ensamblaje de la HVR I y la deteccion de polimorfismos fueron realizados mediante el programa

CLC Genomics Workbench 3.6.5 tomando como plantilla la secuencia (rCRS).

Este ensamblaje se realiz6 con la astringencia mas alta para asegurar el maximo posible de confiabilidad
permitiéndonos seleccionar solos los polimorfismos que se alineaban al menos en dos secuencias en

una direccion forward y reverse.

Se tomd un conceso de al menos dos secuencias para detectar los polimorfismos de extractos
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independientes de la misma muestra.

Determinacion de haplogrupos

Para determinar los haplotipos correspondientes se hizo una verificaciéon manual mediante el software
EMPOP ADNmt database, v3/R11 que otorga la maxima verosimilitud para esta estimacion, se ubico
geograficamente el haplotipo determinado, de igual manera se realiz6 una determinacion final mediante
el software HaploGrep 2.0.19. El cual demuestras una gran confiabilidad y es la herramienta utilizada
en analisis de genoma, exomas, y secuencias (Weissensteiner, Forer, et al., 2016; Weissensteiner,

Pacher, et al., 2016).

Determinacion de estructura genética.

A pesar de la existencia de diversos métodos para evaluar la diferenciacion y la estructura genética,
estas medidas estan intrinsecamente relacionadas y se enfocan en el analisis de las frecuencias alélicas.
Algunos métodos comparan estas frecuencias alélicas, mientras que otros estiman la proporcion de
variacion genética dentro y entre poblaciones, asi como dentro y entre los grupos que las conforman.
Estos métodos suelen hacer uso del estadistico Fst o sus equivalentes, permitiendo una comparacion
clara y cuantitativa de la diferenciacion entre las poblaciones bajo estudio. Ademas, existen medidas
mas elaboradas que posibilitan la reconstruccion de genealogias de poblaciones, incluyendo distancias

genéticas mediante métodos de agrupamiento como UPGMA o Neighbor Joining.

Se utilizé el software Arlequin 3.5.2.2 para determinar la diversidad haplotipica, nimero medio de
diferencias por parejas, diversidad nucleotidica, distancias genéticas, test de neutralidad e indices de

variacion genética entre las secuencias individuales de la poblacion.
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Estadisticos F. De Wright.

Wright fue el creador de los estadisticos F, los cuales tienen diversas aplicaciones en los estudios de la
estructura poblacional. En poblaciones pan miticas, donde no hay correlacion entre genes homoélogos y
la unidon de gametos para las frecuencias génicas, la subdivision de poblaciones, que se aparean dentro
de si mismas, puede generar una correlacion esperada entre las uniones de gametos. Wright propuso
los "Indices de Fijacion" o Estadisticos F para analizar la variacion de frecuencia génica entre
subpoblaciones, siendo los mas utilizados Fis, Fit y Fst, los cuales representan distintos niveles de
correlacion entre uniones de gametos o alelos.

En el contexto de poblaciones jerarquicas, se emplean Fis para la correlacion entre uniones de gametos
dentro de una subpoblacion, Fit para la correlacion entre gametos que producen la relacion individual
para la poblacion total, y Fst para la correlacion entre gametos al azar dentro de subpoblaciones en

relacion con los gametos de la poblacion total.

En el andlisis genético de haplotipos, se construyeron redes medianas reducidas para determinar las
relaciones genéticas entre los haplotipos del estudio y compararlos con otras poblaciones. Estas redes
se calcularon y construyeron utilizando el programa Network 4.0, basdndose en publicaciones previas

de secuencias de ADNmt en nativos americanos (Forster et al., 1996).

Para el anélisis de las secuencias obtenidas y otras reportadas por distintos autores, se seleccionaron
dos métodos de matrices de distancia: Neighbor Joining y Redes de medianas reducidas. Para fortalecer
la validez estadistica del método Neighbor Joining, se realiz6 un Bootstrapping del conjunto de
secuencias estudiadas, generando arboles correspondientes y utilizando un método para hallar el arbol

consenso.
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Los métodos filogenéticos de matrices de distancia, como Neighbor Joining, se basan en calcular
distancias genéticas entre pares de grupos analizados y buscar un arbol que prediga estas distancias de
manera cercana. Las distancias genéticas en estos analisis representan estimativos de la longitud de las

ramas del arbol filogenético (Felsenstein, 2005).

Método de Union de Vecinos (Neighbor Joining):

La técnica de Unidn de Vecinos, desarrollada por Saitou y Nei en 1987, es un enfoque multivariante
que identifica pares de unidades taxondmicas operacionales (OTUs) o "vecinos" con el objetivo de
minimizar la distancia total entre las ramas del arbol en cada iteracion, partiendo de una estructura de
arbol inicial tipo estrella. A diferencia de métodos exhaustivos que exploran todas las topologias
posibles, este método construye el arbol de manera aditiva paso a paso, centrandose en la inferencia de
un arbol aditivo vinculado al andlisis de grupos "claster". La técnica elimina la necesidad de datos ultra

métricos y evita asumir divergencia de linajes, ya que une los linajes para formar el arbol (Nei, 1987).

UPGMA (Media Aritmética de Grupos No Ponderada):

Similar al método de Union de Vecinos, UPGMA se emplea extensamente para agrupar unidades
taxonomicas (OTU's) correspondientes a las poblaciones bajo estudio. Inicia seleccionando la distancia
mas pequefia entre dos poblaciones en la matriz de distancia genética y forma el primer agrupamiento
para construir el arbol. Calcula la similitud promedio de las unidades taxonémicas dentro del "cluster"

formado y busca la distancia de valor mas pequefio en la nueva matriz.

Redes de Medianas Reducidas:

En estudios de ADNmt humano, donde se presentan desafios asociados con homoplasias y filogenias
59



tipo estrella, se recurre a las redes de medianas reducidas como alternativa a las metodologias basadas
en arboles filogenéticos bifurcantes como Unidén de Vecinos. Segiin Herrnstadt ez al. (2002), estas redes
ofrecen una representacion clara de posibles soluciones y permiten distinguir caracteres conflictivos.
Las redes de medianas reducidas engloban todos los arboles de maxima parsimonia y su analisis inicia
con la conversion de datos de secuencia a formato binario. Agrupando las posiciones variables y
construyendo redes secuencialmente mediante vectores intermedios que conectan légicamente los
haplotipos. La construccion de la red considera frecuencias y pesos, pero estos se utilizan en etapas

posteriores del procedimiento (Bandelt, 1999)

Analisis de Componentes Principales o Multidimensional:

Esta técnica estadistica busca reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos al identificar y ordenar
intuitivamente las causas de su variabilidad. El andlisis multidimensional de estructuras mediante
proximidades (MDS) se utiliza para representar objetos a partir de coeficientes de proximidad entre
estimulos, expresados como distancias en un espacio de menor dimension. Las distancias evaluadas

suelen ser genéticas.

ALSCAL (Alternating Least Squared sCALing):

ALSCAL, un algoritmo fundamental para el analisis MDS no métrico, fue desarrollado por Takane,
Young y de Leeuw en 1977. Este método, basado en minimos cuadrados alternantes, permite la
aplicacion de Multidimensional Scaling y Multidimensional Unfolding. Es especialmente util para
controlar las relaciones genéticas entre individuos, equilibrando la preocupacion por los falsos positivos

y el poder estadistico, aspecto que puede variar segun el tipo de muestra de asociacion (Young, Takane,

& Lewyckyj, 1978).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis poblacionales de Aburraes, Laches y prePrePrecalimas

Un total de 33 individuos fueron tipificados, encontrando los 4 haplogrupos fundadores (A 47%, B
29%, C 15% Y D 9%) y 21 subhaplogrupos. Se encontraron 25 sitios polimorficos puntuales y cada
individuo fue Unico, 18 variantes altamente informativas, 88 transiciones C—T, 14 A<—G, 13
transversiones. A«—C y 1 T+<>G. los cambios en las posiciones 16290, 16217, 16327 y 16223 con
respecto a la rCRS asigno el haplogrupo A, B, C y D correspondiente (Lott ef al., 2013). La frecuencia
de haplogrupos de cada poblacion fue en Aburrdes 60% A, 10% B, 20%C y 10%D, en Calima 29% A,

47% B, 12% Cy D, y en Laches 68% A,y 17% B y C, no se encontr6 D.
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Tabla 4 Polimorfismos encontrados en el presente estudio. diferenciado por grupo poblacional y con su correspondiente haplogrupo asignado.
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Después de una reevaluacion del arbol filogenético de ADN mitocondrial en 2012 (Behar et al.,
2012), han aparecido una gran cantidad de herramientas ofimaticas como mitotool (Fan & Yao,
2013) y haplogrep (Kloss-Brandstitter et al., 2011), que han permitido tipificar de una manera
confiable més polimorfismos dando como resultado que con pocos datos se llegue a determinar un
haplogrupo con cierta certeza. Una asignacion del haplogrupo implica la alineacion de la secuencia
del ADNmt a una secuencia de referencia, el cual se ajusta a un conjunto de variantes que se puede
clasificar con precision en un haplogrupo correspondiente derivado de un consenso mundial que a

su vez esta anotado en un arbol filogenético de libre acceso http://www.phylotree.org (H. J.

