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RESUMEN

Los Andes Orientales Colombianos son una de las zonas mejor estudiadas a nivel
arqueologico por su gran riqueza en donde se han evidenciado varias temporalidades
de asentamientos humanos, permitiendo establecer diferentes periodos culturales
precolombinos: Preceramico (X - |l milenio a. C.); Formativo 6 Herrera (ler milenio a. C.
a siglo IX d. C.); Muisca (siglos X - XVI d. C.). En este estudio analizamos individuos
clasificados en los tres periodos precolombinos provenientes de los alrededores del
Templo del Sol en Sogamoso (Boyaca) con distancias relativamente cercanas entre
cada hallazgo (en promedio 15km) con dataciones desde 8.000 afios hasta antes de la
conquista. El objetivo de este proyecto fue evaluar la variabilidad genética de estos
periodos culturales sucesivos por medio del ADN mitocondrial (ADNmt). Se analizaron
tres tipos de niveles de resolucion: el primero, resolucidn macro, con los analisis del
polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP); en segundo lugar, analisis de la
region control 6 D-Loop; tercero, un nivel de mayor resolucion, que corresponde al
secuenciamiento del genoma mitocondrial completo. En el periodo Muisca, se asigno
cada uno de los haplogrupos mitocondriales, encontrando los macrohaplogrupos
caracteristicos de los amerindios en Suramérica, es decir: A, B, C y D. Por medio de
los analisis de mayor resolucion, y siendo este uno de los primeros reportes en
comunidades precolombinas en la region, se logréo establecer cada uno de los
subhaplogrupos en los individuos estudiados, entre ellos dos nuevos linajes no
reportados previamente en comunidades precolombinas (A2ad3 y A2ac1a); a su vez un
subhaplogrupo reportado en una poblacion aislada amazdnica ecuatoriana que en su
momento fue considerado especifico de esta poblacion (A2y). Adicionalmente se
observaron otros subahaplogrupos como B2d, C1b, y D4h3a. En el periodo Formativo,
todos los individuos prevenientes del hallazgo arqueologico de Duitama pertenecen al
haplogrupo B2d y un individuo proveniente del Templo del Sol fue clasificado como
A2ac. En el periodo Preceramico, dos individuos fueron clasificados como C1b y C1b8.

Con base en estos resultados, se demuestra la importancia de los territorios



precolombinos que hoy limitan las fronteras de Colombia como lugar de paso inicial al
subcontinente suramericano, y se sientan bases moleculares para sustentar hipétesis

acerca del origen del hombre americano.

Palabras Clave: Poblamiento, ADNmt, haplogrupo, subhaplogrupo Colombia,

paleoamericanos, amerindio.



ABTRACT

The Colombian Eastern Andes are one of the areas best studied at the
archaeological level for its great wealth where several temporalities of human
settlements have been evidenced, allowing to establish different pre-Columbian
cultural periods: Preceramic (X - Il millennium BC); Formative or Herrera (1st
millennium BC to 9th century AD); Muisca (centuries X - XVI d.). In this study we
analyzed individuals classified in the three pre-Columbian periods coming from the
surroundings of the Temple of the Sun in Sogamoso (Boyaca) with relatively close
distances between each finding (on average 15km) with dates from 8,000 years
before the conquest. The objective of this project was to evaluate the genetic
variability of these successive cultural periods through mitochondrial DNA
(mtDNA). Three types of resolution levels were analyzed: the first, macro
resolution, with restriction fragment polymorphism (RFLP) analyzes; second,
analysis of the control region or D-Loop; third, a higher resolution level,
corresponding to the sequencing of the complete mitochondrial genome. In the
Muisca period, each one of the mitochondrial haplogroups was assigned, finding
the characteristic macrohaplogroups of the Amerindians in South America, that is
to say: A, B, C and D. By means of the analysis of higher resolution, and being this
one of the First reports in pre-Columbian communities in the region, it was possible
to establish each of the subhaplogroups in the individuals studied, including two
new lineages not previously reported in pre-Columbian communities (A2ad3 and
A2ac1a); in turn a subhaplogroup reported in an isolated Ecuadorian Amazonian
population that was considered specific for this population (A2y). Additionally, other
subahaplogroups were observed, such as B2d, C1b, and D4h3a. In the Formative
period, all individuals from the archaeological discovery of Duitama belong to
haplogroup B2d and an individual from the Temple of the Sun was classified as
A2ac. In the Preceramic period, two individuals were classified as C1b and C1b8.
Based on these results, the importance of the territories is demonstrated pre-

Columbian borders that today limit the borders of Colombia as a place of initial



passage to the South American subcontinent, and feel the molecular bases to

support hypotheses about the peopling of Americas.

Key words: Peopling, mtDNA, haplogroup, subhaplogroup, Colombia,

paleoamericans, ameridians.



CONTENIDO

8L 00 10 L0 T o (0] o 9
L0 10 ) 1011 (00 13
CONTEXTUALIZACION: POBLAMIENTO SURAMERICANO ....oovueueeersessessessessessssssssssssssessessessessesns 14
INTRODUCCION .ovooeeeeeeeeeeesseeseessesseessesssssssesssssssssessssssssssssssssssssessssssessssesssssessssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssessssseenn 14
EVIDENCIA ARQUEOLOGICA ...oveeoeeeeeesesessseeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssees 15
EVIDENCIA GENETICA coooueieeeeeeeesseeeeessssssessessessssessssssassesssssssesssessssssassessssssessssesssssssnassssssssssssssssssssssssssssesssssssssennn 18
COMBINANDO LA EVIDENCIA GENETICA Y ARQUEOLOGICA......coeeeeeeeeesseessssssssssessssssssssssssssssssssess 20
CONCLUSIONES ..o eeeeeeeeeeessssseeeeessessssssssssssssseesssssssmssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssessesssmnssssessssssssees 26
BIBLIOGRAFTIA...oooeeeeeeeeeeeeeeesssseeeesssessssssssssessssessessssssssssssessssssssssssssssssssssesssssssssssessssssessssssssnsssessssssessssssmesssssesssssesees 27
07 10 ) 1011 (7 43
DIVERSIDAD DEL ADN MITOCONDRIAL EN RESTOS OSEOS PREHISPANICOS ASOCIADOS AL
TEMPLO DEL SOL EN LOS ANDES ORIENTALES COLOMBIANOS ....coovuiesresessessessesssssssssessessessessesns 45
RESUMEN .ooovoeeoeoeeesseeeseeeeeessssssssseeeesssesssssssssssesseessessssssssssssessesessssssssssssssseseessssssssssesssesssssssssssssssessessessssssmssssssssssssssees 46
ABSTRACT «.oreeeeeveeeeeeessssseeeeesesssssmsssssseseseesessssssssssssessessssssesssssssseesseessssesssssssseesseessssssssssssessessesssssssssssesssssssssssmessssssesee 47
INTRODUCCION .eoorreeeeeeeeeeeessssseeeeessesssssssssssesssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssessssssesssssssnssssessssssssees 48
MATERIALES Y METODOS ..ovoeeeseeeeeesessseeeesseesssessssssassssssessssssessssssesssessssssesssesssssssnsessssssssssssssssssessssssssssesssesssssennn 51
RESULTADOS oo eeeeeeeessesssssseesesssesssssssssssesssessessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssesssssssssssssessesssssssnssssssssssssssees 58
DISCUSION ..oooveeeeeeeeeeeseeeeeessessseesesssessseessssssssssesssssessssessssssessesssssssssseesssssessseessesses s sssssssesesssssesseeessssessesssssssesseesssssennn 66
AGRADECIMIENTOS ..oooeeeeeeeeeeeessssseeeseesessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssmesssssesee 71
CONFLICTOS DE INTERESES w..vvveeeeeeeeeseeseeeeeesssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssnssssessssssssees 71
FINANCIACION c.eoeeeeeeeeeeeesseeseessesseessesssssssessesssssssessssssassssssssssssssasssssses e sssesssesesssssssessssssssssssessssessssssssssessssesssssennn 71
REFEREN CIAS...ooovoneeeeeeeeeeesaesesssseeeesssesssssssssssesssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssessesssssssnssssssssssssssees 72
07 103 1011 (0 81

ANALISIS DE SECUENCIAS DEL ASA MITOCONDRIAL (REGION D-LOOP ADNmt) EXTRAIDA
DE RESTOS OSEOS ANTIGUOS PROVENIENTES DE LOS ALREDEDORES DEL TEMPLO DEL SOL

(SOGAMOSO, BOYACA.) ..ccouerurersessessssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssesssssssss esssasssssessssssssssssssssssasssssassssses 82
RESUMEN .oooooeeooeeeesseeeseeeeeessssssssseeeesssesssssssssseesssessesssssssssssessesesessssssssssseseseessssssssssesssessesssssssssssesesessessssssmssssssssssssesees 82
INTRODUCCION .eoorreeeeeeeeeeeessssseeeeessesssssssssssesssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssessssssesssssssnssssessssssssees 84
METODOS weeeeeeeeeeeeeseesseesesssassssesssssesssesssssssssssesssssessssessssssssesssessssssseesssssessseeseessesssessssssessesessssssssesssessessesssssssesssessssseenn 87
RESULTADOS oooooeeeseeeeeeeeessesssssssssesesessessssssssssssessssssssssssssssssseesssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssssssmsssssssssssssssssmssssssseees 101
DISCUSION w.oooeeeeeeeeeeesseeeeesseesssesesssssssssessssssssssesssssesssssssessesssessesssssssesssesssssssesessssasesssesssessesesssseseessesssasseesesssasseesssses 114
CONCLUSION ..o eeeeeeeseeeeeesseessseeesssssssssssssssessseesssssessesssessssssesssssssssessssessssssseseesssasesssssseessesssssssseessesssssssesesssessesssssss 120
BIBLIOGRAFIA .ooveeeeeeeeeeeeeeeesssssseeeseessssssssssssssesssesssssssssssssseesssesssssssssssssesesssssssssssssssssesssssssssssmssssssssssssssssssenssssssssees 120
ANEXOS coooeoeeeeeeeeeeeeessesasssssseeessessessesssssssseessessesssssssssss s seesesssssssss et eeeessese st e e eeemee 11t e e e R Rttt e 137

07 103 1011 (0 141

ANALISIS DE MITOGENOMAS COMPLETOS EN RESTOS OSEOS ANTIGUOS DEL NORESTE DE

LOS ANDES EN SURAMERICA ......rcureureueessssessessessessessesssssssssesssssessessessessssssssssassassssessessssssssssassassssessessesses 142
RESUMEN .eotveeeeeeeessseeeeeeeeesssssasessssesesessssssssssssssesseesssssssssssss e essssesesssssssessseesesssssssssssessssessssssmssssssssssssssssssessssessssees 142
INTRODUCCION coovroreeeeeeeeeeeesesssseseeeesssssssasessssesssesssssessssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssseees 144
METODOS weeveeeeeeeeeeeeesseeesesssesssesessssessssssssssessseesssssesssessssssessssessssssessassssesssssssesssssssssessssssesssssssssseesssessssssasssessesssassssssssses 146

RESULTADOS ..ttt ss s b bbb bbb bbb 153



DISCUSTON weeoeeeeeeeeeeeeesseeeeeseeeeessesesssssesesssssesesssssssssesssessessssessesesseesssssesesesssesessssesssssssessssessessesessesssssssesesssessssssesessans 162

CONCLUSIONES ..ottt ss s s bbb bbb bbb 166
BIBLIOGRAFTA ...ttt bbb bbb bbb 167
INFORMACION DE SOPORTE ..o sssssssssssssssssssss st ssssssssssssssssssans 173

COMNCIUSIONIES .uueeeriimsrsssnssssssssssssssssssssssssssssassssesssssssssnsssssnsssasssssssanssassnsssssnssssssnssssnnssassnsssssnsnsssnnssnsanns 178



Introduccion



Después del descubrimiento del Nuevo Mundo, el origen de estas poblaciones
americanas ha sido de gran interés, desde las primeras teorias en 1590, -en las que
José de Acosta, S.J., argumenté que los habitantes de las Américas se habian derivado
de las poblaciones Asiaticas-, hasta las teorias contemporaneas que han postulado
migraciones desde Siberia 6 varias migraciones desde otras regiones, como Australia,
Melanesia, Polinesia y Europa. El esclarecimiento de estas hipétesis ha sido un tema
importante en varias areas del conocimiento incluyendo la Linguistica, la Antropologia,
Arqueologia, Genética, Geologia, entre otras. Estos estudios interdisciplinarios han
permitido arrojar luces acerca de los mecanismos evolutivos y culturales que
influenciaron el surgimiento de varias comunidades indigenas, como por ejemplo los
aleutiano-esquimales de Norteamérica y los fueguinos de Sur de Chile en Suramérica,
cuyo aspecto fisico y modo de vida se parecen por su adaptacion al frio circunartico
(Rodriguez C, 2011).

Con respecto a los origenes de los primeros americanos, se han formulado varias
hipotesis desde el migracionismo y el microevolucionismo. Esta teorias se han
formulado principalmente a partir de datos de morfolégicos de restos precolombinos
encontrados a lo largo de América, donde se ha observado que los primeros grupos
humanos poseen caracteristicas craneales y dentales diferentes de los periodos
temporales subsiguientes. De esta manera se han clasificado segun su morfologia
como paleoamericanos, caracterizados por poseer un craneo mas alargado
(Dolicocéfalo) y dientes mas grandes (Macrodonte); y los amerindios con craneo mas
redondeado (Braquicéfalo) con dientes mas pequenos (Microdonte). En Colombia, se
han encontrado estos dos tipos de morfologia, formulando a partir de estos teorias
sobre la entrada al territorio colombiano. Varios investigadores han sugerido que los
origenes de los primeros pobladores en Colombia fueron producto de varias oleadas
migratorias, desplazando o absorbiendo a los grupos antecesores (LLeras, 1995;
Langebaek, 1987). Por el contrario, estudios bioantropolégicos han sugerido que las
diferencias morfolégicas entre los primeros periodos culturales (Preceramico) y los
periodos sucesivos (Formativo y Muisca), fueron producto de procesos microevolutivos

y no de procesos migratorios masivos tardios de pueblos foraneos (Rodriguez C, 2011).
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Los analisis genéticos han complementado las hipdtesis acerca del poblamiento
americano derivado principalmente con el recurso de los marcadores uniparentales. Se
han encontrado diferentes macro haplogrupos mitocondriales fundadores como son el
A, B, C, Dy X, y segun su distribucion geografica se postularon las primeras teorias del
origen de los pueblos de los nativos americanos. Gracias a los avances tecnoldgicos
como es el secuenciamiento del genoma completo de la mitocondria, en las ultimas
décadas se ha obtenido un gran numero de reportes relacionado con la diversidad
mitocondrial en numerosas comunidades amerindias contemporaneas, permitiendo de
esta manera precisar nuevos sublinajes fundadores del nuevo mundo: A2, A2a, A2b,
B2, C1b, C1c, C1d, C1d1, C4c, D1, D2a, D3, D4h3a, X2a y X2g (Achilli, et al. 2008;
Perego, et al. 2009). Estos datos moleculares han sido usados para clarificar las rutas
de dispersion y los periodos de entrada a las Américas por medio de diferentes
aproximaciones computacionales.

Adicionalmente, estas nuevos avances han logrado obtener genomas completos de
restos arqueolégicos americanos de mas de 12.500 afios de antigiiedad (Rasmusen, et
al. 2014), permitiendo conocer la ancestria real de estos primeros pobladores. Este tipo
de analisis a partir de ADN antiguo (ADNa) se ha incrementado en los ultimos afos,
aportando enormemente a las teorias del poblamiento, convirtiéndose en una
herramienta valiosa en este tipo de estudios.

En Colombia se han realizando varios estudios principalmente en la regiéon hipervariable
| (HVRI) del ADNmt en restos precolombinos de varios grupos étnicos de periodos
arqueolégicos diferentes (Preceramico; Formativo 6 Herrera; Agroalfarero), y
principalmente los correspondientes al periodo Agroalfarero (Guanes, Muiscas,
Laches). Al comparar estos datos genéticos entre los tres periodos arqueolégicos se ha
observado una continuidad genética (Fernandez, 1999; Monsalve et al., 1996; Silva et
al., 2008; Monsalve et al., 1996; Sanchez, 2007; Fernandez, 1999).

Cuando se realizan estudios genético-poblacionales lo que se busca es evidenciar el
origen, la cantidad, y la distribucién de la variacion genética en una poblacion a través
del espacio y el tiempo. La mayoria de los estudios en ADNmt antiguo han sido a partir
de muestras con distribuciones espaciales y temporales diferentes. Una fuente de

informacidon mas precisa seria la posibilidad de estudiar muestras que ocupen el mismo
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espacio, con temporalidades diferentes.

Es por ello, que el propdsito de este proyecto era analizar genéticamente por medio de
ADNmt, muestras que pertenecieran a un mismo espacio geografico, con diferentes
periodos de tiempo. Una de las poblaciones que permitié este tipo de estudios fue la
region Norte del altiplano cundiboyacense, (Departamento de Boyaca especialmente en
los municipios de Sogamoso, Duitama y Floresta), que correspondian en los tiempos
precolombinos a una misma confederacion y hacian parte de las comunidades que
giraban en torno al Templo de Sol como principal centro religioso muisca (Langebaek,
1987; Rodriguez C, 2011).

En el presente documento mostramos los diferentes tipos de analisis de ADNmt, de
individuos recuperados en tres hallazgos arqueoldgicos diferentes pertenecientes a tres
periodos culturales sucesivos con una distancia geografica aproximada de 15 Km entre
ellos. En los diferentes capitulos se hace referencia a los resultados obtenidos desde
tres diferentes perspectivas de analisis mitocondrial, iniciando desde una resolucion
macro como son los datos a partir de RFLP’s, una siguiente resolucién con los datos a
partir de la region control 6 D-Loop y, finalmente, una mayor resolucion con los datos a

partir de la secuenciacion del genoma completo del ADNmt.
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Capitulo 1



CONTEXTUALIZACION: POBLAMIENTO SURAMERICANO

Casas-Vargas Andrea’, Usaquén William', Gémez Alberto?, Rodriguez José Vicente®

1
Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacion, Instituto de Genética, Universidad Nacional de

Colombia, Bogota, Colombia
2
Instituto de Genética Humana, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

3
Laboratorio de Antropologia Fisica, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia

INTRODUCCION

Segun los modelos actuales de poblamiento mundial, el ultimo subcontinente en ser
colonizado por el humana fue Suramérica, este es un tema que ha sido ampliamente
estudiado desde diferentes perspectivas interdisciplinarias como son: la linguistica, la
antropoldgica, la arqueoldgica y la genética, entre otras. En este capitulo se presenta
una revision de los diferentes modelos que han sido propuestos para el poblamiento del
Nuevo Mundo, teniendo en cuenta principalmente las evidencias arqueoldgicas y
genéticas.

En la primera seccion, se muestran los modelos propuestos a nivel arqueoldgico como
los formulados a partir de elementos liticos (puntas de proyectil) encontradas en
diferentes yacimientos arqueoldgicos principalmente en Norteamérica, y a partir de alli
se postul6é el modelo “Clovis Primero” indicando la posible cronologia de entrada de los
primeros pobladores (Waters and Stafford, 2007), posteriormente, con los hallazgos en
Monte Verde (Chile) (Dillehay et al., 2015), se refuta este modelo indicando que la
entrada fue anterior a los Clovis “Pre-Clovis”. Con respecto a los datos
bioantropologicos las hipétesis del poblamiento oscilan entre el difusionismo

(migracionismo) y el evolucionismo.
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En la segunda seccién se muestran los diferentes reportes con base en marcadores
moleculares uniparentales, con los cuales, a partir de los datos de diversidad genética,
estructura poblacional y tiempos de divergencia principalmente en comunidades
indigenas contemporaneas, se han postulado varios modelos del posible origen de los
paleoamericanos (Fagundes et al., 2008; Kitchen et al., 2008; Llamas et al., 2016).
Finalmente, en la tercera seccién, se destacan los estudios de ADN antiguo (ADNa)
que, al contrastarse con datos arqueoldgicos, han permitido complementar dichos
modelos de poblamiento, permitiendo dar un mejor contexto interdisciplinario de las
diferentes dinamicas de los primeros colonizadores.

En esta contextualizacion mostramos las diferentes contribuciones de los datos
arqueolégicos y genéticos con el fin de comprender la prehistoria americana, y

subsecuentemente la prehistoria suramericana.

EVIDENCIA ARQUEOLOGICA

A nivel arqueoldgico, las primeras hipdtesis planteadas acerca del poblamiento tanto
americano como especificamente suramericano, fueron los hallazgos de las puntas de
proyectil Clovis después del descubrimiento del “Hombre de Folsom” en los afios 1920s
(Hrdlicka, 1937). Estos hallazgos originaron la teoria generalizada en toda América de
“Clovis Primero” (del inglés: Clovis First). Este tipo de litico estaba presente en
numerosos sitios en Norteamérica, y estaba asociado principalmente a restos de
huesos extintos de megafauna. Los datos de radiocarbono de estos sitios sugerian una
edad aproximada de 13,6 a 15,5 Ka (kiloafios 6 miles de anos) (Waters and Stafford,
2007; Waters et al.,, 2011). Este modelo fue mas tarde modificado por las nuevas
evidencias de ocupaciones humanas mas recientes datadas antes de los tiempos de los
Clovis. El hallazgo principal fue el encontrado en Monte Verde (Chile), que en su
momento fue datado en 14,2 a 13,9 Ka (Dillehay et al., 2008); en una ultima publicacién
se encuentran nuevas evidencias en este sitio con dataciones entre 18,5 y 14,5 Ka
(Dillehay et al., 2015), de esta manera se ha refutado el modelo “Clovis Primero”,

estableciendo que los primeros pobladores llegaron al Norte y Suramérica en los
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tiempos Pre-Clovis (Goebel et al., 2008; Rothhammer and Dillehay, 2009; Dillehay et
al., 2015). Segun estos primeros hallazgos, se plantearon los primeros modelos de
poblamiento en el Nuevo Mundo, en donde se propuso que en la ultima glaciacion
existié un corredor libre de hielo que los primeros humanos habrian logrado atravesar
desde el norte e ingresar al continente y su posterior expansion hacia el sur (Pedersen
et al., 2016). Otro modelo de migracién propuesto fue la migracién a lo largo de la costa
noreste de Norteamérica y la costa Pacifica de Suramérica (Dillehay, 2009;
Rothhammer and Dillehay, 2009).

Se dispone de otras evidencias arqueoldgicas, como los restos dseos encontrados a lo
largo de América, que han exhibido rasgos heterogéneos segun su morfologia craneal y
dental. Los esqueletos mas antiguos (paleoamericanos) difieren morfolégicamente de
los de los nativos Americanos tardios. Los primeros, denominados Paleoamericanos, se
caracterizan por tener craneos largos, mas estrechos y pequenos (Dolicocéfalo) y con
dientes mas grandes (Macrodonte), y los mas tardios, denominados Amerindios, tienen
un craneo mas redondeado y boveda craneal mas ancha (Braquicéfalo) con dientes
mas pequefos (Microdonte). Estas caracteristicas han conllevado a plantear diferentes
tipos de hipotesis acerca del posible origen de estos pobladores:

1) Teoria migracionista: En esta se plantean dos oleadas migratorias, primero arribaron
los Paleoamericanos desde el sureste de Asia (con afinidad craneal con los autralo-
melanesios) y posteriormente una segunda ola con la morfologia caracteristica de los
Amerindios (similar a los mongoloides) remplazando a los primeros.

2) Teoria microevolucionista: La cual postula que, a causa de diferentes efectos
ambientales, evolutivos (sistematicos y estocasticos) y culturales, se dio origen a
cambios morfoldgicos in situ (Chatters et al., 2014).

La primera teoria estda basada en las comparaciones craneales de los
Paleoamericanos, principalmente a partir de los restos encontrados en Lagoa Santa
(Brasil), datados en 8,2 y 9,5 Ka, al realizar analisis inter-poblacionales por medio de
analisis multivariados, muestran una fuerte afinidad con poblaciones actuales de
Australia, Melanesia y Africa sub-sahariana que se caracterizan por poseer un
neurocraneo estrecho y largo, caras y Orbitas bajas, narices relativamente bajas y
anchas (Neves et al., 2003; Neves and Hubbe, 2005; Hubbe et al., 2010, 2011). Una
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reciente publicacion (Cramon-Taubadel et al.,, 2017), empleando nuevos tipos de
analisis aplicando datos morfométricos geométricos tridimensionales, mostré6 que los
Paleoamericanos comparten una ancestria con poblaciones de Siberia y los Inuit,
sugiriendo que algunos de los linajes americanos divergieron de siberianos y entraron al
Nuevo Mundo antes de la diversificacion de las poblaciones del este de Asia.
Observaron que las poblaciones tempranas (Paleo) siberianas, comparten afinidades
genéticas con los Australianos producto de su historia compartida en la dispersion fuera
de Africa. Las diferentes dinamicas espacio-temporales permitieron que la poblacién se
subestructurara y emergieran dentro de Siberia y Beringia diferentes fuentes de
ancestria, transmitiendo esta informacion genética a los nativos americanos en esta
misma localizacién geografica a través del tiempo.