Bandelt et al., 1999), e igualmente gracias a un enfoque de méaxima verosimilitud (Rock, Diir, van

Oven, & Parson, 2013) por medio de un base de datos de 35000 tipificaciones http://empop.online/

(Parson & Diir, 2016)en gran parte del mundo se puede verificar si existen otros individuos que

compartan ciertas variaciones del ADNmt y asi mismo asignar un haplogrupo de manera inicial.

Para determinar los Subhaplogrupos y haplotipos fue necesario utilizar HaploGrep 2.0, aunque ya
se encontro las valoraciones estan entre 0.55 y 0,77, dada la naturaleza del ADN antiguo y la
correspondencia de haplogrupos con la herramienta de mitomaster en mitomap donde se reportan
variaciones de haplotipos que corresponden en el mismo rango se decidio trabajar con los

haplotipos encontrados.
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Poblacion Muestras Haplogrupo Valoracion Polimorfismos encontrados
Encontrado
Abul A2+{64)+@153 0,60 161117 16223T 16290T
Abu2 A2aflblb 0,59 16168T 16223T 16290T 16362C
Abu3 AlS 0,69 161294 162237 16290T 16319A 16362C
g— Abua C5 0,71 162237 16288C 16298C 16311C 16327T
E‘ Abus Adi 0,70 161117 162237 16290T 16319A 16325C 16362C
E Abub Ddjla 0,65 16086C 16183C 16223T
m Abu7 Clcd 0,61 162237 162744 16327T
AbuB AlS 0,67 16290T 163194 16362C
Abug A2ah 0,67 16098G 16111T 16223T 16290T
Abull B2s 0,62 16217C 16325C
Cal3 A2ab 0,63 162237 162907 16291T
Cala Dah3 0,54 162237 163194 16342C
Calda A2adl 0,66 16175G 16223T 16290T
Caldb Ddol 0,62 16183G 16290T
Cals A2 0,57 16086C 16111T 162237 162907
- Cals B2a 0,63 161117 16217C
E Cals B4j 0,59 16217C 16223T 16355T
'] Cals Bdclala 0,69 16086C 16217C
E_“_ Cal1o AlS 0,55 16086C 16223T 162907
3 Cal11l B4j 0,74 16182C 16183C 16189C 16217C 16223T
E Cal19 AlS 0,63 16086C 16183C 16223T 16290T 163194
Cal25 C1bsb 0,63 16249C 16298C 16325C 16327T
Cal2e B4alc3 0,70 16182C 16183C 16189C 16194C 16217C
Cal27 C1l 0,58 16325C 163271
Cal29 B2gl 0,66 16182C 16183C 161893C 16217C 16298C
Cal31l Bdclala 0,69 16086C 16217C
Cal34 Bdalc3 0,70 16183C 16189C 16194C 16217C
Lac3 AlS 0,63 16290T 16319A
— Lac21 AlS 0,67 16290T 16298G 16319A 16362C
2 Lac25 AlS 0,77 16223T 16290T 163194 16362C
g Lac2b C1 0,62 16298C 16325C 16327T
v Lac31 Bdalc3 0,70 16183C 16189C 16194C 16217C
Lacs0 AlS 0,77 162237 16290T 16319A 16362C

Tabla 5 haplotipos asignados bajo el programa de haplogrep

Asi mismo se construyd un arbol filogenético para mostrar las relaciones evolutivas que tienen
una ascendencia comun entre cada muestra tipificada. en la cual cada individuo tipificado por las
iniciales en su poblacion Lac=lache, Cal=Calima, y Abu= Aburrdes se encontraron mezclados

compartiendo alguna linea evolutiva comun.
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Figura 20 Recontruccion filogenica a partir de los polimorfismos encontrados.

5.1.1. Distribucion de haplogrupos encontrados en el mundo.

El haplogrupo A15 no incluye individuos reportados en ninguna base de datos consultada, que
incluye Empop, GenBank y mitomaster. Excepto en phylotree (van Oven & Kayser, 2009). todos
comparten la variacion C16290T, en algunos casos G16319A y T16362C que lo clasifica como
haplogrupo A, pero tiene la particularidad de tener la variaciéon C16223T que es dominante para
el superhaplogrupo R. la variante G16129A aunque ha sido reportadas recientemente en el norte
de Asia (Derenko ef al., 2007) y en el oeste de Asia (Tanaka et al., 2004) y que se denota como

una mutacion que es producto de unas reversiones a un estado ancestral. La variante 16298C
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aunque es un sitio polimorfico en haplogrupo C y B, no se encuentra la transversion a G y puede
ser exclusiva de pobladores nativo americanos prehispanicos. Es necesario evaluar las variables
73G 152C 207A 235G G207A G263A A8459G C14067T para ganar certeza del haplogrupo

asignado. No se encontrd informacion geografica (Behar et al., 2007).

El haplogrupo A2 esta altamente distribuido por el norte de América, y en multiples trabajos ha
sido asociado como un haplogrupo nativo americano que tiene una alta frecuencia en latitudes altas
de América, (Raff, Rzhetskaya, Tackney, & Hayes, 2015) ha sido asociado a tribus siberianas y
esquimales, (Torroni et al., 1992b; (Tamm et al., 2007; Derenko et al., 2007) que migraron de
grupos asiaticos por el estrecho de Beringia lo cual fue confirmado por analisis mito genémicos
(Achilli et al., 2013) y es de gran interés en poblaciones antiguas ya que en las muestras mas
antiguas 10000AP(M Thomas P Gilbert et al., 2008) fue tipificado con este haplogrupo, se cree
que es un haplogrupo que llego a América en las primeras oleadas expansivas. En poblaciones
prehispanicas aparece en la mayoria de reportes (Raff, Bolnick, Tackney, & O’Rourke, 2011a) y

se encuentra altamente distribuido en este continente.

.
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Figura 21 Distribucion del haplogrupo A" en el mundo.

Dentro de este haplogrupo se encontraron los subhaplogrupos A2ab (C16291T), A2adl
(A16175G), A2aflblb (C16168T ), A2ah (A16098G) y A2i (T16325C).

A2ab fue descrito en poblacion nativo americana actual (Achilli et al., 2008) en estados unidos,

A2adl y A2af1blb ha sido descrito en pobladores modernos con ascendencia indigena de Panama

en Chiriqui, A2adl en Colony A2aflblb en Costa Rica (Ugo A Perego et al., 2012). El haplogrupo
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A2ah has sido encontrado en poblaciones nativo americanas de Bolivia, de hecho, fue nombrado
alli y se cree que se origind hace 5,200 miles de afios (Taboada-Echalar et al., 2013), otros tres
ADNmts A2ah se observaron en América del Sur, dos en muestras brasilefias (Alves- Silva et al.,
2016), y uno en la toba de la Gran Chaco (norte de Argentina) (Cabana, Merriwether, Hunley, &
Demarchi, 2006). En trabajos europeos con poblaciones mundiales (Herrnstadt et al., 2002)
(Achilli et al., 2008) (Behar et al., 2012) el polimorfismo A2i (T16325C) pueden ser distinguido
desde una linea materna ancestral asiatica por medio de los polimorfismos 16111T y 16325C
(Herrnstadt et al., 2002) que no han cambiado en el proceso de colonizacion de las Américas y se
ven representadas en estas muestras antiguas. Un caso muy interesante que caracterizan el
haplogrupo A2i como una rama nativa americana es la transversion T3308A con una insercion

posterior de uno C (3308 + C) (Achilli ef al., 2008).

B2a

Figura 22 Distribucion del haplogrupo B2a" en el mundo.

Sustitucion en 16217C da un indicio claro de que tenemos un haplogrupo B nativo americano
puede descender de un linaje antiguo, posiblemente un prehaplotipo B por lo tanto puede
representar otro ejemplo de una secuencia ancestral existente en América y en muestras antiguas,
pero no en muestra actuales (Herrnstadt ef al., 2002). La filogenia del haplogrupo B2 revela seis
subhaplogrupos el cual B2a est4 definida por la 16111T (Achilli et al., 2008), B2s por 16325C,
B2gl por 16298C, B4j por 16223T, Baclala por16086C y B4alc3 por 16194C. (Behar ef al.,
2007).

Poblacion Mexicana, de Honolulu y del suroeste de Estados Unidos actuales, asi mismo
poblaciones Nuxalk, Apache y Navajo americanas (Kemp et al., 2010) como Tsimshian en Canada

(Malhi et al., 2001) portan el haplotipo B2a. Trabajos realizados (Achilli et al., 2013) sugiere que
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esta rama aparecio hace 12 mil afios presuntamente en Asia, una nueva reevaluacion sugiere que
este haplotipo estd ausente en poblaciones esquimales y aleutianas, lo que permite concluir que
aparecid en Norteamérica como un haplotipo paleoindio fundador (Achilli et al., 2013) ya que
hasta ahora B2 carece de cualquier clados ancestral hermano conocido en Siberia distintos de la
B4b1 en el sudeste asiatico (Kumar et al., 2011). La filogeografia y la diversidad de haplogrupo
B2 es muy similar al haplogrupo A2 y es compatible con una gran expansion de Norteamérica a

Sudamérica.

BT 0 AT Blgl

Figura 23 Distribucion del haplogrupo B2g1 en el mundo.

Aunque hay poca informacion del haplogrupo B2g1 en poblacion de México y de San Diego de
ha tipificado 20 individuos con esta variante segun la base de Datos de EMPOP (Parson & Diir,
2016).

Eein1z1: 17 =opiney pee Bq‘ a 1C3
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Figura 24 Distribucion del haplogrupo B4alc3 en el mundo.

En Asia en Asia, el estado monofilético de B4 ha sido cuestionado en repetidas ocasiones(Tanaka
et al., 2004), construyendo la rama ancestral el haplogrupo B4alc segun surgié hace 15 mil afios
en el Este de Asia (Soares et al., 2011), y de alli la gran mayoria parti6 hacia Japon, corea del Sur,
aunque hay reportes Unicos desde Argentina y Chile, y dos reportes desde Kirguistan (Parson &
Diir, 2016), aunque hay indicios de que poblaciones que venian de Asia llegaron a las polinesias
por estudios de la variante B4ala (Soares et al., 2011), es necesario tener mas reportes de esta

variante para llegar a postular una modelo.

B 21T Sl a s chlala

Figura 25 Distribucion del haplogrupo B4clal en el mundo.

La presencia del haplogrupo B4clala es mas dificil, ya que no existe ningtin reporte en América,
y dada el poblamiento de Asia y Japon, el polimorfismo 16194 no se encuentra reportado por el
grupo de Tanaka (Tanaka et al., 2004) pero si en Empop en 4 individuos de Japon, uno de Corea

del Sur y otro en Hong Kong.
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C1

Figura 26 Distribucion del haplogrupo C1 en el mundo.

El hapogrupo C1 esta vastamente distribuido en toda América en poblaciones actuales (Parson &
Diir, 2016), de hecho esa gran variedad hace pensar que en una sola oleada migratoria donde los
haplogrupos A1, B1, C1 y D1 colonizaron a América (Fagundes ef al., 2008; Achilli ef al., 2008),
de hecho C1 es un haplogrupo fundador segiin (Tamm et al., 2007) en trabajos realizados en
poblaciones Maya, exhiben una frecuencia alta de los haplogrupos A y B (Gonzalez ef al., 2001a)
estudios realizados en Copan mostro alta frecuencia de haplogrupo C1(Whittington & Reed,
2006), similarmente en grupos antiguos del Caribe (Lalueza-Fox ef al.,2003?; Lalueza- Fox et al.,
2001). Mientras que en Sur América hay una frecuencia moderada en poblaciones antiguas pero

una alta frecuencia en poblaciones actuales (J. A. Raff et al., 2015).

Clcd ®

ClbSh

Figura 27 Distribucion del haplogrupo Clc4 y C1b5b en el mundo.

El haplogrupo C1b5b ha sido reportado en 7 individuos en la parte central de Suramérica mientras
que Clc4 en el salvador por 29 individuos. (Parson & Diir, 2016)
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Figura 28 Distribucion del haplogrupo D4h3a en el mundo.

El Clado D4h3a se encuentra sobre todo en América del Sur, y tiene un interés particular ya que
trabajos realizados por (U A Perego et al., 2009) demuestran que es una variante rara por su llegada
a América en dos escenarios posibles, una siguiendo el pacifico, y otra por via costera por Beringia,

lo que es claro es que es un haplogrupo fundador (Derenko et al., 2010).

TahT 3 REETpes

D4jla

Figura 29 Distribucion del haplogrupo D4j1a en el mundo.

Segun la filogenia propuesta por (Derenko et al., 2010) este haplogrupo es de origen europeo, pero

en (Parson & Diir, 2016) se encuentra reportado un individuo, en Norte América, uno en Iran y otro

106



en Hong Kong, aunque se sugiere un origen desde el norte de Asia (Chandrasekar et al., 2009)

6.1. Estructura genética de las poblaciones

Se realiz0 la estructura genética de las 3 poblaciones mediante el software arlequin 3.15 con base en

las secuencias obtenidas:

Tabla 6 Matriz FTz de las poblaciones en estudio

Jerico (Lache) | Antioquia (Aburraes) | Valle del Cauca (Calima)

Jerico (Lache) 0 -0,00489 0,07689
Antioquia (Aburrées) -0,00489 0 0,07535
Valle del Cauca (Calima) 0,07689 0,07535 0

Los valores negativo encontrados nos muestran que no hay diferencias entre las poblaciones Lache
y Aburraes, mientras que los Calimas difieren, esto se corroboro mediante una prueba de P con un

valor de significancia de las 0,05 y 110 permutaciones.

Tabla 7 Matriz de P valor de las poblaciones en estudio
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Jericod Antioquia Valle del Cauca (Calima)
(Lache) (Aburrées)
Jerico (Lache) * 0,37838 £0.0354 0,04505 £0.0203
Antioquia (Aburraes) 0,37838 * ~0
Valle del Cauca (Calima) 0,04505 ~0 *
. Precalime
'-Ij.ﬂ burraes
Laches
0.02
5.2.1. Test de neutralidad
Jeric6 (Lache) | Antioquia (Aburraes) Valle del Cauca (Calima)
n 10 6 22
S 17 12 23
Pi 5 5 5
Tajima's D -0,84974 -0,45006 -0,84553
Tajima's D p- value 0,203 0,367 0,212
Fu -6 ) 23
Fu p-value 0,002 0,036 0
o 4,911 4,867 4,892

Tabla 8 Estimativos de Diversidad Genetica

El test de Tajima (Tajima 1989) se realizd en arlequin 3.15 (Tamura, ef al., 2013). Este analisis
involucré 48 secuencias de nucleotidos. Se eliminaron todas las posiciones que contenian vacios y
datos perdidos; hubo un total de 41 posiciones en el conjunto de datos final. n = numero total de

sitios, S = niimero de sitios segregantes, © = diversidad de nucledtidos, y D es la estadistica de

prueba de Tajima. D de Tajima no significativa p> 0,10.2 F de Fu no significativo p> 0.02.

Respecto a la prueba de neutralidad de Tajima para los restos de Calimas, Laches y Aburraes
(Tabla 3), donde S> = es indicativo de una expansion poblacional o positiva seleccion. Estas
observaciones estan relacionadas con el negativo valor de la D de Tajima; aunque estadisticamente

no significativa D valores (p> 0,10), Segun la estadistica F de Fu, aunque estadisticamente no

significativa (p> 0,02). Ambos estimativos denotan una expansion de la poblacion notable.
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5.2.2. Network

Abub

Figura 30 Red de haplotipos con los pasos mutacionales en rojo y Azul, con todos los

individuos en estudio pertenecientes al haplogrupo A

Para saber el nivel de emparentamiento de las muestras analizadas, se realiz6 un andlisis de redes
network. Se denota que no hay una ramificacion unica por cada poblacion, lo de denota que,
aunque hay unos motif puntuales para cada individuo, este no se asocia con la poblacién nombrada.
Cabe destacar que los linajes salen de un nodo central de unos polimorfismos que estan sefialados

en azul y son los que definen que todos los individuos pertenezcan al haplogrupo A.