Por otro lado, la segunda teoria ha sido defendida por varios investigadores que han
realizado anadlisis tomando individuos de diferentes sitios geograficos con
caracteristicas paleoamericanas incluidas poblaciones de Mexico, Brasil y Colombia
comparandola con poblaciones mundiales, y han observado que entre los
Paleoamericanos y los nativos Americanos modernos tienen una gran afinidad
bioldgica, y los cambios morfologicos de los primeros pobladores fueron originados por
agentes microevolutivos como la deriva, flujo de genes y quizas una seleccién
direccional (Sardi et al., 2005; Gonzalez-José et al., 2008; De Azevedo et al., 2011,
2015). A partir de estas evidencias y propuestas tedricas, se considera que el modelo
del poblamiento americano tuvo un origen unico para todos los nativos americanos con
niveles altos de heterogeneidad morfoldgica interna, ademas de una evolucion in situ
(local), con una persistencia de flujo génico entre poblaciones asiatico-americanas que
habitan en las regiones articas extremas explicando la posible forma craneofacial
observada (De Azevedo et al., 2011)

En nuestro caso local (Colombia), el poblamiento ha tenido la misma dualidad con
respecto a los primeros pobladores. Segun la evidencia bioarqueoldgica, se ha
observado en los restos mas antiguos la morfologia de los paleoamericanos, y asi
mismo se han planteado las dos teorias mencionadas para el resto de América. Neves
y cols., (Neves et al., 2007) analizaron restos de la sabana de Bogota con

caracteristicas paleoamericanas encontrando similaridades notables con Lagoa Santa
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(Brasil) y con los Autralo-Melanesios modernos, sugiriendo dos oleadas migratorias. Por
el contrario, Rodriguez y Vargas, (Rodriguez and Vargas, 2015), en un analisis
morfométrico de muestras de los Andes orientales colombianos evidencian como hacia
el Il milenio a. C., hay una reduccién del aparato masticatorio que se relacionan con
posibles cambios drasticos del clima (reduccién de la pluviosidad e incremento de la
temperatura) y patron de subsistencia (desarrollo de la horticultura de tubérculos de
altura). Con la introduccién de la ceramica y la domesticacion de plantas, se observa
una braquicefalizaciéon y gracilizacion del aparato masticatorio, tendencia que se
extiende hasta la llegada de los espafioles (area de muiscas, guanes, laches y
chitareros). En el periodo Herrera (I milenio a.C. a siglo IX d.C.) ocurre una mayor
variacion poblacional, ya que el indice cefalico oscila entre la dolicocefalia (Madrid,
C/marca, siglo Il a.C., Chita, Boyaca, siglo IV d. C.) y la braquicefalia (generalizada en
los grupos tardios), y no hay evidencias en el registro arqueoldgico de migraciones

masivas tardias a los Andes orientales.

EVIDENCIA GENETICA

Los marcadores genéticos que se han empleado principalmente en los estudios del
poblamiento han sido los uniparentales (ADN mitocondrial ~-ADNmt- y Cromosoma-Y),
estos han permitido establecer diferentes hipotesis acerca del origen del hombre
americano. Segun los datos del ADNmt, la diversidad genética de los nativos
americanos modernos fue dada por 5 haplogrupos mitocondriales (A, B, C, D y X), y por
dos haplogrupos para el cromosoma-Y (C y Q). Todos estos haplogrupos han sido
encontrados en muy diversas poblaciones desde el sur de Siberia, de regiones Altai-
Amur (Lell et al., 2002; Zegura et al., 2004; Volodko et al., 2008). Particularmente, el
haplogrupo X se encuentra distribuido principalmente en Norteamérica y hasta el
momento no ha sido reportado en el resto del continente (Perego et al., 2009).

Segun las nuevas actualizaciones de los diferentes linajes presentes en los nativos
americanos, se han logrado nuevas clasificaciones de linajes llamados Pan-Americanos
entre ellos tenemos A2, B2, C1b, C1c, C1d y D1, y algunos como A2a, A2b, C4c, D2a,
D3, D4e1, X2a y X2g (Tamm et al., 2007; Perego et al., 2009, 2010; Achilli et al., 2013)
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han sido restringidos a Norteamérica, y otros que han sido encontrados exclusivamente
en poblaciones ubicadas en la parte mas meridional de América del Sur entre los que
estan B2I, D1g, C1b13 y D4h3a5 (Bodner et al., 2012; De Saint Pierre et al., 2012a; b).
Numerosos modelos de migracidn se han establecido a partir de la coexistencia de
linajes y sus diferentes patrones de dispersion. La mayoria de los datos genéticos
coinciden en una sola migracion desde Beringia hace aproximadamente 20 a 12 Ka a lo
largo de la costa Pacifica 6 a lo largo de una ruta interior (Schurr, 2004; Fagundes et al.,
2008; Perego et al.,, 2009). Este modelo ha sido basado a partir de analisis de la
distribucion de haplogrupos “raros” como es el caso del D4h3a que se encuentra
distribuido principalmente en las regiones a lo largo de la costa pacifica desde
Norteamérica hasta Suramérica (Diaz-Matallana et al., 2016), mientras que el X2a esta
descrito solamente en poblacion del Noreste de Norte América (Perego et al., 2009).
Fagundes y cols. (Fagundes et al., 2008), concluyen que los ancestros de los nativos
americanos colonizaron el noreste de Asia, incluyendo Beringia, antes del Ultimo
Maximo Glacial (LGM, por sus siglas en inglés). Durante este tiempo, la poblacion
experimentd una reduccion significativa, quizas hasta unas pocas 1000 mujeres
remanentes, que se habrian expandido de nuevo hace aproximadamente 19 a 15Ka,
colonizando América por una ruta costera.

Otros estudios describen multiples migraciones a lo largo de la costa y al interior del
continente (Kitchen et al., 2008; Mulligan et al., 2008), planteando que el poblamiento
de América fue dado en tres etapas en donde los ancestros de los Amerindios
divergieron de un grupo asiatico antes de los 40.000 afios y experimentaron una
expansion gradual de la poblacion a medida que se trasladaban a Beringia. Después de
un largo periodo de poco cambio en el tamafo de la poblacién en la Gran Beringia, los
Amerindios se expandieron rapidamente hacia las Américas hace 15.000 afios, ya sea
a través de un corredor interior libre de hielo a lo largo de la costa. Esta rapida
colonizacion del Nuevo Mundo fue lograda por un grupo fundador con un tamano de
poblacién eficaz de <1.000 — 5.400 individuos.

Ambos escenarios migratorios han sido comprobados segun los datos de cromosoma-Y
en América y Siberia (Schurr, 2004; Roewer et al., 2013).
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En Suramérica, varios estudios han sugerido que los patrones de diversidad del
subcontinente reflejan un asentamiento inicial rapido y una diferenciacion temprana en
pequefios grupos (Wang et al., 2007; De Saint Pierre et al., 2012a; b). Se ha planteado
una unica via de migracion desde Centroamérica, atravesando el istmo de Panama
hace alrededor de 15 a 13,5 Ka (Rothhammer and Dillehay, 2009). Esta ruta de
poblamiento ha sido corroborada por la presencia de linajes mitocondriales
provenientes de Centroamérica y de Suramérica como es el caso de los haplogrupos
A2ad presentes en altas frecuencias en Panama y detectado en el centro de Colombia;
también el A2af1 ha sido descrito en muy bajas frecuencias hasta Valparaiso en Chile
(Perego et al., 2012). Recientes trabajos han mostrado que posterior a su entrada se
han documentado multiples episodios de flujo génico entre los Andes y la Amazonia,

con impacto en ambas regiones (Barbieri et al., 2014).

COMBINANDO LA EVIDENCIA GENETICA Y ARQUEOLOGICA

La mayoria de los modelos del poblamiento americano se han formulado a partir de las
amplias bases de datos genéticos de las poblaciones amerindias contemporaneas. Hoy
en dia, los avances metodoldgicos han producido un fuerte crecimiento en los datos de
ADN antiguo (ADNa) hallados a lo largo del continente con diferentes temporalidades,
permitiendo complementar las hipétesis iniciales y mostrando los linajes mitocondriales

a través del tiempo (Tabla 1).
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Region

Excavacion Localizacion Edad (a. P.) ADNa Referencia
amplificada
ADNmt: D4h3a; Y: Q-|Genoma Rasmussen et al.,
Anzick-1 Montana, USA 12.707-12.556
L54 (xM3) completo 2014
Mitogenoma
Upward Sun River Site | Alaska, USA 11.500 ADNmt: B2, C1b Tackney et al., 2015
completo
ADNmt: D4h3a; Y:|ADNmt: D-
On Your Knees Cave Alaska, USA 10.500-10.250 Kemp et al., 2007a
Q1a3ala Loop
ADNmMmt: Kaestle and Smith,
Wizard’s Beach Nevada, USA 10.560-10.250 ADNmt: C1
RFLP's 2001
Genoma Rasmussen et al.,
Kennewick man Washington state, USA 8.340-9.200 ADNmt: X2a
completo 2015
Costa Norte de Columbia ADNmt: A2ag, AZ2ah, | Mitogenoma
Costa Noreste de USA 5.500-1.800 Cuietal., 2013
Britanica, Canada D4h3a7 completo
Peninsula Yucatan, ADNmMmt:
Hoyo Negro 12.910-11.750 ADNmt: D1 Chatters et al., 2014
México HVRI
ADNmt: Mata-Miguez et al.,
Azteca México 500-700 ADNmt: A2, B2, C1, D1
HVRI 2012
ADNmt: A2, B2, C1,|ADNmt: Diaz-Matallana et al.,
Checua Nemocén, Colombia 9500-8700
D4h3a HVRI 2016
ADNmt: A2, B2 ; Y:|Mitogenoma |Fehren-Schmitz et al.,
Lauricocha Lauricocha, Peru 7.871-3.337
Q1a3a completo 2015
Lima (1300-1500);
ADNmt: A2, B2, B2b, | Mitogenoma
Huaca Pucllana Lima, Peru Wari (1000-1217); Valverde et al., 2016
C1b, C1c, D1 completo

Ychsma (500-1000)
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Mitogenoma

Uruguay Uruguay 220-2.000 ADNmt: C1d Sans et al., 2015
completo
Cerro Aconcagua, Mitogenoma | Gémez-Carballa et
Momia Inca 500 ADNmt: C1b
Argentina completo al., 2015
ADNmt: C1, D1, D1g, | ADNmt: De La Fuente et al.,
Kawéskar, Yamana Tierra de Fuego, Chile >2.000
D4h3ab5 HVRI 2015

Tabla 1. Algunos de los hallazgos arqueologicos mas representativos de América de diferentes temporalidades en cual

se ha logrado extraer ADNa.
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Desde el punto de vista molecular, uno de los mayores hallazgos es la
secuenciacion del genoma completo de los restos de un infante (Anzick-1),
encontrado en el occidente de Montana-USA, enterrado con artefactos tipo Clovis
y datado directamente en 12.600 afos a. P. (Rasmussen et al., 2014): el
haplogrupo mitocondrial encontrado fue el D4h3a. Este hallazgo sorprendente
indica que este individuo esta mas relacionado con Centro y Suramérica que con
respecto a los del Norte de Norteameérica; este haplogrupo se halla hoy presente
s6lo en un 1,4% de los nativos americanos contemporaneos, pero parece ser mas
comun entre los antiguos habitantes de las Américas, lo que implicaria un
fendbmeno de cuello de botella (Kemp et al.,, 2007b; Cui et al., 2013; Diaz-
Matallana et al.,, 2016). Otro reporte similar es el dado por Tackney y cols
(Tackney et al., 2015), en donde analizaron mitogenomas completos de dos
individuos infantes provenientes del Oriente de Beringia datados
aproximadamente en 11.500 anos a. P. determinando en ellos los haplogrupos B2
y C1b, siendo estos muy raros o ausentes en las poblaciones contemporaneas de
esta region.

En Centroamérica, también se han encontrado restos de Paleoamericanos,
especificamente en la peninsula de Yucatan en México, en donde se ha datado el
hallazgo de un individuo en aproximadamente 12.910-11.750 afos a. P. , se logré
extraer ADN y secuenciar las region HVRI de su ADNmt, en donde se encontro el
haplogrupo D1, siendo este uno de los linajes fundadores de América, y tiene hoy
una presencia del 10,5% en los nativos americanos contemporaneos,
presentandose con mayor frecuencia (29%) en los indigenas de Chile y Argentina
(De Saint Pierre et al., 2012b). Estos hallazgos sugirieren que estos individuos del
cono sur descienden de la poblacion que llevé el linaje D1 a Suramérica (Chatters
et al., 2014).

En Suramérica, existen reportes con individuos de diferentes temporalidades
incluyendo desde los mas antiguos Paleoamericanos hasta el contacto con los
conquistadores europeos. Se han logrado secuenciar individuos provenientes de
Colombia datados en 9.500-8.700 anos a. P., obteniendo los haplogrupos

caracteristicos de los nativos americanos (A2, B2 y C1), mas el haplogrupo raro



D4h3a, apoyando la entrada al subcontinente por la costa Pacifica (Diaz-Matallana
et al., 2016). Estos hallazgos demuestran que las dinamicas poblacionales que
originaron la estructura genética fueron complejas y variadas de region a region.

Al integrar toda la informacién generada a partir de los datos moleculares, se ha
logrado establecer nuevos modelos de poblamiento americano como es el caso de
la publicacion de Llamas y cols. (Llamas et al., 2016), en donde se incluyen
secuencias de 92 mitogenomas completos de restos antiguos provenientes de
diferentes hallazgos arqueolégicos de Peru, Bolivia, Argentina y México, vy, al
realizar analisis bayesianos incluyendo otras secuencias amerindias
contemporaneas del resto del continente, encontraron que la divergencia de las
poblaciones americanas y las de Siberia habria ocurrido hace cerca de 24,9 Ka, y
el flujo de genes hacia y desde el Este de Siberia parece haber cesado cerca al
LGM (18,4 Ka); posteriormente habria habido una explosion repentina de
diversificaciéon de los linajes hace ~16-13 Ka, seguida por un aumento del tamafo
de la poblacién. Si se acepta una entrada unica inicial a América por el estrecho
de Bering, y se postulan condiciones ambientales favorables, la expansion hacia el
sur pudo ocurrir a lo largo de la costa Pacifica, indicando que el transito hasta el
sur de Suramérica tom¢ alrededor de 1,4 Ka (Figura 1).

Con respecto a las diferencias craneométricas y dentales entre los
Paleoamericanos y los Amerindios, las evidencias genéticas indican que los linajes
presentes en los paleomericanos tuvieron una continuidad en los amerindios como
se ha observado en el caso de los haplogrupos B2, C1b, D1 y D4h3a, sugiriendo
que los cambios morfolégicos que diferencian esta temporalidades fue dado mas
como un resultado de una evolucidn in situ y no derivado de multiples migraciones.
Y los genes responsables de la modificacion de la morfologia craneal no afectaron

otras estructuras corporales.
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Divergence

Siberians/proto- | L Native American
Native Americans founder lineages

Population
expansion

Figura 1. Migracion hacia América. A) Divergencia entre Siberia y los proto
Nativos Americanos hace 24,9 Ka. Producto del aislamiento geografico se
originaron linajes fundadores de los Nativos Americanos (18,4 Ka). B) La capa de
hielo empez6 a desaparecer hace ~17 Ka, abriendo una posible ruta costera del
Pacifico. Posteriormente, se presentd una rapida expansion de la poblacion (16

Ka) hacia el sur del territorio. Tomado de (Llamas et al., 2016).
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CONCLUSIONES

Desde el punto de vista interdisciplinario como es el arqueologico y genético, se
podria decir que Suramérica fue colonizada por una sola ruta de migracién
proveniente desde Centroamérica descendiendo por la costa Pacifica, hace
aproximadamente 15.000 a 13.500 afios a. P., los patrones de diversidad indican
una historia temprana en el continente. Los cambios climaticos, los nuevos estilos
de vida, y el uso de nuevas tecnologias como la domesticacion de plantas, las
nuevas integraciones sociales mediante el intercambio de productos fueron
factores importante que influyeron en la diversificacion poblacional promoviendo el
flujo genético alrededor de los Andes y adicionalmente un flujo recurrente con la
Amazonia, con impactos en la diversidad genética de ambas regiones.

Suramérica posee una gran riqueza arqueoldgica, con diferentes cronologias e
historias humanas diferentes, permitiendo observar patrones morfolégicos vy
genéticos, particulares, tanto como variaciones culturales. Los aportes del ADNa,
son de gran utilidad para revelar y fundamentar las dinamicas poblacionales y
complementar las teorias planteadas a partir de datos bioantropolégicos, asi como
para precisar los diferentes procesos involucrados en el poblamiento del

continente.
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RESUMEN

Introduccion. El ADN antiguo que se extrae de los restos 6seos humanos permite
analizar la composicion genética de las poblaciones precolombinas y determinar
las dinamicas que dieron origen a la diversidad de las poblaciones
contemporaneas.

Objetivo. Determinar la diversidad genética y relacion con otras comunidades
contemporaneas y antiguas de Ameérica de los restos 6seos asociados al Templo
del Sol.

Materiales y métodos. Se analizaron 13 individuos precolombinos pertenecientes
al periodo precolombino Muisca (siglos IX-XVI d. C.), provenientes de los
alrededores del Templo del Sol (Sogamoso-Boyaca), en los Andes Orientales
colombianos. Se amplifico el ADNmt y se realizaron RFLPs para los 4 haplogrupos
amerindios tradicionales (A, B, C y D). Ademas, se amplificaron y analizaron
marcadores autosémicos (incluyendo la amelogenina) y STRs del cromosoma-Y.
Resultados. El haplogrupo A fue el linaje mitocondrial mas frecuente en
esta poblacion, seguido de los haplogrupos B y C; no se detectd el haplogrupo D.
Los analisis de variacidn genética indican una diversidad semejante a poblaciones

pertenecientes a la familia linglistica Chibcha contemporanea de Colombia y de
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Centroamérica. Se logré realizar la determinacion molecular del sexo en los
individuos estudiados, y compararlo con el de los datos osteoldgicos. Con una sola
excepcion, los datos bioantropoldgicos y moleculares fueron consistentes.
Conclusiones. Nuestros resultados aportan nuevos elementos a las hipotesis del
origen centroamericano de los gruposde lengua Chibchadel altiplano
Cundiboyacense con base en marcadores genéticos, y permiten establecer el
sexo y relaciones de parentesco.

Palabras clave: ADN antiguo (ADNa), Colombia, Andes, ADN mitocondrial

(ADNmt), amerindios, STR, amelogenina, Cromosoma-Y.

ABSTRACT

Introduction: DNA extracted from ancient human bones allows to analyze the
genetic makeup of Pre-Columbian populations and to determine dynamics that
gave rise to the diversity of contemporary populations.

Objective: To determine the genetic diversity of skeletal remains associated with
the Sun Temple and their relationship with other contemporary and ancient
communities of America.

Materials and methods: We analyzed 13 individuals belonging to the pre-
Columbian Muisca Period (IX-XVI centuries b. C.) from the vicinities of the Sun
Temple (Sogamoso -Boyacad) in the eastern Colombian Andes. Mitochondrial DNA
was amplified and RFLPs were performed in order to type the 4 traditional
Amerindian haplogroups (A, B, C and D). In addition, autosomal markers including
amelogenin and Y-Chromosome STRs were amplified.

Results: Among the observed mitochondrial lineages, haplogroup A was the most
frequent, followed by haplogroups B and C; no evidence of haplogroup D was
found. Genetic variation analysis indicates a similar diversity in pre-Columbian
Muisca as that of contemporary populations belonging to the Chibcha linguistic

family from Colombia and Central America. Molecular sexing was accomplished
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and it was compared to osteological data. With only one exception, anthropological
and molecular data were consistent.

Conclusions: Our results contributes new genetic elements supporting the
hypothesis of Central American origin of the Chibcha groups of the
Cundiboyacense plateau, allow sex typing and kinship evaluations.

Keywords: ancient DNA (aDNA), Colombia, Andes, mitochondrial DNA (mtDNA),

Amerindians, STR, amelogenin, Y-Chromosome.

INTRODUCCION

La dinamica del poblamiento americano ha sido de gran interés para los
investigadores, con el fin de definir las rutas de entrada al continente. La mayoria
de los estudios genéticos se han basado principalmente en marcadores
uniparentales como el ADN mitocondrial (ADNmt) (1-3). Los genes mitocondriales
tienen una herencia exclusivamente materna, y se asume una recombinacion nula
ademas de ser altamente polimoérficos, presentando una tasa de mutacion mas
alta en comparacion con el ADN nuclear, lo cual permite una mayor resolucion en
ESCEESEPIESIEENENE (4,5). Estas caracteristicas permiten evaluar la relacion
genética entre individuos y poblaciones diferentes.

En las poblaciones nativas americanas se ha descrito la presencia de cinco
haplogrupos mitocondriales principales: A, B, C, D y X, este ultimo circunscrito
unicamente a Norteamérica. Estos linajes se definen por una o mas sustituciones
exclusivas que los distinguen de otros haplogrupos en el mundo (6). Asimismo, los
marcadores mitocondriales han permitido hacer inferencias sobre el origen y
tiempo de divergencia de la poblacion ancestral, pudiendo definirse
adicionalmente la presentacion de eventos particulares tales como cuellos de
botella, efectos fundadores o deriva génica (7,8).

En estudios previos, los haplogrupos de ADNmt se caracterizaron con el recurso
de las enzimas de restriccion, asi: el haplogrupo A presenta la particularidad de un
sitio de restriccion de la enzima Haelll en la posicién 663, el haplogrupo B la

delecion de 9 pb en COIlI/tARNIys, el haplogrupo C la pérdida del sitio de Hincll en
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la posicion 13259 pb, y el haplogrupo D es caracterizado por la pérdida del sitio de
restriccion Alul en la posicion 5176 (9-12).

En su mayoria, los estudios poblacionales en Ameérica han sido realizados en
comunidades contemporaneas. Sin embargo, los estudios en poblaciones
precolombinas se han incrementado a lo largo del continente permitiendo conocer
los diferentes procesos microevolutivos locales y regionales con base en métodos
paleogenéticos (2,13,14).

A pesar de que Colombia presenta una gran diversidad de evidencias
arqueoldgicas, los estudios acerca de la diversidad genética de las comunidades
prehispanicas son muy escasos. Una de las zonas que ha permitido evidenciar los
primeros asentamientos humanos en Colombia corresponde a los Andes
Orientales, y especificamente el altiplano Cundiboyacense, donde se han
planteado diferentes hipotesis de poblamiento. Varios investigadores concuerdan
en que los diferentes periodos en que las poblaciones humanas ocuparon esta
cordillera en tiempos precolombinos son tres: Preceramico (hasta el Il milenio a.
C.); Formativo o Herrera (I milenio a. C. a siglo VIl d. C.); Muisca o pertenecientes
a la familia linglistica Chibcha (siglos IX-XVI d. C.). Estos periodos de
poblamiento, segun algunos autores, tuvieron diferentes origenes producto de
varias oleadas migratorias y de procesos estocasticos y adaptativos, desplazando
o absorbiendo a los grupos antecesores (15,16). Por el contrario, estudios
bioantropoldgicos han sugerido que la poblacion de esta region se remonta al
periodo Preceramico y que posiblemente hubo continuidad de linajes a partir de
esta hasta el periodo Muisca, mostrando que no se presentaron procesos
migratorios masivos tardios de pueblos foraneos, sino procesos de tipo
microevolutivo (17).

En el Museo Arqueolégico de Sogamoso se encuentra una de las mas grandes
colecciones de restos 0seos precolombinos proveniente de varios sitios de Boyaca
excavados en el transcurso de 50 afos de investigaciones en la regidon por el
profesor Eliécer Silva Celis. En esta coleccion se encontraron individuos
provenientes del municipio de Floresta con caracteristicas morfologicas de

paleoamericanos (dolicocéfalos), y con procesos de mineralizacion, evidenciando
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una gran antigiedad, datados en 7950+40 a. P., calibrada de 7040 a 6680 a. C.
(Beta-299693) (17).