Similarmente pasa lo mismo con los individuos clasificados como haplogrupo B
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Figura 31 Figura 36 Red de haplotipos con los pasos mutacionales en rojo, con todos los

individuos en estudio pertenecientes al haplogrupo B

6.2. Relaciones intra poblacionales

Para definir las relaciones intrapoblacionales de nuestras poblaciones, se tomaron 73 poblaciones
prehispanicas separadas en 8 zonas geograficas y 12 etnias de indigenas colombianas ya

tipificadas. Con base a las ocurrencias de los haplogrupos se calcul6 la diversidad excepto en

donde el nimero de muestras por poblacién era menor a 4.
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Tabla 9 Ocurrencias de haplogrupos mitocondriales en el continente americano

Haplogrupos Di d
Zona Geografica Sitio Arqueoldgico / Etnia Antigiiedad | N mitocondriales 1;1§r§1
A|B|C|D|X M
Artico, sub artico Early Aleuts 1550 Z% —750 118 003|000 0,436
Artico, sub artico Late Pre-Contact Aleuts 950 d.(?.c_ 1550 521121010 |40|0]| 0| 0,362
Artico, sub artico Brooks River 632 d.(?.c_ 1012 8151210 1]0]0]| 0,607
Artico, sub értico Hot Springs 120 a.C. 3/]110(0]2|0]0] N.C
Artico, sub artico On-Your-Knees Cave 8350 a.C. 1{0]0]0]1(0]O0 N. C.
Artico, sub 4rtico Mink Island PRAC R oo s|o]o] 0333
Artico, sub artico Tatshenshini-Alsek Glacier 1400 d.C. 1{1]0]0]0(0]O0 N. C.
Artico, sub artico Thule 820 d’(?'c_ 1322 1515000 [0] 0| 0,000
Artico, sub artico Sadlermiut 682 d.dC(.:— 73 1810 0 | O | 80| 0] 0,523
Artico, sub drtico Dorset M0aL =P 1o lolo o2 00| NC
Noroeste de Estados Unidos China Lake and Big Bar Lake 3025 a.C. 31]1]10(0|10]0|2]| N.C.
Noroeste de Estados Unidos Plateau Salish 1750 d.C. 111361100 0,673
Noroeste de Estados Unidos Plateau Sahaptian 1750 d.C.0 81014 1212(0[0| 0,714
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Noroeste de Estados Unidos Wishram 1750 d.C. 337117/ 019 (00| 0,634
Noroeste de Estados Unidos Vantage 450 d'(?'c_ 1450 7121013 ]1]0] 0,810
Noroeste de Estados Unidos Paisley 5 Mile Point Caves 12050 a.C. 2117170700 0| N.C.
Gran Cuenca, Suroeste de . 1650 a.C. - 910
Estados Unidos Cecil a.C. 16401 11916100 0,575
Gran Cuenca, Suroeste de Cook 50aC. |23 1|2 ]|10]10]{0]0]| 0640
Estados Unidos
Gran Cuenca, Suroeste de 105 a.C. - 185
Estados Unidos Applegate d.C. 6101241071070 0533
Gran Cuenca, Suroeste de Pyramid Lake a.C.—1090d.C. |18 2 | 6 | 0 |10]0] 0| 0,601
Estados Unidos
Gran Cuenca, Suroeste de . .
Estados Unidos Pyramid Lake (Wizards Beach) 7250 a.C. 1700 ]1]0(0J0] N.C.
Gran Cuenca, Suroeste de . 1340 a.C. — 1660
Estados Unidos Stillwater Marsh 4.C. 2111 (8]0 ([12/0|0| 0,552
Gran Cuenca, Suroeste de
Estados Unidos Hourglass Cave 6050 a.C. 110|1]0]0(0l0] N.C.
Gran Cuenca, Suroeste de . 800d.C. -
Estados Unidos Tommy Site 1100 d.C. 361 112515151070 0492
Gran Cuenca, Suroeste de . 1100 d.C. - 1300
Estados Unidos Mine Canyon 4c. 12714 |1]0]0]0] 0,591
Gran Cuenca, Suroeste de 450 d.C. - 1450
Estados Unidos Fremont 4.C. 3000 (24142 (0]0| 0,349
Gran Cuenca, Suroeste de . 60 a.C. — 940
Estados Unidos Anasazi 4.C. 3814 (277 10(0]0 | 0462
Gran Cuenca, Suroeste de 550 a.C. - 650
Estados Unidos Western Basketmaker 11 4.C. 2313 (18] 11|00 0,383
Noreste de Estados Unidos Great Western Park 1150 d.C. 612(0[4(0|0[0] 0,533
Noreste de Estados Unidos Glacial Kame 950 a.C 183 (1113|100 0,601
Noreste de Estados Unidos Morse 750 a.C. 9113|5000 0,639
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Noreste de Estados Unidos Orendorf 1150 d.C. 11{570(3(3|0(0| 0,709
Noreste de Estados Unidos Norris Farms 1250 d.C 180 341131469 [6] 0| 0,701
Noreste de Estados Unidos Pete Klunk Mound Group 125 d.C. 3019|5195 (10| 0,604
Noreste de Estados Unidos Schild Mississippian 1050 d.C. 471181 6 |11 4 |80 | 0,762
Noreste de Estados Unidos Schild Late Woodland 750 d.C. 19514180 0,743
Noreste de Estados Unidos Ohio Hopewell Mound Group 250d.C. 341141 3 (10| 7 {0 0| 0,715
Mesoamérica Tlatelolco Post-Classic Aztec 1275 d(.iC(.:— 1450 2311513 (114100 0,549
Mesoamérica Maya (Xcaret) 330 d.(?.C_ 1470 241201 1 [2]01(010| 0,245
Mesoamérica Maya (Copan) 650 d'g'c_ 1200 9100 (8]|1]0]0]| 0,222
Caribe La Caleta (Tainos) 620 d'(f'c‘ 163015410 0|18 6 /0|0| 0301
Caribe Cuba (Ciboneys) 2750 Z% —330 15111019 |5(0]0| 0,562
Colombia La Purnia (Guane) 860 d.C. 1716 | 710 4(0]0| 0,691
Colombia (presente Estudio) Jerico (Lache) 1250 d.C. 502(3(070(0|0| 0,600
. Andes Orientales Colombianos 750 d.C. — 1250
Colombia (Muisca,Lache,Guane,Checua, Aguazuque) d.C. B 117140110501 0654
Colombia Madrid 50 a.C. 6016 [0]0]|0]0] 0,000
Colombia Candelaria 1050 d.C. 10(10{ 00| 0|0| 0] 0,000
Colombia Sogamoso (Muisca) 750 d'(?'c_ 1050 13/9 (311000 0,500
Colombia (presente Estudio) Antioquia (Aburrées) 1150 d.C. 10612 |1[0]0| 0,644
Colombia (presente Estudio) Valle del Cauca (Calima) 750 df'c‘ 30 sl s s {2]2]0lo]| 0706
Colombia Nemocon (Checua) 6050 a.C. 713 (1 (17000} 0,700
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550 d.C. - 1850

Colombia Herrera (Muisca) 4.C 71/710(0(0(0]0| 0,733
Colombia Tibanica (Muisca) 1150 d.C. 1811212104 (0[0| 0,523
Colombia Ovando (Quimbaya) 450 d'(f'c‘ 12500900160 1]0l0]| 0286
Suramérica North Peruvian Coast 950 d.C. 2116 |7 (1| 7/10]0]| 0,729
Suramérica Peruvian Highlanders 1400 d(.lc(.:— 1500 3513123181 |0]0] 0,523
Suramérica Conchapata 550 dc'jCC'_ 750 14,4712 |1]0]0] 0,692
Suramérica Cuzco POACI0 T oo fof1fofo] N
Suramérica Huari 109046 =13300 151 3 14 0] 1 fofo| 067
Suramérica Paracas (Peninsula) 850 aélC(.:— 250 10003 |7(0]0| 0467
Suramérica Chen Chen 735 d.dC(.:— 950 23191914100 0,692
Suramérica Paracas (Palpa) 850 aélC(.:— 250 2812104 (22(0]0 | 0,370
Suramérica Nasca-Rural (Palpa) 250 afé_ 330 37/1 (4|8 (24(0] 0| 0,535
Suramérica Nasca-Urban (Palpa) 250 a(.ic(.:— 330 2810 | 5 (12(11({0] 0| 0,653
Suramérica Middle Horizon (Palpa) 330 d(.ic(.:— 930 110344 /(0]0| 0,727
Suramérica Pacapaccari (Highlands) 1130 d.C. 16/ 0|11/ 5|10|0]0| 0458
Suramérica Yacotogia 763 d.C. 25| 1 |{14(10] 0 |O| O | 0,547
Suramérica Ocoro POLC=B0 s3] 1 ojo]o]| o700
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950 d.C. - 1350

Suramérica Botigiriayocc 4.C 12/0 84 10(0[0| 0,485
Suramérica Huayuncalla 972 d.C. 5/112(2]0]0[0] 0,800
Suramérica Layuni 330 d('icc" P09 lols3]1]0]0] 0639
Suramérica North Chile Late Archaic 4050 af(':_ 1950 14,7 511|010 0,659
Suramérica North Chile Middle Horizon 300 d('icc'_ 950 1916 | 850|010 0,690
Suramérica North Chile Late Intermediate 950 d.(?.c_ 1450 15383100 0,676
Suramérica Pampa Grande 350 d('icc'_ 600 19121910 |8(0]0| 0,620
Suramérica Bato nuevo, Tagua Tagua, Camarones 7050 afé_ 3350 30091101912 1010 0,729
Colombia Pasto Actuales 151 (1181000 0,738
Colombia Butaregua Actuales 714 (17(2]1]0]0| 0,669
Colombia Chimila Actuales 338100000 0,322
Colombia Guambiano Actuales 312 (21(5(3(0]0| N.C.
Colombia Paez Actuales 241517 12101(0]0] 0,562
Colombia Huitoto Actuales 4111714 101]0(0 N. C.
Colombia Murui muinane Actuales 5051513 [0(0[0]| 0,784
Colombia Zenu Actuales 510111000 |00 0476
Colombia Yuco Actuales 351261 0 0|0 |0|0| 0,497
Colombia Tukano Actuales 3(218(4(10(0]0 N. C.
Colombia Guayabero Actuales 919 |1 [0]0]0|0] 0,579
Colombia Ingano Actuales 1021912 10(0]0| 0,672
Colombia Guane Actuales 8/ 5[3[0,0]|0|10| 0,658
Colombia Guahibo Actuales 421313 (11]0(0]0] 0,263
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Colombia Embera Actuales 451171181 6 | 4 |0] 0| 0,687
Colombia Coreguaje Actuales 45151712914 (10,0 | 0,553
Colombia Kogui Actuales 50(29(0 (210 (0]0]| 0497
Colombia Arsario Actuales 501181 0 (321 01(0]|0]| 0470
Colombia Wayuu Actuales 5211611212212 0] 0| 0,685
Colombia Ijka Actuales 40 (371112101010 0,145

Basados en los estudio de (Anne C. Stone and Stoneking 1998; Bolnick and Smith 2007;C. Lalueza-Fox et al.2001) (Carlyle et al.2000) (Carlyle et
al. 2000; LeBlanc et al. 2007) (Carnese et al. 2010) (Casas-Vargas et al. 2011b) (Diaz-Matallana ef al. 2016) (Eshleman,

Malhi, and Smith 2003) (Fehren-Schmitz et al. 2009) (Gonzalez-Oliver et al. 2001a) (Hayes 2002) (J. Raff 2008) (J. Raff, Tackney, and O’Rourke
2010) (Kaestle and Horsburgh 2002) (Kemp, Reséndez et al. 2005)* (Kemp, Tung, and Summar 2009) (Lalueza- Fox et al. 2003) (Lewis, et al. 2007)
(Luciani et al. 2006) (M. Thomas P. Gilbert et al. 2008) (M. V Monsalve et al. 1996) (M. V. Monsalve et al. 2002)(Malhi et al. 2004) (Malhi et
al. 2007) (Malhi et al. 2007; Manriquez Soto et al. 2011) (Melton et al., 2007b) (Merriwether, Ferrell et al. 2006) (Mills et al. 2003; Moraga et al.
2005) (Noguera-Santamaria eta al. 2015) (S. E. Smith et al. 2009) (Shimada et al. 2004) (Shinoda et al. 2006) (Shook and Smith 2008) (Silva ef al.
2008) (Snow, Durand, and Smith 2010) (Stone and Stoneking 1996)
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5.3.1.

Poblaciones prehispanicas tipifica en América
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La diversidad haplotipica encontrada esta de acuerdo con las diversidades encontradas en las

poblaciones antiguas, varia entre 0,4 y 0,6.

Analisis de las poblaciones antiguas

Las muestras mas antiguas corresponden a >8.000 AP (aproximadamente 6.050 a.C.).

El Equipo de (Thomas P. Gilbert et al., 2008) establecié que los humanos estuvieron presentes en
Paisley 5 Mile Point Caves, en el centro-sur de Oregén, 12.300 14C afios AP (aproximadamente
10.350 a.C.)., a través de la recuperacion de ADN mitocondrial humano (ADNmt) de coprolitos
directamente fechados por espectrometria de masas con acelerador. El ADN mitocondrial

corresponde al poblamiento de Norteamérica con la presencia de los haplogrupos A2 y B2.

Las fechas de los coprolitos son mayores de 1000 anos 14C antes de las fechas actualmente
aceptadas para la cultura Clovis (Thomas P. Gilbert et al., 2008) (ver mapa numero 16). Sin
embargo, esta muestra ha generado una discusion fuerte ya que contradice la teoria Clovis y apoya
un asentamiento mas temprano, teoria pre Clovis. El grupo de Poinar cuestiona la autenticidad de
los resultados de ADN, a lo cual argumentan que, en ausencia de la estratigrafia intacta y los
artefactos de diagnostico, y en vista de las anomalias de los isdtopos de carbono, las fechas de

radiocarbono de los ejemplares mas antiguos no son fiables (Poinar et al., 2009).

Similarmente Goldberg argumenta, después de varios andlisis micro morfoldgicos en uno de los
coprolitos reportados, que es improbable identificar el coprolito como de origen humano,
compatible con los resultados de ADN (Goldberg, Berna, & Macphail, 2009). A lo cual Rasmussen
responde argumentando que la capacidad diagnoéstica de las técnicas utilizadas por Goldberg et al
es limitada, y se presentan nuevos datos genéticos que apoyan las pretensiones iniciales, con un

ejemplo de un coprolito de la cultura Nubia en Egipto (Rasmussen et al., 2009).

Después el equipo de Kemp tipificéd un solo individuo de 10300 AP en una cueva de la isla Principe
de Gales, un sitio denominado On-Your-Knees Cave, un haplogrupo de suma importancia, el
D4h3a (ver mapa nimero 5). Este sublinaje se reportd en las poblaciones indigenas actuales
costeras del sur de Chile, soportando la teoria de dos rutas de ingreso a América (Dennis H.

O’Rourke, 2009).

Muy recientemente, el grupo de Manriquez encontr6 la presencia de los 4 haplogrupos fundadores

desde los 9.000 AP (Manriquez Soto ef al., 2011). La presencia del haplogrupo B en el sur de
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Chile por 8.000 AP también es inesperada, ya que este haplogrupo no se habia encontrado en las
actuales poblaciones del sur de Chile. Debido a la misma razon, algunos modelos de colonizacion
basada en la evidencia ADNmt B consideran que fue desplegado por una migracion diferente, mas

reciente, lo que hace mas polémico el debate (Manriquez Soto et al., 2011) (ver Mapa 71).

Hacia la gran cuenca de Estados Unidos, segun (Raff et al., 2011a), se tipifico un individuo de
haplogrupo B en Hourglass Cave en Colorado (Stone & Stoneking, 1998), y uno de haplogrupo C
(Malhi et al., 2002), datados de 8000 y 9200 respectivamente (ver en mapa 23 y 21).

En Colombia existe un reporte del haplogrupo C y D en un solo individuo cada uno,
mayoritariamente haplogrupo A y algunos pocos de haplogrupo 3 en el hallazgo arqueologico

Checua de hace 8000 AP (Diaz-Matallana et al., 2016)

La escasez de los primeros estudios de aADN que podrian contribuir directamente a nuestra
comprension de la colonizacion inicial del hemisferio occidental es el resultado de dos factores. En
primer lugar, muy pocos restos han sido excavados en ocupaciones tempranas, y en segundo lugar,
las primeras muestras han demostrado ser recalcitrantes al analisis molecular debido a la mala
conservacion de los acidos nucleicos o/y a la accion de los inhibidores de PCR en los extractos de

aADN .