En los restos provenientes del Templo del Sol de Sogamoso se han obtenido dos
dataciones: la primera de 310 afios d. C., proveniente de maiz carbonizado
asociado a los enterramientos, y la segunda de hueso humano datado en 190+40
(calibrada 155 a 390) anos d. C. (Beta-129230), es decir 1826140 a. P., lo cual
sugiere que el poblamiento de la zona en la que se hallé esta estructura ritual

presenta actividad humana por lo menos desde el periodo Formativo (18).

En la ultima década, se han empleado herramientas genéticas que permiten inferir
los procesos evolutivos en el tiempo real en el que sucedieron, tales como los
estudios en ADN antiguo (ADNa). En Colombia, se han realizado varios estudios
en ADN mitocondrial (mtDNA) en restos precolombinos de varios grupos étnicos
de periodos arqueoldgicos diferentes (Preceramico; Formativo o Herrera; Muisca o
Chibcha), y principalmente los correspondientes al periodo Chibcha (Guane,
Muisca, Lache, Chitarero). Al comparar los datos genéticos entre los tres periodos
arqueologicos se ha puesto en evidencia una continuidad genética en estas

poblaciones de la cordillera Oriental (19-22).

El propdsito del presente estudio es el de analizar genéticamente muestras
provenientes de los alrededores del Templo del Sol, el cual hacia parte de uno de
los principales centro religiosos muiscas pertenecientes a la confederacion del
Sugamuxi. (Figura 1) (16,17).

En este estudio, se analizaron 13 muestras de restos 6seos antiguos encontrados
en los alrededores del Templo del Sol, en Sogamoso (Boyaca, Colombia), con el
fin de determinar su diversidad genética y relacién con otras comunidades

colombianas, asi como su posible origen poblacional.
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Figura 1. Mapa de Colombia mostrando la localizacion del territorio ocupado

por la comunidad muisca en el tiempo de la conquista espanola.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

La coleccion del profesor Eliécer Silva del Museo Arqueolégico de Sogamoso
(MAS) incluye una amplia muestra 6sea proveniente de varias regiones de
Boyaca. A pesar de no contar con un contexto funerario sistematico de estos
restos, estudios previos han reportado analisis bioantropoldgicos de esta coleccion
con el fin de definir su variabilidad biolégica y practicas funerarias asociadas (18).
En estos se pudo determinar el sexo y la edad de cada individuo, empleando los

estandares internacionales (18).
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De esta coleccion se seleccionaron 13 individuos adultos, de los cuales se

obtuvieron muestras de dientes y huesos largos. Los individuos fueron clasificados

segun el periodo arqueoldgico al que pertenecian (Cuadro 1); estos individuos

fueron excavados en la vereda de Monquira en los alrededores del Templo del Sol

y corresponden al periodo arqueoldgico Muisca, con base en el material ceramico

asociado caracteristico de este periodo.

Individuo A(r:':LTeeor::Seg"ilgo Edad Antropolégica antrc?pecﬁggico Biotipo Cronologia
SM27 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM30 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM31 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM39 MAS* Adulto (30-40 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM43 MAS* Desconocido Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM44 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM47 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM50 MAS* Adulto (40-50 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM61 MAS* Desconocido Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM67 MAS* Adulto (30-40 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM68 MAS* Adulto (50-60 anos) Femenino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM104 MAS* Desconocido Masculino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C
SM109 MAS* Adulto (40-50 anos) Masculino Braquicéfalo  siglos IX-XVId. C

Cuadro 1. Descripcion de los individuos analizados
* MAS: Museo Arqueolégico de Sogamoso - Templo del Sol .

Precauciones para evitar contaminacion

Para asegurar la fidelidad de los resultados, se optaron criterios recomendados

para los analisis en ADN antiguo (ADNa) por Cooper y Poinar (2000) y Gilbert et

al. (2005) (23,24), para evitar la contaminacion. La extraccion y amplificacion de

los huesos fueron realizadas en un laboratorio exclusivo para el analisis de ADNa
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en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota,
donde se dispone de areas separadas para la extraccién y amplificacion del ADN.
Antes de usar cada area se hacia una limpieza con hipoclorito de sodio al 5%, y se
irradiaba con luz UV el cuarto de trabajo durante toda la noche y las cabinas de
flujo se irradiaban por una hora antes de su uso. El material (pipetas, material de
plastico, racks, guantes, batas, tapabocas gorros) se irradiaban con luz UV por 1
hora. El personal que realizaba el procedimiento de extraccion empleaba traje
especial tipo Tivek ® desechable, con el fin de cubrir todas las partes del cuerpo y
evitar la contaminacién. Para identificar alguna contaminacion con ADN moderno
se realizaban controles negativos en cada proceso (extraccion, amplificacion).
Adicionalmente, se realizaban multiples extracciones y amplificaciones con el fin
de confirmar cada resultado. Los investigadores involucrados en los procesos

fueron tipificados.

Aislamiento y cuantificacion de ADN

La descontaminacion de las muestras esqueléticas se realiz6 removiendo
completamente la capa externa del hueso usando un mototool DREMEL® sobre
una superficie estéril (para las piezas dentales no es necesario realizar este primer
proceso), posteriormente las muestras fueron lavadas con hipoclorito al 5% por 10
minutos, seguido de etanol al 70% por 5 minutos, y finalmente se expusieron a luz
ultravioleta por cada uno de los lados durante 15 minutos. Posteriormente se
procedid a obtener en promedio dos gramos de pulverizado de hueso o diente

dependiendo el caso usando el molino MN400 de Restsh®.
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Aproximadamente 1 gramo de pulverizado fue incubado a 56 °C durante 18 horas
en una solucion de 15 mL que contenga EDTA 0.5M, N-Lauryl-Sarcosyl al 1%, y
proteinasa- K (20 mg/mL). Posteriormente se procedié a realizar la extraccion del
ADN empleando el estuche comercial Qiaquick PCR Purification® (Qiagen®)
siguiendo las recomendaciones del fabricante y las modificaciones realizadas por
la Comision Internacional de Personas Desaparecidas (International
Commissionon for Missing Persons —ICMP-) (25,26).

Este proceso se repitié dos veces para algunas de las muestras escogidas al azar
en momentos separados para confirmar los resultados obtenidos. Los aislados de
ADN obtenidos fueron cuantificados empleando el fluorémetro Qubit® 2.0 de

Invitrogen®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Analisis de haplogrupos de ADNmt mediante PCR-RFLP.

Las muestras fueron amplificadas para cuatro fragmentos (Cuadro 2) de PCR de
tamanos entre los 102 y 182 pares de bases (pb). EI ADN fue amplificado
mediante PCR utilizando master mix GoTaq Hot Start® ADN polimerasa (Qiagen®)
2X, 1X de enhancer (Epicentre®) y 100 ug de BSA (Roche®), 0,8 uM de cada
cebador o primer. El programa de PCR utilizado considera: denaturacién inicial,
94°C por 15 minutos, 50 ciclos de: denaturacion, 94°C por 45 segundos;
anillamiento, 45 segundos a una temperatura entre 55° y 58°C dependiendo de los
primers utilizados (Cuadro 2) (11,12,27); elongacion, 72° por 45 segundos ; y
elongacion final a 72°C por 3 minutos .

Los amplificados fueron analizados mediante la digestion por enzimas de

restriccion. Para definir el haplogrupo A se empleé las enzima de restriccion Haelll
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que en la posicion 663 tiene el sitio de restriccion; el haplogrupo B presenta la
delecion de 9 pb en COIlI/tARNIys; el haplogrupo C la pérdida del sitio de Hincll en
la posicion 13259 pb; el haplogrupo D es caracterizado por la pérdida del sitio de
restriccion Alul en la posicion 5176 (9-12).

Los productos de las digestiones se analizaron en geles de agarosa al 2%. La

delecion de 9pb caracteristica del haplogrupo B fue evidenciada en gel de

poliacrilamida.

Marcador 6 Regién Blanco SECUENCIA ANIL-Lr;IBIIIEENTO Ref.
mtDNA haplogrupo A 606—626/ACACTGAAAATGTTTAGACGG ceoc i
(+ Haelll 663) 689-708/GGGGATGCTTGCATGTGTAA
mtDNA haplogrupo B 8.196-8.214/ACAGTTTCATGCCCATCGTC o o
(Delecion 9 pares de bases)  8.316-8.297/ ATGCTAAGTTAGCTTTACAG
mtDNA haplogrupo C 13.237-13.256/ATCGTAGCCTTCTCCACTTC ceec 2
(+ Alul 13262) 13.397-13.419/TCCTCCTATTTTTCGAATATCTT
mtDNA haplogrupo D 5.101-5.120/TAACTACTACCGCATTCCTA ceec o
(— Alul 5176) 5.149-5.129/ AAAGCCGGTTAGCGGGGGCA

Cuadro 2. Cebadores 6 primers ADN mitocondrial
Amplificacion del ADN para marcadores autosdémicos y amelogenina

La amplificacion se realiz6 empleando el kit comercial multiplex
AmpFiSTR® SEfiler™ (Applied-Biosystems®) el cual cuenta con 11 marcadores
STRs autosémicos (D2S1338, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, D19S433,
D21S11, FGA, SE33, THO1, vWA) y el marcador sexual amelogenina. En un
volumen final de 25 yL se mezclaron los siguientes componentes: mezcla de
reaccion para PCR (AmpFiSTR® SEfiler™ MIX: MgCl,, dNTPs, albiimina de suero

bovino en buffer con azida de sodio 0.05%) 10 uL; Set de primers (forward y
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reverse) 5 pL; enzima ADN polimerasa (AmplitaqgGold™ DNA Polimerase 5 U/ pL)
0.5 pL; ADN (1.0-2.5 ng/uL) 5 puL y 4.5 uL de agua destilada desionizada. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un termociclador
Thermal cycler ®PCRSystem 2720 de Applied-Biosystems®, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
Analisis de filiacion

Para establecer las relaciones de parentesco entre todos los individuos, se usaron
los analisis estadisticos empleados por el software Familias v3.0 (28). Todos los
calculos fueron basados sobre las frecuencias alélicas de la poblacion de los

Andes colombianos (29).

Amplificacion de ADN para marcadores del cromosoma-Y

El AmpFISTR® Yfiler® PCR Amplification kit (Applied Biosystems®) fue usado para
amplificar 17 loci STR (DYS19, DYS389I, DYS389Il, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393, DYS385ab, DYS437, DYS438, DYS439, DYS448, DYS456, DYS458,
DYS635 y GATA H4). Las condiciones de amplificacién fueron acordes con las

instrucciones del fabricante.
Tipificacion de los polimorfismos del ADN.

Se utilizdé un Analizador Genético ABI PRISM® 310 (Applied-Biosystems®) para la
tipificacion molecular siguiendo las recomendaciones del fabricante. Empleando el
software Genemapper® ID v3.2, el cual analiza el estandar de tamario de control

interno GeneScan-500 LIZ® en cada muestra y la escalera alélica para asegurar la
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precision en cada inyeccion del capilar. La asignacion alélica se realizd6 por
comparaciéon de los fragmentos obtenidos en pares de bases para cada pico del
alelo de las muestras analizadas con los picos de |la escalera alélica provista por la
casa comercial Applied Biosystems® para el kit AmpFiSTR® Sefiler y AmpFISTR1

Y-filerTM kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA).

Analisis de datos

Con el fin de elucidar la relacion biolégica entre los individuos precolombinos
muiscas y 43 comunidades nativas americanas contemporaneas, y también
comparar 4 poblaciones antiguas pre-Colombinas (Cuadro 3) (3,19-22,27,30-47)
y se calculé la frecuencia de los haplogrupos por conteo directo. La diversidad
genética fue calculada como (n/(n-1))(1-Zpi2), donde n es el tamafno de la muestra
y pi la frecuencia de haplogrupo estimada para cada haplogrupo i (48). Las
distancias genéticas fueron estimadas con base en las frecuencias de cada
haplogrupo del ADNmt calculando los Fsr empleando el software Arlequin® (49).
Los datos de las frecuencias de los haplogrupos de ADNmt de otras poblaciones
Americanas tanto contemporaneas y actuales fueron obtenidas de la literatura
(3,19, 20, 22,27,30-47) (Cuadro 3). Se compararon las poblaciones por medio de
analisis de correspondencias multiples y escalamiento multidimensional basado en

los datos de Fsrempleando el software MVSP® v3.1 (50).
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RESULTADOS

ADN mitocondrial

Las 13 muestras pertenecientes al periodo Muisca, presentaron los siguientes
haplogrupos: nueve (9) individuos presentaron el sitio de restricciéon +Haelll 643 y
fueron clasificados en el haplogrupo A, tres (3) presentaron la delecién de 9pb en
COII/tARNIys caracteristica del haplogrupo B y en una (1) muestra se evidencio el
sitio de restriccion +Alul 13262 correspondiente al haplogrupo C (34). Se encontro
una alta frecuencia del haplogrupo A (69%), seguida por la del haplogrupo B
(23%), una baja frecuencia del haplogrupo C (8%) y ausencia del haplogrupo D.
Los indices de diversidad genética (Cuadro 3), revelan que la diversidad del grupo
de individuos muiscas es mayor a la encontrada en 12 poblaciones de un total de
41 grupos analizados que poseian un n de mas de 10 individuos. De éstas, solo
tres comunidades corresponden a reportes de grupos precolombinos con
diversidades entre 0,5y 0,69 (muisca 0,5, agroalfarero 0,64 y guane 0,69).

Al construir un dendrograma UPGMA basado en las frecuencias de los
haplogrupos de las diferentes poblaciones amerindias de Centro, Suramérica y
Colombia (Figura 2), y proceder al analisis con el total de poblaciones incluyendo
Centro y Suramérica, poblaciones colombianas contemporaneas y antiguas, se
observo que los individuos muiscas estudiados (Muis) se encuentran en un mismo
agrupamiento con las poblaciones Ngoébe y Kuna de Centroamérica (Figura 2). Al
realizar este mismo analisis solo con las poblaciones colombianas se observa un

agrupamiento con las poblaciones Ingano (region Amazonica), Agroalfarero
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(poblacion precolombina de los Andes orientales) y Tule-Cuna (istmo de Panama)
(Figura 3).

Adicionalmente, se construyd una matriz de distancias a partir de datos de Fsry
se realiz6é un analisis de componentes principales (PCA), en el cual se observaron
grupos conformados por los individuos del estudio (Muis), con poblaciones
Arhuaco (Arh), Agroalfarero (Agro), Embera-Antioquia (Ant) (Figura 4). Otros
grupos que se hallaron fuertemente relacionados, tanto genéticamente como

geograficamente, son los de la Sierra Nevada de Santa Marta (ljka, Kogui,

Arsario).
Poblacion® n A B C D Otro h Ranking h Referencia
Chibcha “°* 15 0,40 0,13 0,27 0,43 0,07 0.78095 1 (41)
Cubeo® 24 033 008 029 025 004 076449 2 (41)
Paez2 - 36 0,28 0,08 0,28 0,33 0,03 0.74762 3 (41)
Mapuche®* 39 015 038 0,21 0,26 0,00 0.73954 4 (43)
Desano “°* 20 0,15 0,15 0,45 0,25 0,00 0.72632 5 (41)
Curripaco®®- 22 0,05 041 0,36 0,14 0,05 0.70996 6 (41)
Wayuu - 30 0,27 0,27 0,43 0,00 0,03 0.69195 7 (31,38,40)
Guane T 17 0,35 0,41 0,00 0,24 0,00 0.69118 8 (40)
Waunana® 40 0,05 047 0,28 0,48 0,03 0.68205 9 (27)
Ingano - 48 0,40 0,35 0,23 0,02 0,00 0.67908 10 (41)
Yungay** 20 0,05 0,50 0,25 0,20 0,00 0.67895 11 (39)
Tule-Cuna®* 30 0,50 0,27 0,20 0,00 0,03 0.65977 12 (27,33)
Tucano “°* 14 0,07 0,21 0,07 0,57 0,07 0.65934 13 (41)
Embera - 21 0,10 0,52 0,29 0,0 0,00 0.65714 14 (41)
Antioquia®®~ 38 0,47 0,26 0,00 0,26 0,00 0.65434 15 (3)
Maya“ 27 053 023 0,16 0,08 0,00 0.65231 16 (33)
Embera “°- 21 0,34 049 0,07 0,0 0,00 0.64737 17 (27)
Tatuyo “°* 10 0,40 0,00 0,50 0,10 0,00 0.64444 18 (41)
Zenu °°* 34 0,15 0,32 0,50 0,03 0,00 0.64171 19 (27)
COL-
Agroalfarero 24 054 025 017 004 000 0.64130 20 (19,20,22)
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Puinave “%- 61 0,08 0,51 0,33 0,07 0,02 0.63333 21 (41)
Quechua®* 23 009 057 0,30 0,04 0,00 0.60474 22 (44)
Yanomami®® 53 0,00 0,09 058 028 0,05 059259 23 (34)
Zoro** 29 0,21 0,00 0,14 062 003 0.57143 24 (45)
Ciboney“* 15 0,07 0,00 0,60 0,33 0,00 0.56190 25 (36)
Cauca “°* 60 0,19 0,08 0,63 0,08 0,02 0.56045 26 (3)
Paez1°°* 31 0,58 0,06 0,36 0,00 0,00 0.55054 27 (27)
Guane-Butar® 33 0,12 0,64 0,00 0,24 0,00 0.53788 28 (27,30)
Muisca ©°-*"" 13 0,69 0,23 0,08 0,00 0,00 0.50000 29 PS
Boruca® 14 0,21 0,72 0,00 0,07 0.00 0.47253 30 (34)
Huetar® 27 0,70 0,04 0,00 0,26 0,00 0.45299 31 (46)
Ngobe®* 46 0,67 033 0,00 0,00 0,00 0.44928 32 (35)
Guambiano®® 80 0,06 0,07 0,74 0,13 0,00 0.43639 33 (3,27,41)
Arsario ©°- 28 0,71 0,00 0,29 0,00 0,00 0.42328 34 (38)
Kuna “°- 63 0,71 0,29 0,00 0,00 0,00 0.41475 35 (47)
Tainos™* 199 0,00 000 0,79 021 000 0.35088 36 (36)
Kogui ©°* 21 0,81 0,00 0,19 0,00 0,00 0.32381 37 (32,38)
Xavante®* 24 017 0,83 0,00 0,00 0,00 0.28986 38 (45)
Arhuaco “°* 21 0,90 0,05 0,05 0,00 0,00 0.18571 39 (41)
ljka <°- 31 0,90 0,04 0,06 0,00 0,00 0.18495 40 (38)
Chimila ©°- 56 0,90 0,02 0,02 0,04 0,02 0.17441 41 (27,41)
Cuadro 3. Distribucion de frecuencias de los haplogrupos de ADN

mitocondrial

poblacional
¥ Ubicacién geografica: (COL) Colombia, (COL-ANT) Colombia- Antiguas, (CA) Centro América,

(SA) Sur América).

PS: Presente estudio.

en América ordenadas de mayor a menor diversidad
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FIGURA 2. Dendrograma UPGMA basado en las frecuencias de haplogrupo
de las diferentes poblaciones amerindias de Centro, Suramérica y Colombia.
Los nombres claves de las abreviaciones estan indicados en paréntesis: Chib
(Chibcha), Cub (Cubeo), Pae2 (Paez2), Map (Mapuche), Des (Desano), Cur
(Curripaco), Way (Wayuu), Gua (Guane), Wau (Waunana), Ing (Ingano), Yun
(Yungay), Tul (Tule-Cuna), Tuc (Tucano),Emb (Embera), Ant (Antioquia), May
(Maya), Emb (Embera), Tat (Tatuyo), Zen (Zenu), Agro (Agroalfarero), Pui
(Puinave), Que (Quecua), Yan (Yanomami), Zor (Zoro), Cib (Ciboney), Cau
(Cauca), Pae1 (Paez 1), GuB (Guane-Butar), Muis (Muisca), Bor (Boruca), Hue
(Huetar), Ng6 (Ngoébe), Gua (Guambiano), Ars (Arsario), Kun (Kuna), Tai (Tainos),
Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh (Arhuaco), ljk (ljka), Chi (Chimila).
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FIGURA 3. Dendrograma UPGMA basado en las frecuencias de haplogrupo
de las diferentes poblaciones amerindias de Colombia. Los nombres claves de
las abreviaciones estan indicados en paréntesis: Chib (Chibcha), Cub (Cubeo),
Pae2 (Paez2), Des (Desano), Cur (Curripaco), Way (Wayuu), Gua (Guane), Wau
(Waunana), Ing (Ingano), Yun (Yungay), Tul (Tule-Cuna), Tuc (Tucano), Emb
(Embera), Ant (Antioquia), Tat (Tatuyo), Zen (Zenu), Agro (Agroalfarero), Pui
(Puinave), Cau (Cauca), Pae1 (Paez 1), GuB (Guane-Butar), Muis (Muisca), Gua
(Guambiano), Ars (Arsario), Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh (Arhuaco), ljk (ljka),
Chi (Chimila).
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Figura 4. Analisis de componentes principales PCA basado en datos de Fsr
de poblaciones de Colombia, Centro y Sur América para haplogrupos de
ADNmt. Los nombres claves de las abreviaciones estan indicados en paréntesis:
Chib (Chibcha), Cub (Cubeo), Pae2 (Paez2), Map (Mapuche), Des (Desano), Cur
(Curripaco), Way (Wayuu), Gua (Guane), Wau (Waunana), Ing (Ingano), Yun
(Yungay), Tul (Tule-Cuna), Tuc (Tucano),Emb (Embera), Ant (Antioquia), May
(Maya), Emb (Embera), Tat (Tatuyo), Zen (Zenu), Agro (Agroalfarero), Pui
(Puinave), Que (Quecua), Yan (Yanomami), Zor (Zoro), Cib (Ciboney), Cau
(Cauca), Pae1 (Paez 1), GuB (Guane-Butar), Muis (Muisca), Bor (Boruca), Hue
(Huetar), Ng6 (Ngoébe), Gua (Guambiano), Ars (Arsario), Kun (Kuna), Tai (Tainos),
Kog (Kogui), Xav (Xavante), Arh (Arhuaco), ljk (ljka), Chi (Chimila).

Marcadores autosémicos y amelogenina

Para las 13 muestras de huesos analizadas, se realizé la tipificacion de los
marcadores autosomicos con el kit comercial multiplex
AmpFiSTR® SEfiler™ (Applied-Biosystems®). Se pudo obtener perfil completo de
dos muestras y 7 perfiles parciales; en las 6 restantes no se obtuvo amplificacion
debido al estado de degradacion del ADN, lo cual es caracteristico de las
muestras antiguas (Cuadro 4). El analisis estadistico para establecer relacion de

parentesco entre los individuos analizados revel6 que no estan estrechamente

63



emparentados. En efecto, al hacer la comparacién entre las muestras, no se
observaron perfiles genéticos relacionados, es decir con algun grado de
parentesco, ya que se observaban exclusiones en algunos sistemas y al realizar
los analisis de likelihood ratio (LR) asumiendo las hipétesis de la probabilidad de
filiacion padre-hijo, madre hijo y hermanos no se obtuvieron datos significativos.

La determinacién del sexo con el marcador de la amelogenina fue utilizada para
comparar la evidencia genética molecular con los datos arqueoldgicos segun sus
caracteristicas morfolégicas (Cuadro 5). Los datos genéticos y antropolégicos
fueron concordantes, excepto en la muestra SM 68, que habia sido identificada
antropolégicamente como “adulto femenino”, aunque fue tipificada genéticamente

en el presente trabajo como perteneciente al género masculino, es decir XY

(Cuadro 5).

Individuo SM27 SM31 SM39 SM43 SM44 SM47 SM68 SM104 SM109
D3S1358 16/18 14/15 15/18 15/16 16 16 15 15 15/16
VWA 14/16 16/17 -2 -2 16/19 15 16 -2 16
D16S539 10/12 12 -2 5 11/12 -2 -2 -2 11/12
D2S1338 17 22/23 -2 -2 22 -2 -2 -2 18
Amelogenina X X X X X X XY XY XY
D8S1179 14 12/13 13 -2 11/14 13 13/14 12/13 13
SE33 19/28.2 19/29.2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 14/17
D19S433 13/15  13.2/14 -2 -2 13/15 14/14.2 13.2/14  14/15 13/15
THO1 7/9 7 -2 -2 6/7 7/9 7 -2 6/7
FGA 22/27 19/25 -2 -2 24/26 -2 -2 -2 23/24
D21S11 31/31.2 30.2/32.2 -2 -2 28/33.2 30 30 -2 28/32.2
D18S51 -2 13/14 -2 -2 -2 -2 -2 -2 14/16

Cuadro 4. Resultados y perfiles de amplificacion STRs autosémicos
empleando el kit AmpFiSTR® SEfiler™

?Indica la ausencia de resultado.
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Individuo Edad Antropolégica Sexo molecular Sexo Antropoloégico

SM27 Adulto (40-50 anos) Femenino Femenino
SM30 Adulto (40-50 anos) Femenino Femenino
SM31 Adulto (40-50 anos) Femenino Femenino
SM39 Adulto (30-40 anos) Femenino Femenino
SM43 Desconocido Femenino Femenino
SM44 Adulto (40-50 anos) Femenino Femenino
SM47 Adulto (40-50 anos) Femenino Femenino
SM68 Adulto (50-60 anos) Masculino Femenino

Cuadro 5. Comparacion de los resultados del sexo molecular con respecto al

sexo antropolégico.

Cromosoma-Y

En las 4 muestras que por amelogenina fueron asignadas al sexo masculino, se
procedié a realizar amplificacion de marcadores del cromosoma-Y, obteniendo
amplificaron solo en 2 muestras, con perfiles parciales. Al realizar las
comparaciones entre los perfiles se observaron seis no concordancias. En
consecuencia, se trata de individuos no relacionados directamente en sus linajes

paternos (Cuadro 6).

Individuo SM68 SM109

DYS456 14 16
DYS3891 13 14
DYS390 24 24
DYS389ll -2 -2
DYS458 15 16

DYS19 -2 -2
DYS385 -2 -2
DYS393 15 13
DYS391 10 6
DYS439 -2 -2
DYS635 22 22
DYS392 -2 -2
GATA H4 11 12
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DYS437 14 14

DYS438 -2 -2

DYS448 -2 19
Cuadro 6. Resultados y perfiles de amplificacion STRs Cromosoma-Y
empleando el kit AmpFISTR® Yfiler®

?Indica la ausencia de resultado.

DISCUSION

ADN Mitocondrial

Este estudio esta enfocado en los analisis genéticos del ADNmt de restos dseos
antiguos provenientes de los Andes orientales colombianos, especificamente en el
departamento de Boyaca, municipio de Sogamoso, donde se encuentra uno de los
grandes cementerios muiscas en alrededores del Templo del Sol, considerado
hasta la fecha como su principal centro religioso. Segun dos dataciones obtenidas
por radiocarbono, la ocupacidn de este territorio se habria iniciado durante el
periodo Herrera o Formativo. Desafortunadamente, no existe una informacién mas
detallada de las excavaciones de la década de 1940 que permita diferenciar las
ocupaciones de los periodos Formativo y Muisca (17,51, 52).

Los resultados de este estudio representan informacion adicional de los
haplogrupos de ADNmt de estos individuos precolombinos que complementan
estudios previos (19-22,40). El haplogrupo A presenta mayores frecuencias, entre
el 40-90%, en Norte y Centroamérica; asi mismo, en Colombia se observa un
gradiente en las frecuencias de este haplogrupo en el cual se observan altas
frecuencias en poblaciones del Norte como en la Sierra Nevada de Santa Marta

(70-90%), y en sur del pais se presentan bajas frecuencias (7-10%). De las 13
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muestras analizadas y clasificadas en el periodo Muisca, encontramos una alta
frecuencia del haplogrupo A (69%), seguida por el haplogrupo B (23%), con una
baja frecuencia del haplogrupo C (8%) y ausencia del haplogrupo D. El patrén de
distribucion de frecuencias de la poblacion precolombina Muisca de Sogamoso es
muy similar al patron encontrado en otros estudios en comunidades precolombinas
pertenecientes al periodo Muisca, donde se reporta una alta frecuencia de
haplogrupo A, seguido de B y baja frecuencia de C y D (54%, 25%, 17% y 4%,
respectivamente). Otra poblacion contemporanea similar es la Tule-Cuna del
occidente del pais, con ausencia del haplogrupo D (Cuadro 3).

Por otro lado, otros investigadores han sugerido que las poblaciones de lengua
Chibcha presentan altas frecuencias de haplogrupo A, lo cual puede ser resultado
de un flujo génico reciente; de acuerdo con varios trabajos preliminares, la presencia
de los haplogrupos B y C podria representar una oleada migratoria anterior
(21,40,53).

En estudios previos se ha observado que en poblaciones contemporaneas
colombianas muestran alta frecuencia de los haplogrupos A y C con baja
frecuencias del haplogrupo D, sobre todo en poblaciones del norte de Colombia
(27,38,41,42).

Cuando realizamos los analisis de componentes principales a partir de datos de Fsr,
observamos que en un mismo conjunto aparecen agrupadas las poblaciones
Arhuaco, Agroalfarero, Antioquia (Embera); estas comunidades pertenecen al grupo
linguistico Chibcha, apoyando hipotesis sobre del posible origen ancestral comun de
la poblacién Muisca, ya que se considera que esta comunidad prehispanica también

habria pertenecido a este grupo linguistico (17). Esta coincidencia es interesante por
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cuanto también se ha reportado en otros estudios en comunidades contemporaneas
de la familia linguistica Chibcha (38,41). Por otro lado, la poblacién denominada
Agroalfarero corresponde a un grupo de muestras precolombinas provenientes de
diferentes zonas de los Andes Orientales colombianos y que fueron clasificadas en
el ultimo periodo precolombino correspondiente a los siglos IX-XVI d. C., y se
caracterizaron por cacicazgos y una cultura agricola (17). Las similitudes
encontradas son en todo caso importantes, ya que se observa un patréon similar entre
individuos pertenecientes al mismo periodo demostrando que el haplogrupo A es el
mas frecuente seguido por el haplogrupo B en las poblaciones precolombinas.

En los dendrogramas correspondientes se pudo poner en evidencia que el patron de
distribucion de haplogrupos también presenta similitud con poblaciones de
Centroamérica (Ngdbe y Kuna), corroborando el posible tronco comun ancestral de
las comunidades contemporaneas centroamericanas y las comunidades
precolombinas de Colombia, tal y como ha sido observado en otros estudios de
poblaciones indigenas de Panama (53) y la costa Norte de Colombia (46). Estos
datos concordarian con los datos arqueoldgicos con base en los cuales se han
planteado las sucesivas rutas del poblamiento colombiano:

1. Los primeros pobladores, que consistian en bandas trashumantes de
cazadores recolectores, habrian atravesado el istmo de Panama por la
serrania del Darién a finales del Pleistoceno cuando no existia el bosque
tropical, sino llanuras.

2. Desde alli se habrian desplazado al interior del pais por el Occidente (costa
Pacifica, cordilleras Occidental, Central y valle del rio Cauca), centro (valle

del rio Magdalena, cordillera Oriental) y Oriente (Llanos Orientales).
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3. Laregion central de los Andes Orientales pudo haber sido ocupada por dos
rutas: a- por el Norte (valle de los rios Magdalena-Sogamoso y Opodn),
extendiéndose por los Santanderes y Boyaca, y b- por el valle del rio
Bogota, al sur, dispersandose por la region del altiplano Cundiboyacense

(54).

Marcadores autosémicos, amelogenina y cromosoma-Y

Nuestro  objetivo inicial al emplear el kit comercial multiplex
AmpFiSTR® SEfiler™ (Applied-Biosystems), era principalmente amplificar la
amelogenina para determinar el sexo de los individuos. Al obtener los resultados
de las muestras logramos perfiles completos y perfiles parciales para los otros
marcadores autosémicos. Adicionalmente, al realizar analisis de parentesco entre
las muestras obtenidas calculando el LR, y no se obtuvo ninguna relacion familiar.
Lo mismo ocurrié cuando analizamos los marcadores del cromosoma-Y, donde se
obtuvieron dos perfiles parciales sin ninguna relacion entre ellos. Estos hallazgos
son importantes a nivel arqueoldgico, ya que estas metodologias pueden ser
usadas y mejoradas como son los métodos de extraccion y emplear estuches
comerciales para marcadores autosomicos con fragmentos mas cortos de
amplificacion con el fin de lograr perfiles completos en estas muestras antiguas y
de esta manera se podrian dilucidar relaciones familiares, complementando las
hipétesis arqueoldgicas basadas en contextos funerarios con posibles hipotesis de
parentesco, tal y como ha ocurrido en otros estudios previos (55-57).

Con respecto a la amelogenina, los datos antropoldgicos y moleculares fueron

consistentes con una sola excepcion. El individuo SM68 fue clasificado
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antropolégicamente como femenino, pero mostr6 amplificacion para el
cromosoma-Y, lo cual permite reclasificarlo como del género masculino. Asi, estos
resultados permiten contrastar y corregir la asignacion del sexo basada
exclusivamente en datos antropoldgicos. Al comparar los datos moleculares y
antropologicos se han observado ya inconsistencias en otros estudios con
poblaciones antiguas (55, 58).

Nuestros datos resaltan la importancia de la contribucién del ADN antiguo en los
estudios arqueologicos, mostrando una primera aproximacién de la distribucion de
los haplogrupos mitocondriales encontrados en la poblacién muisca del Templo
del Sol. De acuerdo a estos resultados, encontramos que posiblemente estos
pobladores precolombinos de los Andes Orientales provenian de Centroamérica
después de atravesar el Istmo de Panama y se establecen en el altiplano
Cundiboyacense, compartiendo ancestros comunes con las poblaciones
pertenecientes a la familia linguistica Chibcha.

Los resultados también indican la utilidad de la determinacién del sexo molecular
para aquellos casos donde las evidencias antropoldgicas no sean posibles, como
es el caso de restos 6seos infantiles. Adicionalmente, los perfiles de marcadores
autosomicos pueden dar luz a las hipotesis de los arquedlogos, principalmente, en
el caso de hipdtesis de parentesco.

Por ultimo, estas hipdtesis deben ser confirmadas por medio de marcadores
moleculares que abarquen regiones mas informativas en el ADNmt y se puedan
establecer los subhaplogrupos de esta poblacion. Adicionalmente, es necesario

ampliar el tamafo de la muestra e incorporar otros marcadores nucleares.
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Con esta nueva informacion se podran corroborar las hipétesis formuladas en el
presente articulo y profundizar acerca de las rutas migratorias y las relaciones

entre los grupos precolombinos que habitaron esta region.
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ANALISIS DE SECUENCIAS DEL ASA MITOCONDRIAL (REGION
D-LOOP ADNmt) EXTRAIDA DE RESTOS OSEOS ANTIGUOS
PROVENIENTES DE LOS ALREDEDORES DEL TEMPLO DEL SOL
(SOGAMOSO, BOYACA))

1* 2 2 2 2 2
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Forensic Science Program, The Pennsylvania State University, PA, USA

RESUMEN

Los analisis de ADN antiguo humano han permitido la exploracion de la historia
poblacional de comunidades precolombinas a través del tiempo y probar las
hipétesis directamente acerca de la evolucion cultural y demografica. Restos
0seos antiguos asociados al templo del Sol en el municipio de Sogamoso-Boyaca
se han clasificado en los tres periodos culturales precolombinos: Preceramico
(hasta el Il milenio a. C), Formativo (I milenio a. C. a siglo IX-d. C), y Muisca (siglos
X-XVI d. C). Nosotros analizamos las secuencias de la region D-Loop del ADN
mitocondrial de 32 individuos, y se clasificaron en los haplogrupos mitocondriales
amerindios (A, B, C, y D). Se compararon con otras poblaciones actuales y
antiguas de América. Los subhaplogrupos presentes en el periodo muisca fueron:
A2ac, A2ad, A2y, B2d, C1b, y D4h3a; en el periodo Formativo A2ac y B2d;

preceramico C1b y C1b8. Segun los resultados obtenidos y al comprarlo con otras
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poblaciones sugerimos un nuevo sublinaje A2 denominado posiblemente como
A2ad3. Adicionalmente, encontramos el subhaplogrupo A2y el cual ha sido
reportado en una poblacién aislada amazénica (Waorani), mostrando una posible
ruta entre Norte-Sur, que conecté los Andes Colombianos y las poblaciones
amazonicas antes de la conquista. A su vez, se observa una alta frecuencia del
subhaplogrupo A2ac concentrado en diferentes comunidades contemporaneas
colombianas, sugiriendo un posible origen precolombino para las poblaciones de

los Andes orientales y su dispersion al subcontinente americano.

PALABRAS CLAVE: ADN antiguo (ADNa), Colombia, Andes, ADN mitocondrial

(ADNmt), amerindios, HVRI, haplogrupo.
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INTRODUCCION

Los muiscas fueron una de las comunidades precolombinas mas importantes del
Nororiente de los Andes colombianos. Estaban ubicados en el altiplano
Cundiboyacense del centro del pais, y tenian una organizacion social y religiosa
bien establecida en tiempos de la conquista (Rodriguez, 2001b, 2011) . Uno de
sus centros religiosos mas importantes era el Templo del Sol, el cual se encuentra
ubicado hoy en dia en la ciudad de Sogamoso, departamento de Boyaca. Este
templo era un centro ritual de varias comunidades en torno al Sol, que era
considerado deidad muisca. En este mismo lugar se ha encontrado uno de los
cementerios muiscas mas importantes (Silva C, 2005) .

Segun los datos arqueoldgicos, una de las zonas que han permitido evidenciar los
primeros asentamientos humanos en Colombia son los Andes Orientales,
especificamente en esta region boyacense, permitiendo asi plantear varias
hipétesis de poblamiento. Los investigadores concuerdan en los diferentes
periodos en que las poblaciones humanas ocuparon esta cordillera,
denominandoles asi: Preceramico (X - Il milenio a. C); Formativo o Herrera (I
milenio a. C. a siglo IX d. C); Muisca! (siglos X-XVI d. C) (Rodriguez, 2011, 2015).
Estas poblaciones, sucesivas en el tiempo, tuvieron diferentes origenes y fueron
producto de varias oleadas migratorias, desplazando o asimilando a los grupos
antecesores (Langebaek, 1987; LLeras, 1995). Estudios bioantropolégicos han
sugerido que este espacio se remonta, en efecto, al periodo Formativo y que
posiblemente tuvo continuidad durante el periodo Agroalfarero o Muisca,
mostrando que no sufri6 procesos migratorios masivos tardios de pueblos
foraneos, sino procesos de tipo microevolutivo (Rodriguez, 2011). En la coleccion
del Museo Arqueoldgico de Sogamoso se han encontrado individuos provenientes
del municipio de Floresta a 12 km de distancia del templo del sol (Figura 1) que

poseen caracteristicas morfolégicas paleo-americanas (p. e€j. Craneos

1 Se utiliza el término “muisca”, en minudsculas, para referirse a la comunidad, y
“Muisca”, con letra inicial mayuscula, para referirse al periodo.
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dolicocéfalos) (Figura 2), evidenciando una gran antigliedad y datados en 7950+40
a. P., fecha calibrada de 7040 a 6680 a. C. (Beta-299693) (Rodriguez, 2011).
Adicionalmente, en los restos provenientes de los alrededores del Templo del Sol
de Sogamoso se han obtenido dos dataciones: la primera de 310 anos d. C. (1707
a. P.), proveniente de maiz carbonizado asociado a los enterramientos, y la
segunda de hueso humano datado en 190140 (calibrada 155 a 390) anos d. C.
(Beta-129230), es decir 1826 + 40 a. P., lo cual sugiere que el poblamiento de la
zona en la que se hallé esta estructura ritual presenta actividad humana por lo
menos desde el periodo Formativo (Buitrago and Rodriguez, 1999). Cerca de
Sogamoso se encuentra la ciudad de Duitama en donde se han encontrado otros
restos cuya datacion fue de 1950 + 30 a. P. (calibrada 1970 a 1960 a. P (Beta-
424514), el hallazgo se encuentra a 16 km de distancia del Templo del Sol (Figura
1).

Los estudios en ADN antiguo en diferentes poblaciones de Suramérica han
demostrado procesos microevolutivos involucrados en la composicion genética de
las poblaciones y su interaccién con los ambientes particulares (Fehren-Schmitz et
al., 2015; Mendisco et al., 2014; Moraga et al, 2005; Valverde et al., 2016). En
Colombia se han realizado varias investigaciones en ADN antiguo con el fin de
conocer el componente genético de las poblaciones prehispanicas. Sin embargo,
la comunidad muisca ha sido registrada en otras zonas del altiplano, pero no se
habia realizado un estudio que incluyera individuos de la misma region en
periodos culturales sucesivos con el fin de observar sus dinamicas genéticas a
través del tiempo y espacio.

El propédsito del presente estudio fue analizar restos 6seos antiguos de tres
periodos culturales sucesivos en el entorno del Templo del Sol por medio de la
region control del ADNmt y establecer sus posibles dinamicas y origenes

poblacionales.
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[ ]
Templo del Sol

Preceramico-Floresta

e .
Bogota 12Km

Formativo-Duitam:

Templo del Sol- Sogamoso,

Figura 1. Mapa de Colombia mostrando la localizacién del territorio ocupado
por la comunidad muisca en el tiempo de la conquista espanola. Localizacion
de las muestras usadas en este estudio pertenecientes a los tres periodos
culturales sucesivos y su distancia geografica entre ellas. Basado en Langebaek,

1987 .
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Figura 2. Craneos dolicocéfalos provenientes de Floresta, Boyaca. Datados
en 7950140 a. P, periodo preceramico (Museo Arqueoldgico de Sogamoso MAS).
Tomado de Rodriguez, 2011 .

METODOS

Descripcion de las muestras y contexto arqueologico.

La colecciéon del Museo Arqueoldgico de Sogamoso posee una de las colecciones
de restos 6seos mas grandes proveniente de varias regiones del departamento de
Boyaca al Noreste de Colombia. Uno de los hallazgos mas importantes en esta
region fue el cementerio precolombino en los alrededores del Templo del Sol en
Sogamoso, Boyaca, con un area aproximada de 32.000 m? (Figura 3). Este sitio
fue excavado entre 1950 y 1990 por el antropdlogo Eliecer Silva Celis (1914-
2007). En estudios paleopatoléogicos y paleodemograficos previos se
seleccionaron 126 individuos que tenian datos confiables de contexto (Buitrago
and Rodriguez, 1999); en el cual se obtuvieron dos fechas de radiocarbono, la
primera de 310 anos d. C., proveniente de maiz carbonizado asociado a una de
las tumbas (Silva C, 1968, 1981) y la segunda proveniente de hueso humano
arrojando una fecha de 190+-40 (cal 155-390) anos d. C. (Beta-129230). Otro
hallazgo arqueoldgico importante fue el encontrado en municipio de Floresta,
Boyaca en los afios 1940 cuya fecha de radiocarbono fue de 7950 + 40 a. P.
(calibrada de 7040 a 6680 a. P. (Beta-299693). En Duitama, Boyaca, se
encontraron restos 0seos adicionales en el afno 1999 (Rodriguez, 1999) cuya
datacion fue de 1950 + 30 a. P. (calibrada 1970 a 1960 a. P (Beta-424514) (Figura
4). Se observaron, tumbas de pozo oval con cuerpos en posicion sedente, con una
laja elaborada de armagasa de ceniza como tapa, y cuencos decorados con
incisiones en calidad de ajuar. Todos los craneos presentaban deformacion fronto-

occipital (Rodriguez, 1999)
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Figura 3. Area aproximada del cementerio muisca en los alrededores del
Templo del Sol. Google. (s.f.). [Mapa Templo del sol, Sogamoso Colombia en
Google maps]. Recuperado el 11 de Abril de Octubre, 2015, de:
https://www.google.com/maps/place/Templo+del+Sol/@5.7083105,-

72.9207121,18.58z/data=14m5!3m4!1s0x0:0x8ace01afcf1140f4!18m2!3d5.7088478!4d-
72.9199146.
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Figura 4. Craneo deformado braquicéfalo de Duitama. Datado 1950 + 30 a. P.,
periodo formativo (Laboratorio de Antropologia Fisica UNAL). Tomado de
Rodriguez, 2011 .

Con el fin de dar un mejor contexto cronoldgico y cultural, se realizé una
excavacion en el ano 2015 de un entierro colectivo del bohio No. 7 cercano a la

estructura ritual del Templo del Sol en Sogamoso.

La tumba es de pozo, de forma oval, con las paredes reforzadas mediante
recubrimiento de arcilla, con recubrimiento de laja de arenisca. La laja tiene un
diametro de 75 cm, un grosor de 17 cm, y cubre completamente la tumba que
tiene una profundidad de 65 cm (Figura 5). El entierro es multiple, con cinco
cuerpos dispersos en su interior, cuatro de ellos desarticulados. Se trata de cuatro
individuos femeninos y uno masculino, cuatro de ellos adultos medios, uno joven.
Los huesos fueron dispuestos cuando se encontraban secos, sin partes blandas,
por lo que se puede inferir que se trata de un entierro secundario. Los craneos se
localizaban juntos, alineados, mientras que los huesos largos se encontraban

dispersos por toda la tumba (Figura 6).
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Figura 5. Tumba de pozo oval, con tapa de laja en arenisca.

Figura 6. Conjunto de cinco craneos dispuestos de forma secundaria.

Como ajuar se registraron dos tumas perforadas (cuentas de collar tubulares) de
coralina, de color naranja, posiblemente procedentes de la Sierra Nevada de
Santa Marta; un dije de roca metamorfica, posiblemente cataclasita de Suataga;
un volante de huso de lutita (Figura 7). La laja es de arenisca aplanada por fricciéon
y golpeada con hachas de piedra, de contenido siliceo con éxidos de hierro.
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Figura 7. Objetos del ajuar funerario (tumas, dije y volante de huso).

La ceramica es del tipo “Guatavita Desgrasante Tiestos” (GDT), tipica del periodo
Muisca Tardio (Figura 8). Se logro recuperar una muestra de carbon del contenido
de la tumba que fue remitida para datacion radiocarbdnica, obteniendo una fecha
calibrada de 890 d. C. (es decir, 1127 a. P.), con un intervalo entre 775-975 d. C.
para un 95% de margen de confianza (Beta No. 425959). Esto implica que la
tumba fue excavada a inicios del periodo Muisca Temprano. De los cinco craneos

se tomaron muestras de dientes M3 para analisis genético (Figura 9).
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Figura 9. Craneo Braquicéfalo de individuo E-02.

Adicionalmente, de la colecciéon del museo se colectaron muestras que habian
sido recolectadas en los alrededores del Templo del Sol (n= 29), Duitama (n= 6),
Floresta (n=5). Se obtuvieron muestras de diente, hueso largo y fragmentos de
craneo (Tabla1) (Figura 10). Los individuos fueron clasificados segun el periodo
arqueoldgico al que pertenecian (Tabla 1); 33 individuos corresponden al periodo
arqueoldgico Muisca, con base en el material ceramico asociado caracteristico de

este periodo. Un individuo seleccionado, también excavado en esa zona, fue
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previamente datado por "C dando fecha de 1826 + 40 a. P. (calibrada 155 a 390
anos d. C.) (Beta-129230) (Buitrago and Rodriguez, 1999) y, en consecuencia,
perteneciente al periodo Formativo; de 6 individuos provenientes de Duitama se
obtuvo un fecha de 1950 + 30 a. P. (calibrada 1970 a 1960 a. P. (Beta-424514),
perteneciente a este mismo periodo; 5 individuos provenientes del municipio de
Floresta (Boyaca) recuperados en 1945 por el profesor Eliécer Silva fueron
recientemente datados con base en uno de ellos, obteniendo una fecha de 7950 +
40 a. P. (calibrada de 7040 a 6680 a. C.) (Beta-299693). Este ultimo individuo, en
razén a su morfologia craneal dolicocéfala caracteristica de los paleoamericanos,
y por la datacién fue clasificado en el periodo Preceramico temprano (Rodriguez,
2011).