Frecuencias de muestras antiguas mas recientes (4000 a.C. - 1800 d.C.

Para construir la composicion de las frecuencias de haplogrupos mitocondriales en poblaciones
indigenas actuales colombianas se tomaron 33 grupos en total tipificados por diferentes trabajos
(Keyeux, Rodas, & Bernal Villegas, 2000; Genoveva Keyeux, Rodas, Gelvez, & Carter, 2002;
Melton et al., 2007a; Mesa et al., 2000). Esto con el objeto de complementar una grafica de
frecuencias de haplogrupos mitocondriales que va desde el norte del continente americano hacia el

sur contrastando muestras antiguas (4000 a.C. - 1800 d.C.) y modernas.
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Figura 33 Figura 41 Frecuencias de haplogrupos mitocondriales reportadas en América en

poblaciones antiguas y actuales

En toda América se ha reportado la presencia de los haplogrupos fundadores A, B, C, y D en las
poblaciones actuales. La misma situacion se reporta en las poblaciones antiguas excepto en el
Caribe, que tiene ausencia del haplogrupo B. En la parte norte del continente americano se ha
reportado el haplogrupo X en bajas proporciones, y existe el reporte del haplogrupo M en
poblacion antigua del noroeste de Estado Unidos y del cual, no se tiene reporte alguno en

poblaciones actuales (Malhi et al., 2007).

Si analizamos la frecuencia de haplogrupos por zonas y tiempo, esta informacion sera de mayor

utilidad y contara una historia en la cual estamos tratando de reconstruir.

Las poblaciones actuales del Artico se caracterizan por altas frecuencias del haplogrupo A2 y D2a.
Si se estudia con més detenimiento hay un cambio ocurrido hace 1000 AP, ya que las muestras
analizadas antes de esa época corresponden a una mayor frecuencia de haplogrupo A (72%) y
después de este tiempo el que tiene un porcentaje mayor es el haplogrupo D (77%). También cabe
anotar que de esta zona proviene el primer borrador de una secuenciacion completa de un individuo

de hace 4000 AP conservado en el permafrost, el cual se secuenci6 aproximadamente el 79% del
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genoma y corresponde a un individuo de la cultura Saqqad (Rasmussen et al., 2010). Ese trabajo
proporciona evidencia de una migracion desde Siberia hacia el Nuevo Mundo hace unos 5.500 afios,

independiente de los americanos nativos y modernos inuit.

Regresando al noroeste de Estados Unidos, en poblaciones modernas existe una clara
estructuracion geografica en la distribucion de frecuencias de haplogrupos del ADNmt, las
poblaciones lejanas a la costa tienen altas frecuencias de haplogrupos B y D, mientras que las
poblaciones costeras se caracterizan por una alta frecuencia del haplogrupo A y frecuencias
moderadas de haplogrupos B, C y D, aunque no se ven diferencias marcadas con relacion a las

poblaciones antiguas (Raff ez al., 2011a).

En el noreste y medio oeste de estados Unidos, las distribuciones de la frecuencia de los
haplogrupos en las poblaciones antiguas son similares de las poblaciones actuales (alta frecuencia
de los haplogrupos A y C, y frecuencias moderadas de haplogrupos B, D y X). Sin embargo, las
poblaciones més antiguas (950 a.C. - 750 a.C.) tienen una distribucion distinta, tiene frecuencias
altas del haplogrupo B y frecuencias bajas de A (Shook & Smith, 2008). El lugar denominado The
Late Woodland y el Mississippi difieren de las otras poblaciones antiguas en la exhibicion de
frecuencias altas de haplogrupo X (Raff and Anthropology 2008). No obstante, estos datos
sugieren que los haplogrupos B y C disminuyen en frecuencia, mientras que los haplogrupos A 'y

X aumentan en frecuencia con el transcurrir del tiempo en esta region (Raff et al., 2011a).

Hoy en dia, los haplogrupos B, C y D son los haplogrupos mas frecuentes en la Gran cuenca y el
suroeste de Estados Unidos. El haplogrupo mas frecuente en la Gran Cuenca es el D. Las
poblaciones antiguas de esta region en general, muestran los mismos patrones (J. A. Raff et al.,

2011a).

Mesoamérica se caracteriza por una mayor frecuencia de los haplogrupos A, B y C y una baja
frecuencia de haplogrupo D. Tres antiguas poblaciones de esta region se han estudiado: una
muestra de 1325-1475 d.C.del Postcléasico azteca de Tlatelolco, México (Kemp et al., n.d.), una
muestra Maya de Xcaret de 620-1520 d.C. México (Gonzalez- Oliver, Marquez-Morfin, Jiménez,
& Torre-Blanco, 2001¢) , y muestras de Honduras referente a la cultura Maya-Copan 650-1250
d.C (Gonzalez-Oliver et al., 2001c¢). Las dos poblaciones del México antiguo presentan una alta
frecuencia del haplogrupo A, al igual que muchas poblaciones actuales mesoamericanas, pero la
antigua poblacién maya de Copan, la mayoria de muestras analizadas pertenece principalmente al

haplogrupo C.
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Si comparamos las proporciones de las frecuencias de los haplogrupos de ADNmt entre poblaciones
de Colombia y Mesoamérica son similares, soportando la hipotesis realizada por Melton y
colaboradores (Melton et al., 2007b) la cual sustenta que la poblacion indigena, generalmente los

chibchas parlantes, estan relacionados con la poblaciéon Maya.

En los Andes Orientales Colombianos, el primer registro de secuenciacion en ADNmt fue
desarrollado por Monsalve et al 1996 (M. V Monsalve et al., 1996) el cual analiz6 6 momias
Muiscas. Estos investigadores encontraron que tres de los especimenes pertenecian al haplogrupo
A, dos de ellos al haplogrupo C y, finalmente, un ejemplar presentd sustituciones caracteristicas

del haplogrupo B, aunque su ubicacion en este grupo es incierta.

El Caribe muestra diferencias claras y dramaticas entre las poblaciones antiguas y modernas a
diferencia de muchas otras regiones del continente americano, dos poblaciones precolombinas se
han analizado, los tainos desde el sitio denominado La Caleta, en la Republica Dominicana
(Lalueza-Fox, Calderon, Calafell, Morera, & Bertranpetit, 2001) y siboneyes de tres sitios en Cuba
(Lalueza-Fox, Gilbert, Martinez- Fuentes, Calafell, & Bertranpetit, 2003b), los cuales se
caracterizan por altas frecuencias de haplogrupos C y D. Por el contrario, las poblaciones modernas
del Caribe presentan una mayor frecuencia de los haplogrupos A y C, y haplogrupos que no son

“indigenas o fundadores” o sea no A-D.

Estos resultados sugieren que los cambios en las frecuencias de haplogrupos podrian haber
producido de manera bastante abrupta y, recientemente, en esta region, posiblemente en asociacion
con la destruccion de las poblaciones indigenas del Caribe después de contacto con los europeos y

un grado alto de mezcla con otras poblaciones no americanas (Lalueza-Fox et al., 2003b).

Muchas poblaciones indigenas actuales de América del Sur han sido bien caracterizadas
molecularmente, y han contribuido de manera desproporcionada a nuestra comprension de los

patrones genéticos y de diversidad en poblaciones de nativos americanos.

Cuando las poblaciones de Suramérica se dividen en cinco grupos temporales (4000-200 a.C., 200
a.C.-600 d.C., 600-1000 d.C., 1000-1500 d.C., y moderno) para representar la variacion temporal
de las poblaciones muestreadas, hay evidencia de importantes cambios genéticos a través del
tiempo. Las poblaciones mds antiguas en general, presentan una mayor frecuencia de haplogrupo
D y menor frecuencia de haplogrupo B en comparacion con las poblaciones mas recientes. Lo que

124



sugiere que las frecuencias haplotipicas han cambiado poco a poco en América del Sur en los
ultimos 3.000-4.000 afios. Como se sefiald anteriormente, la diversidad de haplogrupos
mitocondriales generalmente parece haber disminuido en Suramérica desde la antigiiedad hasta

los tiempos modernos (J. A. Raff, Bolnick, Tackney, & O’Rourke, 2011b).