Figura 10. Algunas muestras analizadas de diferentes periodos. a. SM44
Molar (Periodo Muisca) b. SM47 Fémur (Periodo Muisca). ¢. DT-05 Molar (Periodo
Formativo). d. FO8F Molar (Periodo Preceramico). e. FO98A Fragmento de Craneo

(Periodo Preceramico).
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Género

No de Inventario Muestra ID Material biolégico Excavacmr) (localidad, Tun_1bal Periodo estimado morfol
ano) Entierro bgico
SOG.MON-690025 SOG-MONO025 SM25 Molar Sogamoso-Monquira, 1969  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-860027 SOG-MONO027 SM27 Molar Sogamoso-Monquira, 1986  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-760028 SOG-MONO028 SM28 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1976  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-750030 SOG-MON030 SM30 Molar Sogamoso-Monquira, 1975  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-750031 SOG-MONO031 SM31 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1975  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-810032 SOG-MON032 SM32 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1981  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-540037 SOG-MONO037 SM37 Molar Sogamoso-Monquira, 1954  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-540038 SOG-MONO038 SM38 Molar Sogamoso-Monquira, 1954  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-560039 SOG-MONO039 SM39 Femur Sogamoso-Monquira, 1956  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-560040 SOG-MON040 SM40 Femur Sogamoso-Monquira, 1956  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720043 SOG-MON043 SM43 Femur Sogamoso-Monquira, 1973  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720044 SOG-MON044 SM44 Molar Sogamoso-Monquira, 1972  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720045 SOG-MONO045 SM45 Molar Sogamoso-Monquira, 1972  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720046 SOG-MONO046 SM46 Femur Sogamoso-Monquira, 1972  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720047 SOG-MONO047 SM47 Femur Sogamoso-Monquira, 1972  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720048 SOG-MONO048 SM48 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1972  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690056 SOG-MONO056 SM56 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1969  Individual Muisca (siglos X-XVI) IND
SOG.MON-670061 SOG-MONO061  SM61 Molar Sogamoso-Monquira, 1967  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-680064 SOG-MON064 SM64 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1968  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690067 SOG-MONO067 SM67 Femur Sogamoso-Monquira, 1969 ND Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-580068 SOG-MONO068 SM68 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1958  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690069 SOG-MONO069 SM69 Molar Sogamoso-Monquira, 1969  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-700070 SOG-MONO070 SM70 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 1970  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-820072 SOG-MON072 SM72 Femur Sogamoso-Monquira, 1982  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-600073 SOG-MONO073 SM73 Molar Sogamoso-Monquira, 1960  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-560079 SOG-MONO079 SM79 Molar Sogamoso-Monquira, 1956  Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-6000104 SOG-MON104 SM104 Femur Sogamoso-Monquira, 1986  Colectivo Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-8400109 SOG-MON109 SM109 Molar Sogamoso-Monquira, 1984  Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG-MON E-01 SOG-MONE-01 SMO01 Molar Sogamoso-Monquira, 2015  Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * M
SOG-MON E-02 SOG-MONE-02 SMO02 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 2015  Colectivo Muisca 1127 £30a. P * F
SOG-MON E-03 SOG-MONE-03 SMO03 Diente Anterior Sogamoso-Monquira, 2015  Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * F
SOG-MON E-04 SOG-MONE-04 SMO04 Molar Sogamoso-Monquira, 2015  Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * F
SOG-MON E-05 SOG-MONE-05 SMO05 Molar Sogamoso-Monquira, 2015  Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * F
SOG.MON-560080 SOG-MON080 SM80 Diente Anterior Soaamoso-Monauira. 1956  Individual Formativo 1826+40 a. P. ** M




B-DT-D-08
SIN NOMBRE
B-DT-D-07-D10

BDT-D-10
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FLORESTA 430098-F

B-DT-D-08
SIN NOMBRE
B-DT-D-07-D10

BDT-D-10

B-DT-D-11

430098A

430098B

430098C

430098E
430098F

DTO08
DTO1
DTO7
DT10
DT11

FO8A

Fo8B

Fo8C

FO8E
FO8F

Diente Anterior
Femur
Femur
Femur
Femur

Fragmento De
Craneo

Fragmento De
Craneo

Fragmento De
Craneo

Fragmento Diente

Diente Anterior

Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999

Floresta-La Puerta, 1943
Floresta-La Puerta, 1943

Floresta-La Puerta, 1943

Floresta-La Puerta, 1943
Floresta-La Puerta, 1943

Individual
Individual
Individual
Individual
Individual

Individual

Individual

Individual

Individual
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Formativo 1950+30 a.
Formativo 1950+30 a.
Formativo 1950+30 a.
Formativo 1950+30 a.
Formativo 1950+30 a.

Preceramico 7950440 a.

Preceramico 7950440 a.

Preceramico 7950440 a.

Preceramico 7950440 a.
Preceramico 7950440 a.
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*kkk
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Tabla 1. Descripcion de las muestras analizadas. *(calibrada 775-975 d. C. - Beta No. 425959), **(calibrada 155 a 390 afios
d. C. / 182640 a. P. - Beta-129230), ***(calibrada 1970 a 1960 a. P. - Beta-424514), ****(calibrada de 7040 a 6680 a. C. - Beta-

299693)
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Aspectos éticos

Para realizar la excavacion y los analisis de radiocarbono y genéticos se solicitd
autorizacion formal al Instituto Colombiano de Antropologia e Historia (ICANH),
quien es el encargado de dar los permisos para intervenir material arqueoldgico. El
coédigo de autorizacion para la intervencién y movilizacion de las muestras para

analisis genético y datacion es el No. 4795 del afio 2015 (ver anexo 1).

Extraccion de ADN y analisis de la region hipervariable mitocondrial (HVRI)

por secuenciamiento de Sanger.

La capa externa del hueso se limpié sumergiéndola en hipoclorito al 5% por 10
minutos, seguido de etanol al 70% por 5 minutos, y por exposicién final a luz
ultravioleta por cada uno de los lados durante 15 minutos. Posteriormente se
pulverizaron las muestras empleando el molino MM400 de Restsh®.
Aproximadamente 1 gramo de pulverizado fue incubado a 56 °C durante 18 horas
en una solucion de 15 mL que contenia EDTA 0.5 M, N-Lauryl-Sarcosyl al 1%, y
proteinasa-K (20 mg/mL). Posteriormente se realizé la extraccion del ADN
empleando el kit Qiaquick PCR Purification® (Qiagen®) siguiendo las
recomendaciones del fabricante y las modificaciones realizadas por la Comisién
Internacional de Personas Desaparecidas (International Commission on Missing
Persons [ICMP]) (Huffine et al., 2001; Parsons et al., 2007; Huel et al., 2012).
Brevemente, el lisado obtenido se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min, el
sobrenadante se transfirié a filtros Amicon® y se centrifugd a 4000 rpm para
concentrar la muestra hasta que quede un volumen final de 250 pL. El volumen
recuperado se transfirié a tubos de 1,5 mL que contienen 1.250 uL de buffer PB y
alicuotas de 720 pL se centrifugaron en filtros QIAquick® a 14.000 rpm por 1 min.
A continuacion, se anadieron 720uLde buffer PE al filtro y se centrifugaron a
14.000 rpm por 1 min. EI ADN se eluyé mediante la adicion de buffer EB, se

incubo durante 2 min, y se centrifugd a 14.000 rpm durante 1 minuto. Los aislados
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de ADN obtenidos fueron cuantificados empleando el equipo Qubit® 2.0

Fluorometer de Invitrogen®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los aislados de ADN antiguo (aADN) fueron amplificados para cuatro fragmentos
de PCR de tamafos entre los 160 y 180 pb que amplifican para la region
hipervariable | del ADN mitrocondrial (Tabla 2). EI ADN fue amplificado mediante
PCR utilizando master mix GoTaq Hot Start® ADN polimerasa (Qiagen®) 2X, 1X de
enhancer (Epicentre®) y 100 pg de BSA (Roche®), 0,8 uM de cada cebador o
primer. El programa de PCR utilizado fue el siguiente: denaturacion inicial, 95°C
por 15 min, 50 ciclos de denaturacion, 95°C por 30 seg; anillamiento, 30 seg a una
temperatura de 57- 58°C dependiendo de los primers empleados; elongacion, 72°
por 30 seq.; y elongacion final a 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron

enviados para la secuenciacion de ADN a Magrogen®.

Para la asignacion de los haplotipos, las secuencias fueron comparadas con la
secuencias de referencias de Cambridge (CRS) (Andrews et al.,, 1999), en el
software Sequencher 5.2.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA). La
asignacion del haplogrupo fue acorde a Phylotree build 17 (van Oven and Kayser,
2009).
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Regién
Blanco

PRIMER

SECUENCIA

Temperatur
a
Anillamiento

Referencia

Regién control 1
(np 16,011-16,131)

Regién control 2
(np 16,127-16,229)
Regién control 3
(np 16,210-16,330)

Regién control 4
(np 16,250-16,382)

Haplogrupo B
(Deelecion de 9pb)

Regién
Hipervariable |

L15,986
H16,153
L16,106
H16,251
L 16,190
H 16,355
L 16,232
H 16,404
L 8,196

H 8,316
L15,997

H16,391

5'- GCACCCAAAGCTAAGATTCTAATTT-3
5- CAGGTGGTCAAGTATTTATGGT-3
5’GCCAGCCACCATGAATATTGT 3
5GGAGTTGCAGTTGATGTGTGAT &
5’CCCCATGCTTACAAGCAAGT 3
5GGGATTTGACTGTAATGTGCTATGT 3
5'CACACATCAACTGCAACT &
5’GGTGGTCAAGGGACCCCTATCT3’

5'ACAGTTTCATGCCCATCGTC3’

5'ATGCTAAGTTAGCTTTACAG3’
5'CACCATTAGCACCCAAAGCT3’

5" TGGGGACGAGAAGGGATTTGACT3’

58°C

58°C

57°C

57°C

55°C

58°C

Kemp et al., 2007

Propios

Kemp et al., 2007

Torroni et al ,1993

Sanchez, 2007

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de la region HVRI.




Extraccion de ADN y analisis de mitogenoma-

La superficie de los huesos y de los dientes se limpidé por inmersion en hipoclorito
de sodio por 20 minutos; luego se agrego etanol por 10 minutos, se dejo secar y
luego se irradié en UV por 5 min cada lado. Cada material 6seo fue pulverizado
usando el molino RETCH MM400®. Se tomaron entre 0,4 y 0,7 g de pulverizado
que fue transferido a tubos estériles de 15 mL y el ADN fue extraido acorde a los
protocolos publicados por Amory et al., 2012 . Brevemente, el pulverizado fue
incubado a 56°C en 7 mL de Buffer de Lisis que contiene 0,5 M EDTA, 1% de N-
laurilsarcosil, y 130 yL de proteinasa K (20 mg/mL) por 24 horas. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante fue transferido a Filtros de Amicon®, y se
centrifugd a 4500 g por 40 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 mLy
se agregaron 5 veces mas de Binding Buffer del kit de purificacién MinElute PCR
Purification Kit® (Qiagen®, Hilden, Alemania). Luego se transfirié el contenido a los
tubos de MinElute®. Se centrifugd a 13.000 rpm por 1 min, se agregaron 700 uL de
wash buffer, se centrifugd a 13.000 rpm por 1 min y se repite este paso 2 veces
mas. Luego se dej6é secar la columna centrifugandola vacia a 13.000 rpm por 1
min, el ADN fue eluido con 50 uL de EB Buffer por 5 min y centrifugado a 13.000
rom por 1 min. EI ADN extraido fue guardado a -20°C. Un blanco de extraccién
con agua fue procesado al mismo tiempo con las muestras. Posteriormente se
realiz6 cuantificacion absoluta del ADN mitocondrial siguiendo el protocolo

publicado por Niederstatter y cols (2007).

Secuenciamiento de Nueva Generacion

El mitogenoma completo fue amplificado por PCR usando primers que generan
amplicones en reacciones separadas, se generan 162 amplicones de un tamaifo
alrededor de 175pb de largo. Las librerias fueron preparadas usando el kit the
HID-lon AmpliSegq™ Mitochondrial Library Prepraration Conservative Method con
el lon Library Quantitation Kit® (Life Technologies®), siguiendo las

recomendaciones del fabricante. El secuenciamiento se realiz6 con un estricto
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control de calidad para los estudios de secuenciacion de PGM de mtADN en
forense, que sugiere MPS (por sus siglas del inglés: Massively Parallel
Sequencing) realizado en anteriores publicaciones (Parson et al., 2013; Gomes et
al., 2015). Las secuencias fueron comparadas con la secuencias de referencia de
Cambridge (rCRS) (Andrews et al.,, 1999) usando el software IGV_2.3.60
(Thorvaldsdéttir et al., 2013).

Control de contaminacion-

En ambos laboratorios, todos los pasos de extraccion de ADN y PCR fueron
realizados en laboratorios fisicamente separados. Los cuartos se irradiaron con luz
UV (254 nm) durante 1 hora antes de todos los experimentos y se limpiaron con
solucion de hipoclorito de sodio. Guantes, mascarillas, gorros, abrigos de
laboratorio y equipo de laboratorio (incluyendo pipetas, tubos, puntas de filtro, y
centrifugas) fueron esterilizados por exposicion a lamparas UV (254 nm). Todo el
material metalico, material de plastico y de vidrio se esterilizd en un crosslinker por
1 hora. Para detectar la posible contaminacién por ADN exdgeno moderno,
blancos de extraccidon y amplificacion se utilizaron como controles negativos. Por
ultimo, todas las personas involucradas en el trabajo antiguo ADN se tipificaron
genéticamente (secuenciacion HVSI) y fueron comparados con los resultados

obtenidos.

Analisis de datos

La composicion del ADNmt de los periodos Muisca, Formativo y Preceramico fue
comparada con otras poblaciones de Panama, Ecuador, Venezuela y Colombia,
calculando los parametros genéticos intra e interpoblacionales. Se realizd analisis
de redes medias tipo Network de los haplotipos en la region control comparados
con 144 ADNmt de los haplogrupos A2ac, A2ad y A2y, empleando el software

Network® 4.6 (http://www.fluxus-engineering. com) (Bandelt et al., 1999).
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Los calculos de diversidad genética y diversidad nucleotidica se basaron en el
método de Nei (1987) (Nei, 1987) y fueron realizados empleando solo la regién
HVRI posicién 16024-16370. El analisis intrapoblacional con 22 poblacionales fue
realizado usando el método de distancias genéticas de Slatkin’s Fst (Slatkin,
1995), usando el software Arlequin (Excoffier et al., 2005). Los resultados fueron
visualizados en un grafico de escalamiento multidimensional (MDS) usando el

software MVSP® para analisis multivariados (Kovach, 2007).

RESULTADOS

Analisis de las secuencias

La amplificacién del genoma completo del ADNmt de las muestras antiguas fue
dificil de lograr y, por lo tanto, los genomas completos haran parte de analisis
complementarios en el proximo capitulo. En el presente capitulo nos
concentraremos en el analisis de la regién control ya que la mayoria de las
muestras se logré hacer secuenciacion por PGM y en Sanger, de esta manera
pudieron ser incluidas en estos analisis. Del total de las 45 muestras seleccionas,
no se obtuvo ningun resultado en 6 de ellas, es decir en el 13% de la muestra

analizada, 3 del periodo Muisca y 3 del periodo Preceramico.

En 4 de las 30 muestras amplificadas del periodo Muisca (SM05, SM30, SM32,
SM39), no se lograron perfiles completos de la region control, aunque se logro
detectar algunos de los polimorfismos diagndésticos y se logré asi establecer los
haplogrupos basicos para estas muestras (Tabla 3). En consecuencia, los cuatro
haplogrupos caracteristicos de los nativos americanos se encontraron en
frecuencias de: A2= 77% (n= 23), B2= 13% (n=4), C1= 7% (n=2) y D4h3a= 3%
(n=1). Dentro del haplogrupo A2, fueron distinguidos cinco linajes mitocondriales
diferentes: A2ac con una frecuencia predominante (52%), el cual ha sido descrito

en otros grupos colombianos (Behar et al., 2012; Diaz-Matallana &
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Martinez_Cruzado, 2010; Torres et al., 2006; Xavier et al., 2015; Zheng et al.,
2012), A2ad (30%) el cual ha sido encontrado en grupos de Panama, Republica
Dominicana y EIl salvador (Achilli et al., 2008; Salas et al., 2009; Perego et al.,
2012) ; A2 (con polimorfismo 64T) (9%); A2 (con polimorfismo 64 y pérdida de
16111) (4%) vy, finalmente, A2y (4%). Por otro lado, el linaje encontrado B2
pertenece al subhaplogrupo B2d (13%), que ha sido observado en otros grupos
colombianos, en Panama, en Venezuela y en México (Lander et al., 2008; Perego
et al., 2012; Tamm et al., 2007). El haplogrupo C1b (6%), ha sido considerado
como un haplogrupo fundador en América (Goémez-Carballa et al.,, 2015b).
Finalmente, encontramos en un individuo del periodo Muisca, el linaje del
haplogrupo D4h3a (3%), el cual ha sido descrito como un haplogrupo que se
encuentra a lo largo de la Costa Pacifica del Norte al Sur de América (De Saint
Pierre et al., 2012; Diaz-Matallana et al., 2016; U. A. Perego et al., 2009).

102



ID EMMA Phylotree Perfil HAPLOTIPOS RANGO (16024-16562; 1-576)

SM61 | A2+(64)+@16111 ?@214-6(16;1% COMPLETA 16223T, 16290T, 16319A,3115?_:;)%2,C5’22§;, 7532(431;;1;46(;’ 153G, 235G, 263G,
SM43 A2+(64) A2+(64) COMPLETA 16111T, 16223T, 12%2(()31:, 311653j1(9:;t%,41f73i\(?25Cé322I, 5723(3&71 46C, 153G, 235G,
SM45 A2ac A2ac COMPLETA 16111T, 16213A, 16222363'3,&6288.1;,(:1,6;1159-?6? %I;%i(;,, 654;1'1679:'3’& 146C, 153G, 235G,
SMO4 A2ac A2ac COMPLETA 16111T, 16213A, 1622123gééf,3:23?)g.l'1,éég:gﬁ\g’65?;%2(1(;,65421;{(17;& 146C, 153G, 235G,
SMO5 A2ac A2ac INCOMPLETA 16111T,16213A,16223T,16362;;;;;:2352J%60,153G,235G,263G,3151C,
SM28 A2ac A2ac COMPLETA 16111T, 16213A, 1622321:;),51(;3,2296?;(,3,12?;%'%’15653?55,, 56;;5;3& 146C, 153G, 182T,
SM39 A2ac A2ac INCOMPLETA 16111T, 16213A, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 64T, 73G, 146C, 153G, 182T,

235G, 523del, 524del,

16111T. 16213A. 16223T. 16290T. 16319A. 16362C. 64T. 73G. 146C. 153G. 182T.




16111T, 16213A, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 64T, 73G, 146C, 153G, 235G,
SMe4 A2ac A2ac | COMPLETA 263G, 315.1C, 523del, 524del,

161117, 16213A, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 153266, 64T, 736, 146C.
SM70 A2ac A2ac | COMPLETA 153G, 182T, 235G, 263G, 315.1C, 523del. 524del
7o 2o nome | COMPLETA | 16111T, 16213A, 16223T, 162907, 16321 éa?é 16362C, 64T, 736G, 146C, 153G, 2350,
SM30 A2 A2 | INCOMPLETA 16111T, 16223T, 16290T, 64T, 73G, 263G, 315.1C

161117, 16290T, 16293G. 16304C, 16310A, 16362C, 64T, 736, 146C, 152C, 153G
SMa4s8 A2+(64) A2y | COMPLETA 189G, 207A. 235G, 263G, 315.1C, 523del, 524del
SM72 B2d B2d | COMPLETA 16189C, 16193.1C, 16217C, 16519C, 73G, 263G, 315.1C, 498del, 499A
SM27 B2d B2d | COMPLETA 16189C, 16217C, 16519C, 73G, 263G, 315.1C, 498del, 499A
SM104 B2d B2d | COMPLETA 16189C, 16193.1C, 16217C, 16519C, 73G, 263G, 315.1C, 498del, 499A
SM56 B2d B2d | COMPLETA | 16183C, 16189C, 16193.1C, 16217C, 16324C, 16519C, 73G, 263G, 498del, 499A
2 o1t c16 | INCOMPLETA|  16093Y, 16223T, 16298C, 16325C, ; giﬁg 73G. 249del, 489C, 493G, 523del,
16189C, 16193.1C, 16223T, 16298C, 16325C, 16327T, 16519C, 73G, 249del, 2630,

SM68 C1b Cib | COMPLETA 290del, 291del. 315.1C, 489C. 493G, 523del, 524del

16187T, 162036, 16223T, 16241G, 16245T, 16301T, 16319A, 16342C, 16362C,
SM37 D4h3a D4h3a | COMPLETA 16468C, 16533C, 73G, 152C, 263G, 309.1C, 315.1C, 489C
SM80 A2 A2ac | INCOMPLETA| 16111T, 16213A, 16223T, 16362C, 64T, 73G, 146C, 153G, 235G, 523del, 524del
Ny - 20 | COMPLETA | 16183C, 16169C, 16193.1C, 16217C, 123;2C, 73G, 263G, 309.1C, 315.1C, 498del.
DT07 B2d B2d | INCOMPLETA 16189C, 16193.1C, 16217C, 73G, 498del, 499A
DT10 B2d B2d | INCOMPLETA 16189C, 16217C, 16519C, 73G, 498del, 499A
DT01 B2d B2d | COMPLETA 16189C, 16193.1C, 16217C, 73G, 263G, 315.1C. 498del, 499A
DT05 B2d B2d | COMPLETA 16183C, 16189C, 16217C, 73G, 263G, 309.1C, 315.1C, 498del, 499A
DT08 B2d B2d | COMPLETA | 16183C, 16189C, 16193.1C, 16217C, 16519C, 73G, 263G, 315.1C, 498del, 499A

16223T, 16298C, 16325C, 163277, 163447, 73G, 249del, 263G, 290del, 291del.
Fo8F C1b Cib | COMPLETA 315.1C., 489C, 493G, 523del. 524del

16093C, 16189C, 16193.1C, 16223T, 16298C, 16325C, 16327T, 16362C, 730,
FO8E C1b Cib | COMPLETA 249del, 263G, 290del, 291del, 315.1C, 489C, 493G,

TABLA 3. Haplotipos mitocondrial regiéon HVRI y HVRII de las muestras analizadas.
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De 7 individuos que fueron clasificados en el periodo Formativo (I milenio a. C. A
siglo IX d. C), 3 lograron ser secuenciados para un perfil completo de la region
control. Los individuos restantes tienen fragmentos no amplificados, pero a pesar
de ello se logré hacer la clasificacion de sus haplogrupos: encontramos que 6 de
ellos correspondian al haplogrupo B2d (83%), con la caracteristica de la deleccién
en la posicion 498 que estuvo presente en las 6 secuencias analizadas; este grupo
de individuos pertenece a un mismo hallazgo arqueoldgico en el municipio de
Duitama (Boyaca, Colombia). La séptima muestra del periodo Formativo fue
clasificada en el subhaplogrupo A2ac, y esta fue hallada en los alrededores del
Templo del Sol (en el mismo lugar de las muestras del periodo Muisca). Esta
ultima muestra también generé una secuencia parcial con el polimorfismo
diagndstico para el haplogrupo A en la posicién 16290 que no se logré amplificar,
y a pesar de esto se logra definir el subhaplogrupo gracias a la presencia del
polimorfismo 16213A.

En los individuos con caracteristicas morfolégicas paleoamericanas y que por
datacion fueron clasificados como pertenecientes al periodo Preceramico (hasta
el | milenio a. C), se logré obtener perfiles completos para la regién control y estos
fueron clasificados en los subhaplogrupos C1b y C1b8. El subhaplogrupo C1b8 se
ha reportado en poblaciones de California (USA), México, Venezuela, Ecuador,
Chile, Argentina y Brasil (Gonzalez-Martin et al., 2015; Lander et al., 2008; Monroe
et al., 2013; Tamm et al., 2007; Vona et al., 2005)

Analisis Filogenético

Inicialmente se construyeron redes medias (tipo network) a partir de datos de la
region HVRI e HVRII de las muestras del estudio, sin incluir en este analisis las
muestras que revelaron secuencias parciales para estas regiones (SM30, SM05,
SM32, SM39, DT07, DT10, SM80). Asi se evitd generar datos que puedan causar
errores en la interpretacion de la filiacion de estos individuos. En la Figura 11 se
observa claramente la presencia de los 4 haplogrupos mitocondriales

caracteristicos de los nativos americanos encontrados en la poblacién estudiada,
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en los que se destacan los subhaplogrupos encontrados en cada periodo
analizado. En esta figura se distinguen claramente los haplotipos compartidos
entre los periodos Muisca y Formativo para el subhaplogrupo B2d, la presencia del
haplogrupo C1b en los periodos Preceramico y Muisca, y no se observa el

haplogrupo A2 en periodos anteriores al Muisca.

B Muisca ¢ D4h3a
O Formativo
Bl Precerdmico

| A2ad ~2/ Bad
Clb
E\“-.‘_. [ ] . -
\  Azac
. E / y
A2 \cibge S

Figura 11. Analisis de redes medias (Network) de la region HVRI e HVRII de
los haplogrupos encontrados en los individuos analizados en los diferentes
periodos culturales. El color morado representa los individuos del periodo
Muisca, verde representa el periodo Formativo y Rojo representa el periodo
Preceramico.

En funcion de los subhaplogrupos del A2 encontrados en los muiscas, y en razén
a su alta frecuencia en la poblacion analizada, se decidi6 proceder a una
busqueda especifica de la presencia de estos linajes en otras poblaciones
americanas, incluyendo mas de 5.600 secuencias de la region control reportadas
en diferentes comunidades (Tabla 4). En esta busqueda se encontraron 59 linajes
A2ac, 51 linajes A2ad y 36 linajes A2y. Se realiz6 el andlisis de redes para estos
subhaplogrupos (Figura 12) en el que se observa que el haplogrupo mas frecuente

en nuestra muestra, A2ac, se halla también altamente representado en la
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poblacién colombiana moderna (siglos XX y XXl), incluyendo poblaciones Embera-
Chami, Vaupés y Bogota-Mestizo (Tamm et al., 2007; Diaz-Matallana and
Martinez_Cruzado, 2010; Xavier et al., 2015). Adicionalmente, los representantes
de este haplogrupo comparten haplotipos con poblaciones de Panama, Venezuela
(Vona et al.,, 2005; Lander et al.,, 2008; Perego et al., 2012) y, en menor
proporcion, Ecuador y Peru (Tamm et al., 2007; Sandoval et al., 2013) . Dentro del
haplogrupo A2ad, se encuentran los subhaplogrupos A2ad1 y A2ad2,
representados principalmente por la poblacion de Panama (Perego et al., 2012). El
haplogrupo A2ad se caracteriza por los polimorfismos especificos 16175 y 16300
en la region HVRI, el A2ad1 presenta pérdida del polimorfismo 16111 y el A2ad2
se puede definir por la presencia de polimorfismos ubicados en la region
codificante. En el network se observan tres claras agrupaciones: una de ellas
incluye las muestras que pertenecen al haplogrupo A2ad1, seguido del A2ad2 que
ha sido reportado y confirmado por otros autores (U. a Perego et al., 2012; Saunier
et al., 2008); la ultima agrupacion se caracteriza por poseer el polimorfismo 16259,
el cual se encontré en las muestras analizadas clasificadas como A2ad y a su vez
en otras poblaciones de Panama, Republica Dominicana y poblacion de origen
hispano en los Estados Unidos (Achilli et al., 2008; Saunier et al., 2008; Perego et
al., 2012).

En el presente estudio encontramos el haplogrupo A2y y se observa en el analisis
de redes el nodo principal conformado por los linajes de la tribu Waorani (Cardoso
et al., 2012) y un nodo menor conformado por el individuo muisca y comparte el
haplotipo con otra muestra reportada anteriormente como de origen mestizo de

Bogota (Diaz-Matallana and Martinez_Cruzado, 2010).

107



Referencia Pais Comunidad n A2ac A2ad A2y
Tamm, 2007 Colombia Vaupés 22 2 0 0
Colombia Secoyas-Sionas 12 1 0 0
Colombia Wayuu 42 0 0 0
Colombia Embera 39 0 0 0
Colombia ljka 29 0 0 0
Panama  Ngobe 77 0 0 0
Panama  Waunana 57 0 0 0
Ecuador  Cayapa 32 2 0 0
Argentina Tucuman 9 0 0 0
Argentina Salta 18 0 0 0
Perego, 2012 Panama  Mestizo 1350 2 26 0
Colombia Mestizo 61 1 1 0
Xavier, 2015 Colombia Embera Chami 38 16 0 0
Colombia Guambiano, Cauca 33 3 0 0
Colombia Chibcha 14 2 0 0
Torres, 2006 Colombia Ocaina 2 0 0 0
Torres, 2006 Colombia Ticuna 74 3 0 0
Zheng, 2012 Colombia Medellin [Mestizo] 62 3 0 0
g&?g“"ata”a”a’ Colombia  Villa de Leyva 12 2 0 1
Colombia Bogota 25 2 0 0
Venezuela Mérida 10 1 0 0
Colombia Santa Marta 12 0 0 0
Vona, 2005 Venezuela Guahibo 59 11 0 0
Castro, 2012 Venezuela Caracas 101 O 0 0
Lander, 2008 Venezuela Mestizo 100 1 0 0
Carnese, 2010 Argentina Salta 21 0 0 0
Saint-Pierre, 2012  Chile Aymara 38 0 0 0
Chile Atacameno 29 0 0 0
Chile Mapuche 19 0 0 0
Chile Huilliche 59 0 0 0
Chile Pehuenche 42 0 0 0
Chile Kawasqar 13 0 0 0
Chile Yamana 21 0 0 0
Argentina Mapuche 51 0 0 0
Argentina Tchuelche 29 0 0 0
Costa, 2010 Bolivia La Paz 110 O 0 0
Gaya-Vidal, 2011 Bolivia Aymaras 96 0 0 0
Quechas 93 0 0 0
Diaz-M, 2016 Colombia Nemocoén 22 0 0 0
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Casas-V, 2011 Colombia Guanes 17 0 0 0
Sandoval, 2013 Peru Arawak- Yanesha 11 1 0 0
Peru Quechua-Cusco 30 2 0 0
Baca, 2012 Peru Tompullo 2 41 0 0 0
Lewis, 2007 Peru Aymara 14 0 0 0
Puno 30 0 0 0
Tupe 16 0 0 0
Yungay 36 0 0 0
Fehren-S, 2015 Peru Lauricocha 5 0 0 0
Valverde, 2016 Peru Wari 34 0 0 0
Melton, 2013 Nicaragua y Costa Rica 131 0 0 0
Gonzélez-M, 2015  México Mestizo 520 O 0 0
Moraga, 2005 Chile Valle Desierto 30 1 0 0
Salas, 2009 o aqer  Mestizo % 0 2 0
Morera, 2002 costa \1estizo % 0 1 0
Rica
Mendizabal, 2008  Cuba Mestizo 245 0 5 0
Alvarez, 2015 México Mestizo 29 0 0 0
Mizuno F, 2014 México Mestizo 113 0 0 0
Martinez, 2013 México Mestizo 17 0 0 0
Monroe, 2013 California  sur 345 0 0 0
Mata-Miguez, 2012 México Mestizo 25 0 0 0
Alves-Silva, 2000 Brasil ...l 247 O 0 0
Corella, 2007 Bolivia  ............... 46 0 0 0
Saunier, 2008 us Hispanic 128 1 3 0
Rasmussen, 2012 USA Anzick 1 0 0 0
Behar,2012 . 2 0 0
Cardoso, 2012 Ecuador  Waorani 35 0 0 35
TOTAL 5613 57 38 36

Tabla 4. Presencia de los subhaplogrupos A2ac, A2ad y A2y en el continente

americano.
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subhaplogrupos A2ac, A2ad y A2y. Incluyendo 56
49 A2ad y 36 A2y de diferentes poblaciones.
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Diversidad genética

La tabla 5 muestra los valores de diversidad genética y nucleotidica en diferentes
poblaciones modernas y antiguas de Colombia, Panama, Venezuela y Ecuador
(Vona et al., 2005; Tamm et al., 2007; Diaz-Matallana and Martinez_Cruzado,
2010; Cardoso et al., 2012; Perego et al., 2012; Xavier et al., 2015; Diaz-Matallana
et al., 2016); esta fue estructurada a partir de datos de la regién HVRI (16024-
16400). Observando que la poblacién con mayor diversidad nucleotidica es la
poblacién Waunana (Tamm et al., 2007) con un valor de 0,0180 y la poblacién con
menor diversidad fue la Waorani (Cardoso et al., 2012) 0,0003. Los individuos del
periodo Muisca presentaron una diversidad de 0,0136 similar a la encontrada en
poblaciones Guahibo de Venezuela (0,0135) (Vona et al., 2005), Secoya (0,0135)
(Tamm et al., 2007) y Ngébe de Panama (0,0139) (Tamm et al., 2007). El indice
para el periodo Formativo fue de 0,005 (teniendo en cuenta el niumero de 6
individuos), semejante a lo hallado en la poblacién ljka de Colombia (0,005)
(Tamm et al., 2007).
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No de div

ID (MDS) Poblacion n haplotipos h nucleotidica Referencia
1 ARSARIO 47 6 0,741 0,012 (Tamm et al., 2007)
2 CAYAPA 32 8 0,853 0,017 (Tamm et al., 2007)
3 COREGUAJE 27 9 0,835 0,016 (Tamm et al., 2007)
4 EMBERA 39 18 0,934 0,016 (Tamm et al., 2007)
5 IJKA 29 4 0,414 0,005 (Tamm et al., 2007)
6 KUNA 34 5 0,661 0,011 (Tamm et al., 2007)
7 KOGUI 48 7 0,619 0,012 (Tamm et al., 2007)
8 NGOBE 77 8 0,781 0,012 (Tamm et al., 2007)
9 SECOYA 10 5 0,822 0,013 (Tamm et al., 2007)
10 VAUPES 22 14 0,952 0,017 (Tamm et al., 2007)
11 WAUNANA 57 21 0,928 0,018 (Tamm et al., 2007)
12 WAYUU 42 8 0,799 0,015 (Tamm et al., 2007)
13 EMB_WAUNANA 53 13 0,899 0,017 (Perego et al., 2012)
14 KUNA_YALA 52 6 0,589 0,009 (Perego et al., 2012)
15 NGABE_BUGLE 28 7 0,862 0,014 (Perego et al., 2012)
16 EMBERA_CHAMI 38 7 0,750 0,013 (Xavier et al., 2015)
17 GUAMBIANO 33 13 0,847 0,012 (Xavier et al., 2015)
18 Nasa 14 13 0,989 0,021 (Xavier et al., 2015)
19 CHECUA 12 7 0,833 0,013 (Diaz-Matallana et al., 2016)
Diaz-Matallana and
20 BOGOTA MESTIZO 33 16 0,894 0,015 Ma(rtl'nez_Cruzado, 2010)
21 GUAHIBO 59 11 0,840 0,014 (Vona et al., 2005)
22 WAORANI 35 2 0,057 0,000 (Cardoso et al., 2012)
23 MUISCA 30 12 0,851 0,014 Presente estudio
FORMATIVO 6 2 0,333 0,005 Presente estudio
PRECERAMICO 2 2 1,000 0,011 Presente estudio

Tabla 5. Diversidad Genética de las poblaciones Amerindias
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Escalamiento multidimensional (MDS)

Nosotros evaluamos la relacién de las diversidades genéticas del ADNmt del
grupo cultural Muisca con las de algunas poblaciones modernas como Panama,
Ecuador, Venezuela y Colombia, asi como con una poblacion antigua de Colombia
con base en una matriz de distancias genéticas y en su visualizacion como un
escalamiento multidimensional (MDS). Los individuos de la cultura Muisca
presentan diferencias con respecto a los otros grupos estudiados, y se observa
una cercania con un agrupamiento conformado por la poblacion Checua
(Preceramico) (Diaz-Matallana et al., 2016), Bogota-Mestizo (moderna) (Diaz-
Matallana and Martinez_Cruzado, 2010) y Guahibo (moderna) (Vona et al., 2005)
(Figura 13).
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Figura 13. Grafica de escalamiento multidimensional (MDS) de distancias
genéticas de Slatkin’s Fst de 23 poblaciones incluidas en la Tabla 4. Los
numeros asignados para cada poblaciéon estan dados en la Tabla 4.
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Criterios de autenticidad

Se realizd analisis de reproducibilidad de 7 muestras pertenecientes al periodo
Muisca secuenciando la region HVRI en el laboratorio del Instituto de Medicina
legal de la Universidad de Medicina en Innsbruck, Austria, y en el laboratorio del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, en donde se
confirmaron los resultados de esta muestras obtenidos en ambas instituciones
coincidiendo tanto en el haplogrupo como en el haplotipo de cada una de ellas.
Ademas de esta confirmacion, y teniendo en cuenta que uno de los investigadores
posee el haplogrupo mas frecuente encontrado en el estudio, se llevd a amplificar
su genoma mitocondrial completo y se logré confirmar que no hubo contaminacion
cruzada con las muestras precolombinas, ya que el haplotipo del investigador
incluye un polimorfismo en la posicion 150 que no se hallé en las muestras

analizadas.

DISCUSION

Nosotros secuenciamos 38 genomas mitocondriales de tres periodos culturales
sucesivos Muisca, Formativo y Preceramico. A pesar de no lograr en algunos
casos las secuencias completas en razon a la caracteristica fragilidad de las
muestras antiguas, se decidié concentrarse en esta fase en la region D-Loop para
consolidar analisis bien fundamentados.

En resumen, se encontraron cuatro de los cinco macrohaplogrupos mitocondriales
caracteristicos de los nativos americanos: A, B, C y D. Entre estos, el
subhaplogrupo A2ac fue el mas frecuente en el periodo cultural Muisca, y también
fue encontrado en un individuo que proviene en el periodo Formativo y que fue
hallado también en los alrededores del Templo del Sol. Este subhaplogrupo ha
sido reportado en otras poblaciones, pero al realizar una busqueda de este linaje
en América, incluyendo individuos modernos del siglo XX y XXI, se observa una
alta concentracion de este en Colombia, en diferentes tipos de comunidades, tanto
en nativos americanos como en poblacion mestiza (Torres et al., 2006; Tamm et
al., 2007; Diaz-Matallana and Martinez_Cruzado, 2010; Xavier et al., 2015). Este
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mismo se ha encontrado en menor proporcion en Venezuela, Panama, Ecuador y
Perd (Vona et al.,, 2005; Tamm et al., 2007; Lander et al., 2008; Perego et al.,
2012; Sandoval et al., 2013) (Figura 14). Tan solo un (1) individuo precolombino,
proveniente de una comunidad del valle del desierto del Norte de Chile, posee
este linaje (Moraga et al., 2005). Sin embargo, este individuo no fue incluido en el
analisis de redes ya que solo se reporto la regidon HVRI. En el analisis de redes se
incluyeron linajes configurados a partir de secuencias de la regiéon HVRI y HVRII
de diferentes partes de América. El subhaplogrupo A2ac no ha sido reportado en
nativos de Norteamérica y México (Alvarez-Sandoval, Manzanilla, Gonzalez-Ruiz,
Malgosa, & Montiel, 2015; Gonzalez-Martin et al., 2015; Martinez-Cortés et al.,
2013; Mata-Miguez et al., 2012; Mizuno et al., 2014; Monroe et al., 2013); en
Centroamérica se encontrado solo en Panama y Cuba (Behar et al., 2012; Perego
et al., 2012); en Suramérica en Venezuela, Ecuador, Peru y Chile (Moraga et al.,
2005; Tamm et al., 2007; Sandoval et al., 2013); Saunier et al (Saunier et al.,
2008), reportaron haplotipos en estadounidenses de origen hispano, sin
especificar el origen geografico de los individuos. Al observar una alta
concentracion de este subhaplogrupo en poblaciones colombianas modernas y
siendo el nuestro uno de los primeros reportes de este linajes en poblacion
antigua, es importante resaltar que su nodo principal esta conformado por
individuos muisca asociados al Templo del Sol y por individuos modernos de la
misma region. Mas especificamente, se encontrd que los individuos precolombinos
analizados comparten haplotipos con individuos modernos provenientes de
regiones cercanas en el altiplano cundiboyacense (Diaz-Matallana and
Martinez_Cruzado, 2010).

En segundo orden, encontramos el subhaplogrupo A2ad que ha sido reportado
inicialmente en la poblacion de Panama, en donde se reportaron los
subhaplogrupos A2ad1 y A2ad2 (Perego et al., 2012) (Figura 14). En el analisis de
redes observamos claramente tres agrupaciones en las que se destaca el
haplogrupo A2ad1 por la pérdida del polimorfismo 16111. Perego y cols. (2012)
reportan las secuencias que poseen el polimorfismo 16111 como A2ad2, pero al

realizar nuestros analisis se observa una clara separacién entre secuencias que
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adicionalmente poseen el polimorfismo 16259 con la que no lo tienen. Todas los
individuos analizados pertenecientes a este haplogrupo poseen este polimorfismo
conformando un nodo principal ancestral del cual se desprenden los otros
haplotipos encontrados en Republica Dominicana (Achilli et al., 2008), y en
hispanos de los Estados Unidos (Saunier et al., 2008) incluyendo también
individuos de Panama que habian sido clasificados como A2ad2, que poseen
también este polimorfismo. En consecuencia, y con base en estos hallazgos, se
podria designar un nuevo sublinaje mitocondrial como A2ad3. Este nuevo
sublinaje estaria representado principalmente por los individuos analizados en el
presente estudio. Perego y cols, reportan que uno de los linajes con presencia de
este polimorfismo tiene, justamente, un origen materno colombiano (Perego et al.,
2012).
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Por otra parte, otro subhaplotipo interesante es el A2y, que ha sido reportado en
una poblacién aislada amazoénica refiriéndose a este como “especifico waorani”
(Cardoso et al., 2012). Al hacer la busqueda en otros reportes colombianos, se
encontro que Diaz-Matallana ya habia reportado este linaje en 2010 en un
individuo de origen colombiano, proveniente de un municipio cercano a Sogamoso
donde se han encontrado los restos antiguos del presente trabajo, indicando una
posible continuidad de este linaje en las comunidades modernas de la region
(Diaz-Matallana and Martinez_Cruzado, 2010). Cardoso y cols (2012), discuten
acerca de las poblaciones aisladas genéticamente, en las que se evidencia su
baja diversidad mitocondrial, y relacionan este concepto con el hallazgo de este
subhaplogrupo que no habia sido reportado hasta la fecha de su publicaciéon en
otras poblaciones amerindias. A pesar de ello, al encontrar este linaje en los
individuos precolombinos analizados por nosotros, se muestra como los hallazgos
en ADN antiguo pueden recuperar las fuentes de linajes aparentemente extintos
después de la Conquista, y que se convierten, posiblemente por un efecto
fundador, en aparentes linajes “privados” como los Waorani de quienes se ha
reportado que descenderian de cazadores-recolectores (Wallis, 1973). Debe
tenerse en cuenta, sin embargo, que a finales del Pleistoceno no existia la
cobertura boscosa tropical, sino llanuras, y que de esta manera los ancestros de
este linaje habrian logrado remontarse hacia el interior de Colombia v,
adicionalmente, dirigirse hacia el Sur, donde mas tarde, en la selva tropical que
conocemos hoy en dia, se habria provocado el aislamiento de las comunidades
que se habian asentado en las regiones amazonicas, las cuales, por diferentes
efectos de deriva y efectos fundadores conllevaron a las disminucion de su
diversidad génica.

A lo largo del continente americano se han encontrado diferencias morfoldgicas
entre los restos antiguos de los primeros pobladores, entre las que se ha
destacado que los primeros pobladores se caracterizaban por poseer un craneo
mas alargado denominado dolicocéfalo, caracteristico de los cazadores-
recolectores (O’'Rourke & Raff, 2010 ). Esta morfologia se ha encontrado en
varios hallazgos arqueoldgicos desde el Norte hasta el Sur de América
(Rothhammer and Dillehay, 2009; Chatters et al., 2014; Dillehay et al., 2015) . En
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los periodos sucesivos se observa un cambio en la morfologia mas redondeada
denominada braquicefalia. A partir de alli se han planteado hipétesis
arqueologicas del poblamiento americano, en el cual se postula la teoria
migracionista, donde los primeros pobladores fueron remplazados por una nueva
oleada migratoria y de esta manera cambio la morfologia craneana (Neves et al.,
2003; Powell & Neves, 1999) . Otra de estas hipdtesis o teorias es la
microevolucionista, en la cual, como producto de cambios ambientales y
alimenticios, se habria provocado la transicion de dolicocéfalos a braquicéfalos
(Rodriguez, 1987, 2011; De Azevedo et al., 2011) .

En este trabajo se estudiaron a nivel molecular individuos paleoamericanos con su
morfologia dolicocéfala caracteristica y también individuos braquicéfalos de los
periodos posteriores. Al analizar su composicion genética, y como una prueba mas
de continuidad de linajes en las poblaciones del Norte de Surameérica,
encontramos que en el periodo mas antiguo, los haplogrupos C1b y C1b8 que han
sido reportados en diferentes comunidades modernas de América y que han sido
considerados como haplogrupos fundadores de los americanos, fueron a su vez
encontrados en el periodo mas reciente inmediatamente antes de la Conquista
(Gomez-Carballa et al., 2015b). Debido al estado de degradacion de las muestras
no fue posible obtener resultados para mas individuos. Sin embargo, la proporcién
de 13 / 45 extracciones, amplificaciones y secuenciaciones exitosas en muestras
precolombinas es alta en comparaciéon con trabajos reportados previamente por
diferentes grupos a nivel mundial. A su vez, el periodo que sigue al Preceramico
es el Formativo, y encontramos la evidencia del haplogrupo B2d, presente en
individuos del mismo hallazgo arqueoldgico, mostrando una posible relacion
bioldgica entre ellos, teniendo en cuenta que la densidad demografica era baja por
lo tanto se esperaria una baja diversidad genética, estos resultados son
compatibles por los encontrados en Madrid (Cundinamarca-Colombia) (Periodo
Formativo) en donde todos los individuos analizados para HVR | pertenecian al
mismo haplogrupo B (Silva et al., 2008). Este haplogrupo también esta presente
en el periodo Muisca, indicando una posible continuidad de estos linajes a través
del tiempo. Diaz-Matallana y col. (2016) analizaron la regién HVRI de restos

antiguos provenientes de una region relativamente cercana en el altiplano

119



Cundiboyacense colombiano en el municipio de Nemocén, Cundinamarca, los
cuales fueron datados por '*C en un rango de 8.500-3.000 afios A. P., clasificados
dentro del periodo Preceramico. En este estudio se encontré una alta frecuencia
de A2, seguida de B2, C1 y D4h3a. Este ultimo haplogrupo, hallado también en
uno de los individuos del presente trabajo alrededor del Templo del Sol, ha sido
descrito a lo largo de la Costa Pacifica del Norte al Sur de América (Perego et al.,
2009; Fehren-Schmitz et al., 2011; Rasmussen et al., 2014).

CONCLUSION

Nuestros hallazgos presentan evidencias de cuatro de los cinco haplogrupos
fundadores de los nativos americanos en individuos que pertenecen a tres
periodos culturales sucesivos en terrenos cercanos en donde se construyo el
Templo del Sol en épocas precolombinas. Adicionalmente, concuerdan con la
hipotesis del poblamiento americano que postula que los cuatro haplogrupos han
estado presentes desde muy temprano en el Nuevo Mundo, y han tenido una
continuidad genética en Colombia a través de los periodos Preceramico,
Formativo o Herrera, Muisca y contemporaneo. Adicionalmente, se evidencia el
hallazgo de un nuevo sublinaje A2 designado posiblemente como A2ad3. Y
presencia de otros sublinajes que posiblemente tuvieron origen en el territorio
colombiano y se dispersaron en sus alrededores como Panama, Ecuador,

Venezuela y Peru.
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ANALISIS DE MITOGENOMAS COMPLETOS EN RESTOS OSEOS
ANTIGUOS DEL NORESTE DE LOS ANDES EN SURAMERICA

1 2 2 2 2 2
Casas- Vargas A, Pallua J , Strobl C Nlederstatter H XaV|er C EduardoffsM ,
Bodner M , Kralj P "Usaquén W Sllva M GomezA , Bricefo | , Ariza A ,
Rodriguez JV , Parson W
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Grupo de Genética de Poblaciones e Identificacion, Instituto de Genética, Universidad Nacional de
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2
Institute of Legal Medicine, Medical University of Innsbruck, Innsbruck, Austria

3
Museo Parque Arqueoldgico de Sogamoso, Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia,
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4
; Instituto de Genética Humana, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia
Laboratgrio de Antropologia Fisica, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, Colombia
Forensic Science Program, The Pennsylvania State University, PA, USA

RESUMEN

Nosotros analizamos el mitogenoma completo de 23 restos 0seos antiguos
provenientes del noreste de los Andes Colombianos, 22 de ellos fueron
clasificados en el periodo Muisca (siglos X-XVI d. C) provienen de los alrededores
del templo del Sol en Sogamoso-Boyaca, el otro individuo fue clasificado en el
periodo Formativo (X - Il milenio a. C) y fue excavado a 16 Km de distancia del
Templo del Sol en el municipio de Duitama-Boyaca. Se realiz6 la asignaciéon de los
haplogrupos mitocondriales hallando los haplogrupos A2, B2, C1 y D4h3a. Se
lograron diferenciar los sublinajes con una mayor frecuencia del subhaplogrupo
A2ac1, seguido por A2ad, A2y, B2d, C1b y D4h3a. La muestra perteneciente al
periodo Formativo fue clasificada como B2d. Al realizar los analisis filogenéticos se
identificaron 2 nuevos sublinajes del haplogrupo A2: uno de ellos fue denominado
A2ac1a (mutacién G > A en la posicion 9591, es decir G9591A, 0 9591A), y el otro
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denominado A2ad3 (mutaciéon C > T en la posicion 16259, o 16259T ). Segun
estos resultados y los analisis bayesianos consideramos que en esta region de los
Andes fue un lugar de asentamiento de los linajes A2ac1a, A2ad3 y A2y, y a partir
de ahi su posterior expansion en el resto de territorio hoy Colombiano y sus
vecinos Ecuador, Panama y Venezuela. Adicionalmente, el presente estudio
muestra la continuidad de estos linajes mitocondriales en los ultimos 10.000 afios.
De esta manera este estudio se convierte en referencia importante para las

hipétesis del poblamiento Sur Americano.