Los cambios temporales en la composicion genética de las poblaciones de Américadel Sur también
se han documentado en los estudios puntuales del continente. Demarchi ef al. (2001), por ejemplo,
no encontré ninguna evidencia de la supresion 9BP (un marcador de discreta definicion de
haplogrupo B) en las muestras de la prehistoria Argentina (Demarchi, Panzetta-Dutari, Colantonio,

& Marcellino, 2001).

Este resultado contrasta con la alta frecuencia de haplogrupo B que se encuentra en los argentinos
modernos, sugiriendo que los eventos evolutivos (por ejemplo, el flujo de genes, la despoblacion
de la expansion del Imperio Inca, y el contacto con los espafioles) tuvo un efecto sustancial en la

composicion de la poblacion de estaregion.

Estudios filogenéticos y de mezcla recientes indican que sélo la mitad del componente indigena
en los argentinos actuales se puede atribuir a la herencia de poblaciones ancestrales y que la
contribucion genética espanola es ligeramente superior a la italiana. El componente europeo es
significativamente mas frecuente en la provincia de Buenos Aires, la principal puerta de
inmigrantes de Argentina, mientras que el componente del nativo americano es mas grande en el

Norte y el Sur de Argentina (Catelli, Alvarez- Iglesias ef al. 2011).

En la costa sur del Pert, (Fehren-Schmitz et al., 2009) pusieron a prueba las hipotesis de la
continuidad genética de 2 grupos ancestrales mediante el anélisis d¢ ADNmt de 217 individuos de

grupo Paracas (800-200 a.C.) y del grupo Nasca (200 a.C.-600 d.C.) en la region de la Palpa.

Esta aproximacion es valida para resolver si existe continuidad entre estos grupos poblacionales
se torna importante en el ambito de la arqueologia desarrollada en el valle Calima del valle
geografico del rio Cauca, ya que tiene la misma incognita entre los periodos Yocoto y Sonso
casualmente en los mismos periodos.

Los autores combinaron secuenciacion directa de una region 388bp de HVS I (N=173) en la cuales
detectaron 130 SNP diagnoésticos para los cuatro haplogrupos americanos (A-D). Las poblaciones
de Paracas en las regiones de Palpa y la Peninsula no mostraron diferencias estadisticas en su

composicion de haplogrupos entre el uno del otro, frecuencias altas (70-79%) del haplogrupo D,
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frecuencias moderadas del haplogrupo C (14 - 30%), y cero haplogrupo A y B.

Entre las poblaciones rurales y urbanas de Nasca (tanto de la regioén de Palpa), los haplogrupos A
y B aparecen con bajas frecuencias, D disminuye, y C se incrementa proporcionalmente. Estos
cambios de frecuencia de los haplogrupos, sin embargo, no son lo significativamente diferentes
entre el grupo poblacional de Nasca con la comunidad de Paracas, o incluso de la poblacion
Horizonte Medio. Por consiguiente, los autores interpretan esto como como evidencia de la
continuidad genética entre las sucesivas culturas (aunque advirtiendo que los tamafios de muestra

son demasiado pequefios para sacar conclusiones definitivas).

Estas interpretaciones han sido confirmadas por los calculos de distancia genética,que son bastante
bajos entre todos los del periodo Paracas y Nasca. Sin embargo, las antiguas poblaciones costeras
tienen diferencias significativas en la composicion de haplogrupos con respecto a las antiguas
poblaciones andinas del altiplano, lo que sugiere un cierto grado de aislamiento (aunque los autores
argumentan en contra de la deriva genética, sobre la base de que ambas poblaciones eran

relativamente grandes).

Curiosamente, a pesar de diferencias significativas en la composicion de haplogrupos en la
frecuencia de poblaciones peruanas actuales, las antiguas poblaciones de Palpa son genéticamente

similares a las poblaciones modernas.

El continente americano fue el Ultimo en ser colonizado por humanos modernos durante el
Pleistoceno tardio a través de lo que hoy es el estrecho de Bering. Sin embargo, el momento y la
naturaleza de los eventos de colonizacion iniciales siguen siendo polémicos. El origen asiético de
los primeros americanos ha sido ampliamente establecido por numerosos estudios con marcadores

clasicos de mediados del siglo XX.

Mas recientemente, las secuencias de ADN mitocondrial y cromosoma-Y sumadas a los estudios
de marcadores autosémicos han proporcionado un mayor nivel de resolucion en la que confirma
el origen asidtico de los indigenas americanos. Sin embargo, estos datos plantean muchas
preguntas sobre las poblaciones de origen, nimero y tamafio de los grupos de colonizadores y los

puntos de entrada para América.

La rapida acumulacion de datos moleculares de las poblaciones de las Américas, el mayor uso de
los modelos demograficos para probar los escenarios alternativos de colonizacion, y la evaluacion
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de la concordancia del patrimonio arqueoldgico, los datos paleo ambientales y genéticos,
proporcionan cierto optimismo para una mejor comprension de la colonizacién inicial de las
Américas (O'Rourke and Raff 2010). Aunque investigaciones recientes sugieren que la migracion
pudo haber ocurrido también a lo largo de la costa del Océano Pacifico, la llegada de poblaciones
a través de este océano podria haber influido en el perfil genético HLA en América. No se puede
descartar la posibilidad de migraciones en sentido inverso, es decir, desde América hacia Asia, que

podrian haber ocurrido en distintas épocas. (Rey et al., 2012).

Comparacion de frecuencias mitocondriales de muestras antiguas mas recientes (4000 a.C.

- 1800 d.C.) con nuestras poblaciones.

Esta comparacion se tomd como grupo externo una poblacion actual en Somalia, y fue necesario

agrupar estas ocurrencias en zonas geografias,

La poblacion Calima esta mas relacionada con el noroeste de estados unidos, mientras que las
poblaciones Aburraes y Laches estdn mas cercanas a Mesoamérica, todas estan relacionadas con

la costa pacifica sumando evidencia de una migracion temprana por este sector.

127



ST e R T b P ek
TR B B TS Ty R T 6 S e 0% | AT DT Fjﬂim

Ptk Sl v
="

bl S g

T i ey ':‘Q”'“',E’-‘“ PR T LT i T

E - . - . ) .
% fare e, SRR G i Wi el Tems Uuies T

LT 4] ae s Fal e
E o tii&in"l:?&TE-iﬁﬁ-'ht.‘fF]‘rH
. TIALE

] ? * i [

L RTE B T ]

Figura 34 Analisis de componentes principales entre zona geograficas de América y las poblaciones de estudio.

No obstante, es necesario considerar que las investigaciones sobre ADN antiguo son limitadas, las muestras analizadas son de tamafo reducido y la
mayoria de los estudios, salvo algunas excepciones, se ha centrado en el analisis del ADN mitocondrial. Por lo tanto, comprendemos que este debate
sigue sin resolverse completamente y es probable que se enriquezca con nuevas contribuciones provenientes de investigaciones arqueoldgicas,
morfoldgicas y genéticas. Estamos ante un enigma que ain carece de muchas piezas para su completa comprension.
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Las poblaciones antiguas de los Aburraes y Laches estan genéticamente relacionadas con Guane
y Embera, a pesar de la falta de una conexion geografica evidente y de no pertenecer al mismo
tronco lingiiistico. En el caso de la poblacion Paez, a pesar de hablar la lengua Péez, muestra un
patron genético Chibcha, similar a la poblacion Guane, que también pertenece lingliisticamente al
grupo Chibcha. Esto podria explicar la afinidad genética cercana con los Aburraes y los Laches.
Ademas, hay una notable cercania genética y geografica entre las poblaciones Calima, Ingano,
Pasto y Murui Muinane, a pesar de pertenecer a troncos lingiiisticos diferentes segiin la taxonomia
de Greenberg, Ruhlen y Landaburu.

En el caso de las poblaciones Guayabero y Aburraes/Laches, aunque no comparten una proximidad
geografica significativa, comparten una estrecha afinidad genética debido a las altas frecuencias
de los haplogrupos A y B. Aunque lingiiisticamente pertenecen a grupos diferentes, la similitud
genética sugiere una conexion genética mas fuerte que no se refleja en la afiliacion lingiiistica. Es
importante destacar que, a pesar de la consideracion de la poblacidon indigena Guayabero como el
Guahibo riverefio, sus frecuencias de haplogrupo A no son tan elevadas y presentan un componente
significativo de haplogrupo B.

4 Discusion

El impacto genético y demografico de contacto entre los europeos con los nativos americanos ha
quedado claro. Algunos historiadores dicen que la colonizaciéneuropea del Nuevo Mundo acabd
con las poblaciones nativas a través de la guerra, la esclavitud, y las epidemias de nuevas
enfermedades como la viruela, la influenza y el sarampion hasta en un 90%. Mientras que los
registros arqueoldgicos e histéricos indican que el contacto europeo resulté en una mortalidad
generalizada en varias fuentes, los estudios genéticos han encontrado evidencia de una reciente
contraccion en el tamafio de poblacion nativa americana. La reconstruccion realizada por O ‘Fallon
(O’Fallon & Fehren-Schmitz, 2011) sugiere que los americanos nativos han sufrido una
contraccidon en tamafio de la poblacion hace 500 AP, durante el cual el tamafio efectivo femenino

se redujo en un ~ 50%.

La construccion de historia queda subjetivo al andlisis interdisciplinario de diferentes areas que
exploran el mismo fin (Jobling, Hollox, Hurles, Kivisild, & Tyler-Smith, 2013). Para tener
respuestas mas concretas es necesario, por un lado, hacer un analisis de haplotipos privados en
este tipo de estudios para enriquecer enormemente este tipo de estudios, y, por otro lado,
estadisticamente se pueden desarrollar correlaciones para comparar las diferentes hipdtesis o
modelos planteados, pero asi mismo es necesario reevaluar las variantes reportadas para asi tener

certeza en las comparaciones realizadas.

Sicomparamos las proporciones de las frecuencias de los haplogrupos de ADNmt entre poblaciones
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de Colombia y Mesoamérica son similares, soportando la hipotesis realizada por Melton y
colaboradores la cual sustenta que la poblacion indigena, generalmente los chibchas parlantes,

estan relacionados con la poblaciéon Maya (Melton et al., 2007b).

El continente americano fue el Ultimo en ser colonizado por humanos modernos durante el
Pleistoceno tardio a través de lo que hoy es el estrecho de Bering. Sin embargo, el momento y la
naturaleza de los eventos de colonizacion iniciales siguen siendo polémicos. El origen asiatico de
los primeros americanos ha sido ampliamente establecido por numerosos estudios con marcadores

clasicos de mediados del siglo XX.

Mas recientemente, las secuencias de ADN mitocondrial y cromosoma-Y sumadas a los estudios
de marcadores autosémicos han proporcionado un mayor nivel de resolucion en la que confirma
el origen asiatico de los indigenas americanos. Sin embargo, estos datos plantean muchas
preguntas sobre las poblaciones de origen, nimero y tamafio de los grupos de colonizadores y los

puntos de entrada para América.

La répida acumulacioén de datos moleculares de las poblaciones de las Américas, el mayor uso de
los modelos demograficos para probar los escenarios alternativos de colonizacion, y la evaluacion
de la concordancia del patrimonio arqueoldgico, los datos paleo ambientales y genéticos,
proporcionan cierto optimismo para una mejor comprension de la colonizacion inicial de las

Américas (D H O’Rourke & Raff, 2010).

Aunque investigaciones recientes sugieren la posibilidad de una entrada a través de la costa
Pacifica, la migracion de personas por el Océano Pacifico podria haber contribuido al perfil
genético HLA en América. No se puede descartar la migracion inversa de personas desde América
hacia Asia en diferentes periodos, segun Rey y colaboradores (2012). Sin embargo, es crucial tener
en cuenta la limitada cantidad de investigaciones de ADN antiguo en relacion con la extension del
area de estudio. Ademas, las muestras analizadas son pequefias en tamano y la mayoria de los
estudios, con pocas excepciones, se han centrado en el anélisis de ADN mitocondrial. Por lo tanto,
el debate continua abierto y probablemente se enriquecerd con nuevas contribuciones de
investigaciones arqueoldgicas, morfologicas y genéticas. Este escenario se asemeja a un

rompecabezas que aun carece de muchas piezas para su completa comprension.

El impacto genético y demografico de contacto entre los europeos con los nativos americanos ha

quedado claro. Algunos historiadores dicen que la colonizaciéneuropea del Nuevo Mundo acabd
131



con las poblaciones nativas a través de la guerra, la esclavitud, y las epidemias de nuevas
enfermedades como la viruela, la influenza y el sarampion hasta en un 90%. Mientras que los
registros arqueologicos e historicos indican que el contacto europeo resultd en una mortalidad
generalizada en varias fuentes, los estudios genéticos han encontrado evidencia de una reciente
contraccion en el tamaiio de poblacion nativa americana. La reconstruccion realizada por O ‘Fallon
sugiere que los americanos nativos han sufrido una contraccién en tamafio de la poblacion hace 500
AP, durante el cual el tamafio efectivo femenino se redujo en un ~ 50% (O’Fallon & Fehren-

Schmitz, 2011).

Posiblemente el acercamiento mas preciso este dado en la ultima revision de genomas completos
hechas por Stoneking 2011 (Stoneking & Krause, 2011). la cual hace referencia a 2 tipos de
analisis: analisis sin supervision, en donde solo se trabaja con herramientas de genética de
poblaciones, no requieren que las etiquetas de la poblaciéon se aplican a los individuos; y analisis
basados en un modelo, donde a partir de este primer examen se hacen correlaciones con otros
modelos contrastando asi las teorias desarrolladas sobre la historia del poblamiento. El problema

es que cada caso es particular y se puede adaptar la estadistica hacia un analisis subjetivo.

Quiero resaltar el trabajo desarrollado por Tofanelli (Tofanelli, Taglioli, Merlitti, & Paoli, 2011)
dada la necesidad de disenar herramientas eficientes que puedan manejar el tamafio de datos
arrojados por secuenciacion de ultima generacion, el cual proporcionan una guia basica que
introduce los usuarios no programadores interesados en la historia genética humana a las
herramientas de simulacion por ordenador con los datos arrojados por el analisis de NRUP con el

objeto de simular las fuerzas quedieron forma a la variacién genética humana en América.

Para finalizar, deseo destacar la frase final de Stoneking en su revision “La buena noticia (sobre todo
para los estudiantes que temen que todas las cuestiones interesantes han sido contestadas) es que
cuando se trata de la historia de la poblacion humana, existen todavia muchas historias que esperan

ser contadas” (Stoneking & Krause, 2011).

7. Conclusiones

Con base en el andlisis de las secuencias de la region hipervariable I (HVSI) del ADNmt se
encontraron la presencia de los haplogrupos A2, A2ab, A2ac, A2adl, A2aflblb, A2ah, A2i, B2a,
B2gl, B2s, B4alc3, B4clala, B4j, C1, C1b5b, Clc4, C5,D4h3, D4jla,

D4o1 en entierros colombianos, la mayoria de los haplogrupos no ha sido reportados en estudios de
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genética antigua, pero si en pobladores actuales de la costa pacificadesde Asia hasta América. Este
hallazgo da evidencia genética para resaltar una dispersion de Paleo-americanos hacia el sur por

la costa del Pacifico.

La poblacion Calima se difiere de los Aburrdes y Laches, y esta mas relacionada con los pobladores
antiguos de noroeste estadunidense mientras que los Aburrdes y Laches estdn mas relacionados

con Mesoamérica.

Nuestros datos Paleo-genéticos de Colombia, junto con otros datos genéticos, arqueologicos y
paleo ambientales publicados, nos permiten proponer un Modelo Integrado de Migracion para el
poblamiento temprano del Noroeste de Suramérica a lo largo de la costa; poblando a Colombia a
través de las Cordilleras Andinas desde el pacifico acompafiado de un descubrimiento de nuevas

cuencas que permitié la colonizacion y expansion de diversas culturas prehispanicas.

Los estimativos poblacionales utilizados en las 3 poblaciones sefialan una expansion demografica

de estas.

El resumen de este trabajo lo puede encontrar en los siguientes manuscritos

El primero, titulado "Unraveling the Genetic Threads of History: mtDNA HVS-I Analysis
Reveals the Ancient Past of the Aburra Valley", se encuentra en el siguiente enlace:

https://www.mdpi.com/2073-4425/14/11/2036.
El segundo manuscrito se titula "High Mitochondrial Haplotype Diversity Found in Three Pre-

Hispanic Groups from Colombia" y puede encontrarse en el siguiente enlace:
https://www.mdpi.com/2073-4425/14/10/1853.
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