PALABRAS CLAVE: ADN antiguo (ADNa), Colombia, Andes, ADN mitocondrial

(ADNmt), amerindios, mitogenoma, poblamiento americano.
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INTRODUCCION

La reconstruccion de la historia poblacional de los nativos suramericanos ha
planteado diferentes hipotesis acerca del origen de los primeros pobladores. Dos
de las principales propuestas para interpretar la variacion bioldgica a partir de
evidencias arqueoldgicas y genéticas son: 1) hipotesis migratoria, la cual sugiere
que la variacion entre los grupos suramericanos fue el resultado de varias oleadas
migratorias (Pérez et al., 2009; Hubbe et al., 2010) y 2) hipétesis microevolutiva,
que explica el surgimiento de la diversidad biolégica a partir de procesos
evolutivos (p. ej. deriva genética, seleccion natural), de manera que los grupos
poblacionales serian descendientes de una misma poblacion ancestral (Gonzalez-
José et al., 2008; De Azevedo et al., 2011)

En razén a su ubicacion geografica, Colombia fue un paso obligatorio para la
entrada al subcontinente americano. Se han realizado varias investigaciones tanto
desde la perspectiva genética como la arqueolégica con el fin de vislumbrar las
posibles rutas del poblamiento al subcontinente y, particularmente, las rutas del
poblamiento colombiano, sin conclusiones definitivas (Keyeux et al., 2002; Melton
et al., 2007; Rodriguez, 2011).

Los datos genéticos del ADN mitocondrial (ADNmt) en comunidades actuales
apoyan la hipotesis de dos oleadas migratorias, una por la costa pacifica
relacionando a los Chibchas de Centroamérica con Colombia, y otra por las zonas
bajas de la Amazonia y Llanos Orientales (Keyeux et al., 2002; Usme-Romero et
al., 2013).

Los datos arqueoldgicos en los Andes Orientales, especificamente en el altiplano
cundiboyacense, han permitido evidenciar los primeros asentamientos humanos
en Colombia. Se han logrado establecer los diferentes periodos de las primeras
ocupaciones humanas: Preceramico (X - Il milenio a. C.); Formativo 6 Herrera ((I
milenio a. C. a siglo IX d. C); Muisca (siglos X-XVI d. C.) (Rodriguez, 2015).

El ADN antiguo (ADNa) ha permitido inferir acerca de los diferentes procesos

evolutivos que sufrieron las poblaciones precolombinas, mostrando linajes que en
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las comunidades contemporaneas se consideran raros o infrecuentes,
eventualmente derivados de los cuellos de botella por la conquista espafola
(Llamas et al., 2016), o, alternativamente, distribuidos en zonas geograficas poco
estudiadas hasta el presente. En Colombia, se han realizando varios estudios de
la region HVRI del ADNmt en restos precolombinos de los tres periodos
arqueologicos descritos anteriormente, y sus resultados concuerdan con una
continuidad genética entre los periodos, lo cual permite postular que el origen de
estas comunidades es derivado por cambios microevolutivos (Monsalve et al.,
1996; Fernandez, 1999; Sanchez, 2007; Silva et al., 2008; Casas-Vargas et al.,
2011, 2017; Diaz-Matallana et al., 2016)

Hoy en dia, nuevas tecnologias de secuenciacion permiten obtener genomas
completos como es el caso del mitogenoma, que han permitido esclarecer varias
de las hipdtesis acerca de las migraciones humanas alrededor del mundo,
especificamente en América. Se han logrado obtener mitogenomas completos de
secuencias pre-colombinas de mas de 12.000 afos de antigiedad (Rasmussen et
al.,, 2014). Sin embargo, este tipo de estudios no se han realizado aun en

Colombia en individuos precolombinos.

El presente estudio representa el primer reporte de ADNmt completo de una
comunidad precolombina colombiana. El principal objetivo es mostrar la variacion
genética de los restos Oseos antiguos provenientes de la poblacion muisca,
excavada en los alrededores del Templo del Sol en Sogamoso (Figura 1) e
interpretar esta variacion para dar luces acerca de sus dinamicas y origenes

poblacionales.
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TEGUAS

GUAYUPES

SUTAGAOS

Figura 1. Mapa de Colombia mostrando la localizacion del territorio ocupado
por la comunidad muisca en el tiempo de la conquista espaiola. Tomado de
(Langebaek, 1987).

METODOS

Muestras arqueoldgicas

Se seleccionaron individuos pertenecientes a tres periodos culturales sucesivos: 5
individuos clasificados en el periodo Preceramico datados por ™C dando una
fecha de 7950140 a. P. calibrada de 7040 a 6680 a. C. (Beta-299693), excavados
en el municipio de Floresta-Boyaca; 6 individuos clasificados en el periodo
Formativo datados en 1950130 a. P. (calibrada 1970 a 1960 a. P. (Beta-424514)
provenientes del municipio de Duitama-Boyaca; 1 individuo clasificado en el
periodo Formativo datado en 1826 + 40 a. P. (calibrada 155 a 390 afnos d. C.)
(Beta-129230) proveniente del municipio de Sogamoso-Boyaca en los alrededores
del Templo del Sol; 5 individuos clasificados en el periodo Muisca Temprano
(siglos X-XII d. C.) datados en 1127 = 30 a. P. (calibrada 1175 a 975 a. P.) (Beta-
425959) provenientes de los alrededores del Templo del Sol-Sogamoso; 28

individuos que no poseen datacion directa pero por contexto arqueologico y
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material asociado fueron clasificados en el periodo Muisca (siglos IX-XVI d. C)
provenientes de los alrededores del Templo del Sol en Sogamoso.

Los detalles del contexto arqueoldgico estan dados en el capitulo 3 y en la Tabla
1. Cada uno de los analisis realizados conté con la aprobacién del Instituto
Colombiano de Antropologia e Historia (ICANH), quien es el encargado de dar los
permisos para intervenir material arqueoldgico. El registro de la autorizacion para
la intervencién y movilizacién de las muestras para analisis genético y datacion es
el No. 4795 del afno 2015 (Ver Anexos).
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Sexo

No de Inventario Muestra ID bl\_llat’er!al Excavacion (localidad, afo) Tun_1bal Periodo estimado morfol
iolégico Entierro 6gico
SOG.MON-690025 SOG-MONO025 SM25 Molar Sogamoso-Monquira, 1969 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-860027 SOG-MONO027 SM27 Molar Sogamoso-Monquira, 1986 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-760028 SOG-MONO028 SM28 Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1976 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-750030 SOG-MONO030 SM30 Molar Sogamoso-Monquira, 1975 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-750031 SOG-MONO031 SM31 Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1975 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-810032 SOG-MONO032 SM32 Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1981 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-540037 SOG-MONO037 SM37 Molar Sogamoso-Monquira, 1954 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-540038 SOG-MONO038 SM38 Molar Sogamoso-Monquira, 1954 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-560039 SOG-MONO039 SM39 Femur Sogamoso-Monquira, 1956 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-560040 SOG-MON040 SM40 Femur Sogamoso-Monquira, 1956 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720043 SOG-MONO043 SM43 Femur Sogamoso-Monquira, 1973 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720044 SOG-MONO044 SM44 Molar Sogamoso-Monquira, 1972 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720045 SOG-MON045 SM45 Molar Sogamoso-Monquira, 1972 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720046 SOG-MONO046 SM46 Femur Sogamoso-Monquira, 1972 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720047 SOG-MONO047 SM47 Femur Sogamoso-Monquira, 1972 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-720048 SOG-MON048 SM48  Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1972 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690056 SOG-MONO056 SM56  Diente Anterior ~ Sogamoso-Monquira, 1969 Individual Muisca (siglos X-XVI) IND
SOG.MON-670061 SOG-MONO061 SM61 Molar Sogamoso-Monquira, 1967 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-680064 SOG-MON064 SM64  Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1968 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690067 SOG-MONO067 SM67 Femur Sogamoso-Monquira, 1969 ND Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-580068 SOG-MON068 SM68 Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1958 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-690069 SOG-MONO069 SM69 Molar Sogamoso-Monquira, 1969 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-700070 SOG-MONO70 SM70 Diente Anterior  Sogamoso-Monquira, 1970 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-820072 SOG-MONO072 SM72 Femur Sogamoso-Monquira, 1982 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-600073 SOG-MONO073 SM73 Molar Sogamoso-Monquira, 1960 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-560079 SOG-MONO079 SM79 Molar Sogamoso-Monquira, 1956 Individual Muisca (siglos X-XVI) F
SOG.MON-6000104 SOG-MON104 SM104 Femur Sogamoso-Monquira, 1986 Colectivo Muisca (siglos X-XVI) M
SOG.MON-8400109 SOG-MON109 SM109 Molar Sogamoso-Monquira, 1984 Individual Muisca (siglos X-XVI) M
SOG-MON E-01 SOG-MONE-01 SMO01 Molar Sogamoso-Monquira, 2015 Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * M
SOG-MON E-02 SOG-MONE-02 SMO02 Diente Anterior = Sogamoso-Monquira, 2015 Colectivo Muisca 1127 +30 a. P * F
SOG-MON E-03 SOG-MONE-03 SMO03 Diente Anterior = Sogamoso-Monquira, 2015 Colectivo Muisca 1127 +30a. P * F
SOG-MON E-04 SOG-MONE-04 SMO04 Molar Sogamoso-Monquira, 2015 Colectivo Muisca 1127 +30a. P * F
SOG-MON E-05 SOG-MONE-05 SMO05 Molar Sogamoso-Monquira, 2015 Colectivo Muisca 1127 £30 a. P * F
SOG.MON-560080 SOG-MON080 SM80 Diente Anterior Soaamoso-Monauira. 1956 Individual Formativo 1826+40 a. P. ** M




B-DT-D-08
SIN NOMBRE
B-DT-D-07-D10

BDT-D-10

B-DT-D-11

FLORESTA 430098-A
FLORESTA 430098-B
FLORESTA 430098-C
FLORESTA 430098-E

FLORESTA 430098-F

B-DT-D-08
SIN NOMBRE
B-DT-D-07-D10

BDT-D-10

B-DT-D-11

430098A

430098B

430098C

430098E

430098F

DTO08
DTO1
DTO7
DT10
DT11

FO8A

Fo8B

Fo8C

FO8E

FO8F

Diente Anterior
Femur
Femur
Femur
Femur

Fragmento De
Craneo

Fragmento De
Craneo

Fragmento De
Craneo

Fragmento
Diente

Diente Anterior

Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999
Duitama-Chucua, 1999

Floresta-La Puerta, 1943
Floresta-La Puerta, 1943
Floresta-La Puerta, 1943
Floresta-La Puerta, 1943

Floresta-La Puerta, 1943

Individual
Individual
Individual
Individual
Individual

Individual

Individual

Individual

Individual

Colectivo

Formativo 1950+30 a. P
Formativo 1950+30 a. P
Formativo 1950+30 a. P
Formativo 1950+30 a. P
Formativo 1950+30 a. P
Preceramico 7950140 a

*kkk

Preceramico 7950140 a.

*kkk

Preceramico 7950440 a.

*kkk

Preceramico 7950140 a.

*kkk

Preceramico 7950440 a.

*kkk

*kk

*kk

*kk

*kk

*kk

IND
IND
IND
IND
IND

IND

Tabla 1. Descripcion de las muestras analizadas.
* (calibrada 775-975 d. C. - Beta No. 425959); ** (calibrada 155 a 390 anos d. C. / 1826140 a. P. - Beta-129230); ***
(calibrada 1970 a 1960 a. P. - Beta-424514); **** (calibrada de 7040 a 6680 a. C. - Beta-299693)
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Extraccion de ADN y analisis del mitogenoma

La superficie de los huesos y de los dientes se limpié por inmersién en hipoclorito
de sodio por 20 minutos; luego se agrego etanol por 10 minutos, se dejo secar y
luego se irradié en UV por 5 min cada lado. Cada material 6seo fue pulverizado
usando el molino RETCH MM400®. Se tomaron entre 0,4 y 0,7 g de pulverizado
que fue transferido a tubos estériles de 15 mL y el ADN fue extraido acorde a los
protocolos publicados por Amory et al., 2012. Brevemente, el pulverizado fue
incubado a 56°C en 7 mL de Buffer de Lisis que contiene 0,5 M EDTA, 1% de N-
laurilsarcosil, y 130 yL de proteinasa K (20 mg/mL) por 24 horas. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante fue transferido a Filtros de Amicon®, y se
centrifugd a 4500 g por 40 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 mLy
se agregaron 5 veces mas de Binding Buffer del kit de purificacién MinElute PCR
Purification Kit® (Qiagen®, Hilden, Alemania). Luego se transfirié el contenido a los
tubos de MinElute®. Se centrifugd a 13.000 rpm por 1 min, se agregaron 700 pL de
wash buffer, se centrifugd a 13.000 rpm por 1 min y se repite este paso 2 veces
mas. Luego se dej6é secar la columna centrifugandola vacia a 13.000 rpm por 1
min, el ADN fue eluido con 50 uL de EB Buffer por 5 min y centrifugado a 13.000
rom por 1 min. EI ADN extraido fue guardado a -20°C. Un blanco de extraccién
con agua fue procesado al mismo tiempo con las muestras. Posteriormente se
realiz6 cuantificacion absoluta del ADN mitocondrial siguiendo el protocolo

publicado por Niederstatter y cols (2007).

Secuenciamiento de Nueva Generacion

El mitogenoma completo fue amplificado por PCR usando primers que generan
amplicones en reacciones separadas, se generan 162 amplificaciones de un
tamano alrededor de 175pb de largo. Las librerias fueron preparadas usando el kit
the HID-lon AmpliSeq™ Mitochondrial Library Prepraration Conservative Method
con el lon Library Quantitation Kit® (Life Technologies®), siguiendo las

recomendaciones del fabricante. El secuenciamiento se realiz6 con un estricto
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control de calidad para los estudios de secuenciacion de mtADN en forense por el
método MPS (por sus siglas del inglés: Massively Parallel Sequencing, o
Secuenciacion Masiva Paralela) realizado en anteriores publicaciones (Parson et
al.,, 2013; Gomes et al., 2015). Las secuencias fueron comparadas con la
secuencias de referencia de Cambridge (rCRS) (Andrews et al., 1999) usando el
software IGV_2.3.60 (Thorvaldsdattir et al., 2013).

Por ultimo, todas las personas involucradas en el trabajo antiguo ADN se
tipificaron genéticamente (secuenciacion HVSI) y comparados con los resultados

obtenidos.

Arboles filogenéticos y tiempos de coalescencia

Se analizaron los nuevos mitogenomas completos junto con 137 secuencias
enteras mitocondriales para el haplogrupo A2, 103 para el haplogrupo B2, 41 para
el haplogrupo C1b, y 46 para el haplogrupo D (D1, D2, D4h3a) (Material
suplementario 1). Nosotros usamos secuencias previamente reportadas en
Genbank y en PhyloTree como grupo externo para cada haplogrupo, asi: El
haplotipo A1 (AP013225) para el haplogrupo A2, el haplotipo B4a1a (DQ372871)
para el haplogrupo B2, el haplotipo C4 (FJ951604) para el haplogrupo C1b y el
haplotipo D4 (JQ704974) para el haplogrupo D4h3a. Inicialmente, un subgrupo de
secuencias fueron seleccionadas para la construccion de la filogenia de todos los
haplogrupos encontrados, empleando una aproximacion de Maxima Parsimonia
(MP) usando mtPhyl® 4.015 software (https://sites.google.com/site/ mtphyl/home),
que luego fue editada teniendo como referencia a PhyloTree® (Build 17) (van Oven
and Kayser, 2009). Luego se realiz6 el alineamiento de las secuencias usando el
programa Geneious® 9.1.5 (Biomatters; available from http://www.geneious.com/)
y ajustado manualmente. Nosotros excluimos los indels y las mutaciones hotspot
comunes en la posiciones 309.1C(C), 315.1C, AC en 515-522, 16182C, 16183C,
16193.1C(C), y C16519T (van Oven and Kayser, 2009).

Los arboles filogenéticos de Maxima Verosimilitud (ML Maximum likelehood),
fueron construidos usando PAUP® 4.0a150 (Swofford, 2002) bajo el modelo
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evolutivo GTR+I+G vy tres particiones: HVS-Il (posiciéon 1-576), HVSII (posicion
577-16023), y codificante (posicion 16024—16569), con 200 réplicas de Bootstrap.
En los arboles construidos para ML se utilizaron todas los individuos incluyendo
las secuencias parciales del mitogenoma completo (Figuras suplementarias S1,

S2, S3, S4); estos datos no se incluyen dentro de la seccion de resultados.

El método Bayesiano estimé los tiempos de coalescencia de cada uno de los
clados A2, B2, C1, D4 que fueron calculados usando Beast® v1.8.3 (Bouckaert et
al., 2014).

Las edades de las secuencias antiguas fueron utilizadas como puntos de
calibracion en el analisis filogenético. Cuando estaba disponible la fecha de
radiocarbono se utilizaba esta fecha. Para la mayoria de las muestras, se utilizé el
punto medio del periodo arqueoldégico como punto de calibracion. Para las
secuencias antiguas previamente publicadas, de las que se conocian las fechas
de datacion, se utilizaron también estos como puntos de calibracion (Tackney et
al., 2015; Llamas et al., 2016). Se aplicé para cada uno de los datos, una corrida
de Cadena de Markov de Montecarlo (MCMC) de 100.000.000 generaciones, con
un muestreo de parametros cada 1000 pasos. Los parametros fueron
monitoreados en Tracer® v1.6.1 para asegurar la convergencias de las corridas
del MCMC y el tamano del muestreo efectivo sea mas alto de 200. A las corridas
se les descartd el 10% como “Burn-in”. Se seleccion6 el modelo sustitucién
GTR+I+R, a partir de un arbol a priori de coalescencia de tamafo constante, y un
modelo de reloj estricto. Nosotros usamos TreeAnnotator® v1.8.3 para producir el
arbol maximo de credibilidad cladistica. Para visualizar los arboles usamos

FigTree® v1.4.2 (tree.bio. ed.ac.uk/software/figtree/).
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RESULTADOS

Diversidad genética en muestras precolombinas.

En un total de 45 muestras seleccionadas, se obtuvieron secuencias de calidad en
39 de ellas (87%) y en 6 de ellas no se obtuvo ninguna amplificacion (13%); entre
estas ultimas, 3 corresponden al periodo Muisca y 3 al periodo Preceramico.

En 22 de las 33 muestras (67%) correspondientes al periodo Muisca se logré un
éxito en la amplificacion cubriendo el genoma mitocondrial en mas de un 99%. En
algunas de las muestras restantes (8) se logré identificar algunas mutaciones que
permitieron asignar el haplogrupo para estos individuos. Entre las muestras del
periodo Formativo solo se logré amplificar una muestra en un 99,98% de su
extension para el genoma mitocondrial practicamente completo. En consecuencia,
faltd secuenciar solamente un 0,2% del ADN mitocondrial total de este individuo,
en la regién no codificante (D-Loop) que va del nucleétido 1 al nucledtido 3,
usualmente representados por la secuencia GAT. En las muestras restantes del
periodo Formativo, a pesar de no contar con la secuencia mitocondrial total,
también se logré hacer la asignacion del haplogrupo. Para las 5 muestras del
periodo Preceramico se obtuvo una baja tasa de amplificacion logrando tan solo
en dos (2) de ellas completar en promedio el 18% del genoma mitocondrial
completo amplificando principalmente la regién D-Loop, lo cual permitié asignar los

haplogrupos correspondientes (Tabla 2).
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Mutaciones adicionales a las diagnédsticas del

ID muestra Haplogrupo Cobertura del mitogenoma (%) haplogrupo
SM25 A2ad 100
SM27 B2d 100 11075C
SM28 A2ac1 99,68 182T 9591A
SM30 A2ac 75,22 9591A 11215T
SM31 A2ad 100
SM32 C1b 78,17 689C 3891G 8260C 13191C 13326C
SM37 D4h3a 100
SM38 A2ad 38,35
SM39 A2ac1 85,67 182T 9591A
SM40 ND NA
SM43 A2+(64) 99,75
SM44 A2ac1 100 182T 9591A
SM45 A2ac1 100 9591A 14791T
SM46 ND NA
SM47 A2ad 100
SM48 A2y 100
SM56 B2d 89,02 1719A 8485A 11914A 11986T
SM61 A2+(64)+@16111 100
SM64 A2ac1 99,37 9591A
SM68 C1b 100 689C 2260C 3891G 7473G 8260C 13191C 13326C
SM67 ND NA
SM69 A2ad 100
SM70 A2ac1 99,93 182T 9591A 12612G
SM72 B2d 100
SM73 A2ad 100
SM79-2 A2ac 25,35
SM104 B2d 100 13928C
SM109 A2ad 100
SMO01 A2ac1 95,99 9591A
SMO02 A2ac1 99,53 9591A
SMO03 A2ac1 99,96 9591A
SM04 A2ac1 100 9591A
SMO05 A2ac1 94,57 9591A
SM80 A2ac 77,05 9591A
DT-05 B2d 99,98
DTO08 B2d 97,33 14739A
DTO1 B2d 93,65
DTO7 B2d 57,28
DT10,1 B2d 68,86
DT11 B2d 84,54
F98E C1b8 17,99 16093C
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FO8F C1b 18,72
F98A ND NA
Fo8B ND NA
FosC ND NA

Tabla 2. Muestras analizadas para el genoma completo mitocondrial. ND: No

determinado; NA: No Amplificado.

Para los analisis del mitogenoma completo se seleccionaron solamente las
muestras que obtuvieran mas del 99% de cobertura del genoma, dando un total de
23 muestras incluidas; 22 de ellas pertenecen al periodo Muisca y una (1) al
periodo Formativo.

En las 22 muestras pertenecientes al periodo Muisca se encontré la siguiente
distribucion de haplogrupos: A2 = 77% (17), B2 = 14% (3) identificando el
subhaplogrupo B2d, C1 = 5% (1) encontrando el subhaplogrupo C1b, D4h3a = 5%
(1). Dentro del haplogrupo A2, se logran diferenciar 5 linajes diferentes: A2ac1 en
una frecuencias de 47%, A2ad en un 35%, A2y en un 6%, A2 (con polimorfismo
64T) 6%; A2 (con polimorfismo 64 y pérdida de 16111) 6%.

El individuo clasificado en el periodo Formativo posee el subhaplogrupo B2d.

Filogenia de haplogrupos mitocondriales

La relacion evolutiva de las muestras colombianas contemporaneas y otras
secuencias completas americanas para cada uno de los haplogrupos estan
ilustradas en las figura 2, 3, 4, y 5. La informacién adicional concerniente al origen

geografico y étnico de cada ADNmt es mostrado en el material suplementario S1.

Haplogupo A2
Todos los individuos clasificados como A2ac1 (8) comparten las mutaciones

diagnosticas para el haplogrupo A2 y adicionalmente, las mutaciones 9055A,
9377G, 9473C, 14687G, 15074C y 16213A el cual define el haplogrupo A2ac1. Un
subgrupo de estas muestras comparten un polimorfismo en la posicion 9591A
compartiendo también esta mutacidn con una secuencia contemporanea de origen
colombiano (Medellin) (Zheng et al., 2012) y Cubano (Behar et al., 2012), en total
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son 10 individuos que poseen esta mutacién en 5 haplotipos diferentes en los
genomas completos. Dentro de estas muestras se encuentra otra subagrupacion
confirmada por el polimorfismo en la posicion 182 en tres (3) de las muestras
estudiadas, y esta la comparten con la secuencia de Cuba (Behar et al., 2012)
(Figura 2).

Por otra parte, el subhaplogrupo A2ad se ha observado principalmente en Panama
(Perego et al., 2012) y Republica Dominicana (Achilli et al., 2008), designado por
los motivos mutacionales en las posiciones 8471, 16175 y 16300. Dentro de este
haplogrupo se observan en la filogenia tres (3) agrupaciones en las cuales se
clasifica el subhaplogrupo A2ad1, el A2ad2, y el otro agrupamiento es
caracteristico por la mutacion en la posicion 16259T, y en este se encuentran las 6
muestras analizadas pertenecientes a este haplogrupo, el cual es compartido con
una secuencia de Republica Dominicana (Achilli et al., 2008). La secuencias
clasificadas como A2ad del presente estudio comparten a su vez polimorfismos en
las posiciones 194 y 8478, y un subgrupo de ellas poseen un polimorfismo en la
posicion 10084 (Figura 2).

Otro subhaplogrupo encontrado es el A2y en una de las muestras; este se
caracteriza por el motivo mutacional en las posiciones 189, 207, 16293 y 16304.
Adicionalmente, este haplotipo posee otras mutaciones en las posiciones 152,
14224, y presenta la pérdida de la mutacion 16223, lo cual lo diferencia al
compararlo con los otros haplotipos descritos de este subhaplogrupo en una
comunidad Waorani considerada hace cinco anos por Cardoso et al. (2012) como

un aislado genético en la Amazonia ecuatoriana.

La secuencia 52 (SM61) presenta pérdida de la mutacion 16111, y comparte el
polimorfismo 5094 con una muestra precedente de origen hispanico (Just et al.,
2008). La secuencia 113 (SM43) posee las mutaciones privadas 417A, 1711T,
8149G, 10325A.
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Figura 2. Arbol filogenético de Maxima Parsimonia (MP) con 137 secuencias completas de ADNmt pertenecientes al haplogrupo A2. Los circulos y los cuadrados representan
individuos con mitogenoma completo, y los nimeros con los que se identifican son los mismos asignados en la Tabla S1. Las mutaciones se muestran en las ramas (relativas a la
secuencia de referencia de Cambridge revisada - CRSr). Los sufijos indican: transversiones (A, G, C o T), deleciones (del), inserciones (ins) y reversiones (@). Las mutaciones
recurrentes son subrayadas. Las variaciones en las posiciones 16519, la presencia de nucleétidos C en las posiciones 309-315, tanto como los indels AC en las posiciones 515-522
no se incluyen en la filogenia. Todas las muestras fueron coloreadas acorde a su origen geografico mostrado en la leyenda. Las edades estimadas por analisis bayesiano son
reportadas en ka (kiloafios o] miles de afos) para los nodos en los subhaplogrupos de interés.



Haplogrupo B2
Los individuos clasificados dentro del haplogrupo B2d se caracterizaron por presentar

la mutacion diagnéstica en la posicion 498del. La secuencia 34 (SM72) perteneciente
al periodo Muisca, comparte el mismo haplotipo con la secuencia 35 (DT-05)
perteneciente al periodo Formativo el cual habia sido datado en 1950+30 a. P.
(calibrada 1970 a 1960 a. P. (Beta-424514). Y a su vez, comparten con secuencias
contemporaneas 36 y 37 pertenecientes a la poblacion Wayuu de Colombia (Tamm et
al., 2007); los individuos 38, 39 y 40 provienen de poblacion de Medellin, Colombia
(Zheng et al., 2012). De las otras muestras del estudio, la 43 (SM27) y la 44 (104)
poseen polimorfismos privados en las posiciones 11075 y 13928 respectivamente
(Figura 3).

Haplogrupo C1b
La muestra clasificada en el haplogrupo C1b posee mutaciones privadas en las

posiciones: 689, 2260, 3891, 7473, 8260, 13191, 13326, estos polimorfismos no son
compartidos con ninguna otra secuencia encontrada para este haplogrupo en el resto
de América (Figura 4), este haplogrupo ha sido encontrado a lo largo de todo América
y ha sido catalogado como un haplogrupo fundador en los nativos americanos
(Gomez-Carballa et al., 2015b; Xavier et al., 2015).

Haplogrupo D4h3a
La muestra clasificada dentro del haplogrupo D4h3a comparte dos mutaciones en las

posiciones 709 y 16319 con una secuencia procedente de poblacién de Veracruz en
México (Perego et al.,, 2009); adicionalmente, comparte 5 mutaciones mas en las
posiciones: 3594, 16023, 16245, 16468 y 16533 con una secuencia suramericana de
procedencia inespecifica entre Brasil, Guyana y Venezuela (Hartmann et al., 2009);
ademas posee una mutacién privada en la posicion 11809 (Figura 5). Este haplogrupo
ha sido descrito a lo largo de la costa Pacifica de Norte a Sur (Perego et al., 2009;
Diaz-Matallana et al., 2016).
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Figura 3. Arbol filogenético de Maxima Parsimonia (MP) con 103 secuencias completas de ADNmt pertenecientes al haplogrupo B2. Los
circulos y los cuadrados representan individuos con mitogenoma completo, y los nimeros con los que se identifican son los mismos asignados en
la Tabla S1. Las mutaciones se muestran en las ramas (relativas a la secuencia de referencia de Cambridge revisada - CRSr). Los sufijos indican:
transversiones (A, G, C o T), deleciones (del), inserciones (ins) y reversiones (@). Las mutaciones recurrentes son subrayadas. Las variaciones
en las posiciones 16519, la presencia de nucledétidos C en las posiciones 309-315, tanto como los indels AC en las posiciones 515-522 no se
incluyen en la filogenia. Todas las muestras fueron coloreadas acorde a su origen geografico mostrado en la leyenda. Las edades estimadas por
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Figura 3. Arbol Filogenético de Maxima Parsimonia (MP) con 41 secuencias completas de ADNmt pertenecientes al haplogrupo C1b. Los
circulos y los cuadrados representan individuos con mitogenoma completo, y los niumeros con los que se identifican son los mismos asignados en
la Tabla S1. Las mutaciones se muestran en las ramas (relativas a la secuencia de referencia de Cambridge revisada - CRSr). Los sufijos indican:
transversiones (A, G, C o T), deleciones (del), inserciones (ins) y reversiones (@). Las mutaciones recurrentes son subrayadas. Las variaciones

en las posiciones 16519, la presencia de nucledétidos C en las posiciones 309-315, tanto como los indels AC en las posiciones 515-522 no se

incluyen en la filogenia. Todas las muestras fueron coloreadas acorde a su origen geografico mostrado en la leyenda. Las edades estimadas por
analisis bayesiano son reportadas en ka (kiloafios o miles de afos) para los nodos en los subhaplogrupos de interés.
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Figura 4. Arbol filogenético de Maxima Parsimonia (MP) con 46 secuencias completas de ADNmt pertenecientes al haplogrupo D4h3a.
Los circulos y los cuadrados representan individuos con mitogenoma completo, y los nimeros con los que se identifican son los mismos
asignados en la Tabla S1. Las mutaciones se muestran en las ramas (relativas a la secuencia de referencia de Cambridge revisada - CRSr). Los
sufijos indican: transversiones (A, G, C o T), deleciones (del), inserciones (ins) y reversiones (@). Las mutaciones recurrentes son subrayadas.
Las variaciones en las posiciones 16519, la presencia de nucleétidos C en las posiciones 309-315, tanto como los indels AC en las posiciones
515-522 no se incluyen en la filogenia. Todas las muestras fueron coloreadas acorde a su origen geografico mostrado en la leyenda. Las edades
estimadas por analisis bayesiano son reportadas en ka (kiloafios o miles de afios) para los nodos en los subhaplogrupos de interés.
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Estimacion del Tiempo del Ancestro Comun Mas Reciente.

Por medio de analisis Bayesiano se calcul6 el Tiempo del Ancestro Comun Mas
Reciente (TMRCA, por sus siglas en inglés), el cual arrojo las fechas aproximadas
de coalescencia de los subhaplogrupos encontrados en las muestras analizadas,
teniendo en cuenta un intervalo de confianza (IC) del 95%, son detallados en la
Tabla 3. Para los haplogrupos C1b y D4h3a, no se logré obtener el TMRCA, ya
que en los analisis bayesianos no se obtuvo un tamano efectivo de la muestra

(ESS) superior a 200, por lo tanto los datos no son congruentes.

~ IC 95% limite IC 95% limite

Clado Edad (Afos) inferior (ARos) superior (Ahos)
A2y 10.490 3.170 17.83
A2ac 11.480 5.260 22.430
A2ac1 5.940 2.270 12.790
A2ac1a* 4.010 1.560 8.330
A2ad 18.060 9.470 26.090
A2ad1 5.870 10 8.740
A2ad2 9.200 10 14.740
A2ad3* 9.750 890 15.500
B2d 7.630 1.900 8.090

Tabla 3. Estimacion de TMRCA de los ancestros comunes de los
haplogrupos encontrados en el presente estudio.

DISCUSION

Siendo la actual Colombia un paso obligado hacia el poblamiento del
subcontinente suramericano los resultados en mitogenomas completos muestran
nuevos conocimientos acerca de los linajes antiguos que dieron origen a la
diversidad genética tanto de nuestro territorio como del resto del continente.

En la distribucion de frecuencias mitocondriales se observa que el haplogrupo A2
es el mas frecuente en estas poblaciones, lo cual es concordante con otros
estudios que se han realizado a partir de regiones mas cortas como el HVRI en
poblacién precolombina también de origen de la macro familia linguistica Chibcha

(Mata-Miguez et al., 2012; Diaz-Matallana et al., 2016), siendo este el haplogrupo
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caracteristico también en comunidades contemporaneas de origen linguistico
Chibcha de Centroamérica (Perego et al., 2012; Mizuno et al., 2014) y Colombia
(Usme-Romero et al., 2013; Xavier et al., 2015), como se describié anteriormente
en el capitulo 2 (Casas-Vargas et al., 2017). Con estos resultados se confirma el
origen comun de estos grupos muiscas precolombinos y otros grupos linguisticos
Chibcha colombianos y centroamericanos, lo cual es concordante con los datos
antropoldégicos (Rodriguez, 2011).

Segun los haplotipos encontrados a partir de los mitogenomas completos el
subhaplogrupo mas frecuente fue el A2ac1. Al realizar la busqueda de otras
secuencias completas en el resto del continente se observo que sélo existen cinco
reportes previos en comunidades contemporaneas, cuatro de ellas en Colombia —
principalmente en el municipio de Medellin (Zheng et al., 2012)-, y una
proveniente de Cuba (Behar et al., 2012). Al realizar los analisis filogenéticos, se
observa un agrupamiento definido por una mutacién en la posicion 9591 en el que
todas las muestras analizadas poseen esta mutacion y lo comparten con otras dos
secuencias previamente reportadas. Esto estaria indicando la necesidad de definir
un nuevo sublinaje que se propone denominar A2acla. Adicionalmente, al
observar las secuencias parciales en las cuales se obtuvo un cubrimiento del
mitogenoma completo menor del 99%, se logré asignar el haplogrupo A2ac en
cinco de ellas, en las que se observa también el polimorfismo 9591A (Tabla 2).

Al obtener los tiempos de coalescencia por medio de analisis bayesiano, se
obtiene que el origen de haplogrupo A2ac surgid hace 11.480 anos; el
subhaplogrupo A2ac1 se origind hace aproximadamente 5.900 afos, y el nuevo
sublinaje A2ac1a es mas joven originandose hace aproximadamente 4.000 afios.
Este es uno de los primeros reportes de los tiempos de coalescencia para el
haplogrupo A2ac y A2ac1.

Adicionalmente a este sublinaje, y a partir de los analisis en mitogenomas
completos, se logran confirmar los hallazgos registrados en el capitulo 3 de esta
tesis, donde se describié como, a partir de analisis en la region HVRI, se observo
un nuevo subhaplogrupo denominado A2ad3, caracterizado por la mutacion en la

posicion 16259. En los analisis filogenéticos del mitogenoma completo se observa
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de nuevo esta agrupacion, compartiendo esta mutacién con otra secuencia
completa que habia sido reportada anteriormente y clasificada como A2ad (Achilli
et al., 2008) y con origen en Republica Dominicana. Al realizar los tiempos de
coalescencia encontramos que el haplogrupo A2ad se origind hace 18.000 afos,
similar a lo encontrado por Perego et al. 2012, donde se obtuvo una fecha de
16.000 afnos (Perego et al., 2012). Los sublinajes descritos por Perego et al. 2012,
son los A2ad1 y A2ad2, con tiempos de coalescencia de 5.000 y 9.000 afos
respectivamente. En nuestros resultados, los tiempos obtenidos para A2ad1 y
A2ad2 fueron consistentes con este reporte (A2ad1: 5.800 anos y A2ad2: 9.200
anos). Segun estos analisis, el nuevo sublinaje A2ad3 se origind hace 9.750 afos,
aproximadamente.

Otro sublinaje interesante del haplogrupo A2 encontrado en el presente estudio
fue el A2y, para el cual se obtuvo una fecha de origen alrededor de los 10.500
anos. Este sublinaje es compartido con otras secuencias completas que provienen
de la Amazonia ecuatoriana, en la comunidad Waorani, la cual es considerada
como un aislado genético. En consecuencia, y en su momento, este
subhaplogrupo habia sido reportado como “especifico” de esta poblacion (Cardoso
et al., 2012).

Para el haplogrupo B2d, se logré6 establecer un posible origen hace
aproximadamente 7.600 anos, similar a lo reportado por Zheng et al. 2012,
quienes obtuvieron una fecha de 6.300 anos por el método bayesiano (Zheng et
al., 2012). En este reporte, estos investigadores definen este haplogrupo B2d
como especifico colombiano, a partir de los datos de los 1000 genomas. En este
repositorio, las muestras que representan a Colombia tienen origen en el municipio
de Medellin. En una publicacion posterior que incluye el analisis de la region
control, se describe este haplogrupo en la poblacién de Panama (Perego et al.,
2012). En una busqueda en otros reportes del continente se encontré la presencia
en menor proporcion de este haplogrupo en México (Gonzalez-Martin et al., 2015)
y Venezuela (Castro-de-Guerra et al.,, 2012). Dentro de este haplogrupo, siete
secuencias comparten el mismo haplotipo, una de ellas (No. 35) pertenece al

periodo Formativo datada en 1950+30 a. P. Otra de ellas (No. 34), fue clasificada
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en el periodo Muisca (siglos X-XVI d. C), y las otras cinco son contemporaneas.
De esta manera se observa una continuidad de los linajes mitocondriales a traves
del tiempo hasta nuestros dias.

Segun los ultimos reportes acerca del poblamiento americano, a partir del
analisis de mitogenomas, se ha postulado que la diversificacion de linajes desde el
paso inicial por el estrecho de Bering ocurrio entre 16.000 y 13.000 afios a. P., y el
tiempo de expansion desde en norte a sur del continente habria tomado alrededor
de 1.400 afos, lo cual es compatible con las evidencias arqueoldgicas y genéticas
encontradas hasta el presente (Llamas et al., 2016). En el contexto colombiano, y
segun los hallazgos del presente estudio, se podria concordar en que los primeros

pobladores entraron a Suramérica atravesando el istmo de Panama a finales del

Pleistoceno, en una sola oleada migratoria,
anos a. P. (Rothhammer and Dillehay, 2009; Cooke et al., 2013; Dickau et al.,
2015). Los Andes Orientales colombianos fueron ocupados por dos posibles rutas:
por el norte, siguiendo los rios Magdalena, Sogamoso y Opon, y extendiéndose
por Santander y Boyaca. Alternativamente, por el valle del rio Bogota, al sur de la
anterior ruta, dispersandose por la region del altiplano Cundiboyasense
(Rodriguez, 2011). Estos primeros pobladores que ocuparon el territorio
boyacense permanecieron en esta region hasta la llegada de los conquistadores,
lo cual se evidencia tanto por material arqueoldgico, en el cual se han encontrado
restos humanos (Floresta-Boyaca) datados aproximadamente 8.000 afios con una

morfologia craneal caracteristica de los Paleoamericanos (Dolicocéfalo).

Adicionalmente,
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cambios ambientales, estas poblaciones podrian haberse aislado del resto del
territorio. Por tal motivo este haplogrupo no habia sido descrito en otras
poblaciones.

Adicionalmente, hay evidencia de asentamiento de otros dos linajes como es el
caso del subhaplogrupo A2ad3 hace alrededor de los 9.000 afios y uno mas joven,
el AZ2acla, hace aproximadamente 4.000 afos, que se expandieron
consecutivamente en el resto del territorio colombiano y en los paises vecinos,
observandose una continuidad genética hasta nuestros dias.

Un buen ejemplo de este hecho es, justamente, la evidencia del subhaplogrupo
A2ac1a tanto en el ADN mitocondrial de la investigadora principal del presente
trabajo como en el ADN mitocondrial de 8 individuos precolombinos de los
alrededores del Templo del Sol, en una region geografica que coincide con el lugar
de origen de la investigadora, cuya familia materna proviene de una poblacion
cercana a Sogamoso, distante solo 15 km del Templo del Sol. A pesar de
pertenecer al mismo subhaplogrupo, el haplotipo de la investigadora difiere

claramente en la posicion 150 de la region hipervariable Il en el asa mitocondrial,

en donde se presenta un polimorfismo C > T.

Estos hallazgos retratan la importancia que tuvo el Templo del Sol en Sogamoso
como principal centro religioso no solo desde los inicios de los muiscas, sino
desde periodos anteriores, al haberse convertido eventualmente en un lugar de
tradicion ancestral desde sus primeros pobladores. Tal y como se puede concluir
del ejemplo citado del subhaplogrupo A2ac1a, la evidencia de esta ancestria

perdura en el genoma de las comunidades de la region.

CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos representan el primer reporte de mitogenomas completos en
muestras antiguas precolombinas en Colombia, permitiendo dar una mayor
resolucion a los analisis en ADNmt y encontrando nuevos conocimientos sobre los
linajes precolombinos: se lograron definir dos nuevos subhaplogrupos que, segun

los datos obtenidos en el presente estudio, pudieron haberse originado en el
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territorio colombiano y, a partir de esta localizacion primaria, haberse dado su
expansion hacia territorios vecinos. Se demuestra asi la importancia de los
territorios precolombinos que hoy limitan las fronteras de Colombia como paso
inicial al subcontinente suramericano, y se sientan bases moleculares para el

analisis de las hipotesis acerca del origen del hombre americano.
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Conclusiones



En el presente estudio analizamos el ADNmt en tres niveles sucesivos de
resolucion. El primero, la resolucion macro, corresponde a los analisis del
polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP) (Capitulo 2) que fueron los
primeros publicados en los afios 90 del siglo pasado en los reportes genético
poblacionales: a partir de ellos se establecieron las primeras hipotesis del origen
del hombre moderno, con base en lo que se denomina hoy como
macrohaplogrupos (A, B, C, D y X, en el caso americano). El segundo nivel de
resolucion de nuestro trabajo, consistente en el analisis de la region control o D-
Loop (Capitulo 3), ampliamente utilizada debido a su tamano relativamente corto
e hipervariabilidad comparada con la regiéon codificante, nos permitié definir la
mayoria de haplogrupos de las muestras precolombinas, sin necesidad de
secuenciar la region codificante. Ademas, en razén a que la mayoria de los
laboratorios de genética cuentan con la facilidad de amplificar y secuenciar este
tipo de fragmentos, se dispone actualmente de una gran base de datos de
diferentes poblaciones en toda América y el resto del mundo. Por ultimo, el nivel
de mayor resolucion, y que corresponde a la secuenciacion del genoma
mitocondrial completo (Capitulo 4), nos permiti6 analizar la totalidad de las
mutaciones presentes en las mitocondrias de algunos individuos precolombinos, y
obtener asi una asignacion mas especifica de subhaplogrupos para cada uno de
ellos.

Al integrar toda la informacion resultante de estos tres niveles de resolucion
metodoldgica y analitica, nosotros logramos mostrar como estaban compuestos
genéticamente los primeros pobladores de esta region (periodo Preceramico), asi
como los representantes del periodo sucesivo (Formativo) hasta el periodo Muisca
inmediatamente anterior a la conquista espafola. Este analisis se hizo con base
en restos humanos hallados en diferentes tipos de excavaciones, con distancias
relativamente cercanas entre si (en promedio de 15Km), es decir que hacian parte

del mismo espacio geografico, pero en diferentes temporalidades. Pudimos asi
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rastrear en el curso de mas de 8.000 anos algunos linajes que dieron origen a la
diversidad genética de estas comunidades precolombinas.

Los tres grados de resolucidon son consistentes partiendo desde los analisis de los
RFLP que nos dieron una primera aproximacion a la distribucién de frecuencias de
los haplogrupos americanos, mostrando que los origenes de la poblacion del
periodo Muisca provenian probablemente de Centroamérica, ya que compartian
ancestros genéticos comunes con poblaciones pertenecientes a la familia
linguistica Chibcha. Adicionalmente a los RFLP mitocondriales, se logré establecer
el sexo de algunos individuos y eventuales relaciones de parentesco por medio de
analisis de marcadores autosomicos.

En el segundo nivel de resolucion, la region control del ADNmt demostré que
cuatro de los cinco haplogrupos fundadores de los nativos americanos se
encontraban presentes en los tres periodos culturales sucesivos (Preceramico,
Formativo y Muisca), concordando con las hipotesis acerca de la continuidad
genética que se establecié en las poblaciones colombianas hasta llegar a los
tiempos actuales. Adicionalmente, se puso en evidencia un nuevo sublinaje
mitocondrial (A2ad3) el cual no habia sido reportado previamente en ninguna
poblacién americana precolombina y el reporte del subhaplogrupo (A2y) que en su
momento se habia reportado como especifico de una poblacion asilada de la
amazonia ecuatoriana.

En cuanto al tercer nivel de resolucién, es decir el de la obtencion de la secuencia
completa del genoma mitocondrial en restos precolombinos, el presente trabajo
corresponde a uno de los primeros reportes de este tipo en Colombia. Gracias a
este tercer tipo de analisis, se lograron definir dos nuevos subhaplogrupos
(A2ac1a y A2ad3) que, segun los datos obtenidos por nosotros, fue un lugar de
asentamiento para estos linajes que posteriormente pudieron haberse expandido
hacia territorios vecinos.

Segun los resultados anteriores, y en funcién la diversidad genética encontrada en
los tres periodos culturales sucesivos proveniente del los alrededores del Templo
del Sol en Sogamoso, se observa que esta era una comunidad muy diversa tanto

culturalmente como genéticamente y que siendo este uno de los principales
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centros religiosos para los Muiscas, sus origenes ancestrales pueden remontarse
desde finales del Pleistoceno e inicios del Holoceno (mas de 10.000 afos de
antigiiedad) a partir de comunidades centroamericanas que atravesaron el istmo
de Panama llegando hasta el valle del rio Magdalena. A partir de este punto,
pudieron subir por dos rutas a los Andes Orientales: a- Por el Norte (valle y cafién
de los rios Sogamoso-Chicamocha y Opdn) b- por el Sur (valle y cafnén del rio
Bogota) extendiéndose por el altiplano cundiboyacense. En la region de
Sogamoso habrian tenido lugar algunos de estos primeros asentamientos, y alli
habrian surgido nuevos sublinajes mitocondriales que se mantuvieron vy
subdividieron en el tiempo a través de las generaciones dando origen a la
diversidad genética encontrada en estos ultimos periodos antes de la conquista.
Después de este evento, y a pesar del cuello de botella genético que significéd la
colonizacion espafola, algunos de estos subhaplogrupos continuarian presentes
en las comunidades actuales de la region. Estos linajes mitocondriales se
expandieron también en otras regiones del territorio colombiano y en territorios
vecinos como Panama, Ecuador, Peru y Venezuela. Otra ruta adicional de
expansion, pudo ocurrir hacia el Norte por Venezuela, logrando atravesar el arco

Antillano, ocupando territorios como Cuba y Republica Dominicana (Figura 1).

Adicionalmente, este estudio es uno de los primeros en el pais en el que se realiza
analisis de la variabilidad genética en restos arqueoldgicos que pertenezcan a tres
periodos culturales sucesivos dando una perspectiva temporal y espacial de las
poblaciones precolombinas de los Andes Orientales, segun nuestros resultados a
nivel genético indican que la heterogeneidad morfolégica de estas comunidades
fueron producto de procesos microevolutivos in situ, como los cambios
ambientales ocurridos principalmente en II-I milenio a. C, la seleccién natural,
domesticacion de plantas como el maiz que permitié el crecimiento demografico,
procesos de deriva genética en pequenos grupos, y el flujo génico entre varias
regiones acompafado por el intercambio comercial, dieron origen a la diversidad

genética encontrada en estas poblaciones precolombinas.
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Figura 1. Modelo de asentamiento y expansion de los linajes presentes en el
Templo del Sol. Asentamiento poblacional en los Andes Orientales, dando origen
a nuevos linajes, expansion al territorio colombiano y paises vecinos (Ecuador,
Peru, Venezuela, Panama Cuba y Republica Dominicana).
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