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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el de deter-
minar in vitro el haplogrupo de la region hipervariable
| (HVR-I) del ADN mitocondrial (ADNmt) obtenido
a partir de una muestra dental perteneciente a un
individuo asociado a la comunidad de los Paracas,
hallada por Jorge Reynolds en los afios 60 del siglo
XXen Ica (Peru). Gracias a esta tipificacion molecular,
hemos podido contribuir a la informacién arqueologica
y antropologica ya registrada para esta poblacién
peruana de mas de 2000 afios de antigliedad, de-
terminando su linaje materno y su vinculo con otros
pobladores nativos americanos en la region.

Palabras clave: Paracas, ADN mitocondrial, Ha-
plogrupos, Pre-Colombino, Peru.

ABSTRACT

The aim of the present study was to determine in
vitro the haplogroup of the hypervariable region | (HVR-
) of mitochondrial DNA (mtDNA) obtained from a dental
sample belonging to an individual associated with the
Paracas pre-Columbian community, which was found
by Jorge Reynolds in the XXth century in Ica (Peru).
We were able to contribute new and complementary
information to archaeological and anthropological data
already registered for this Peruvian population who
lived more than 2000 years before the present, deter-
mining his xmaternal lineage and linking him to other
contemporary Native American peoples in the region.

Key words: Paracas, mitochondrial DNA, Pre-
Columbian, Haplogroups, Peru.
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INTRODUCCION

América fue el ultimo continente en ser colo-
nizado por los humanos, y los datos moleculares
que proporcionan los distintos sistemas genéticos
(Schurr & Sherry 2004) han sido ampliamente
empleados para arrojar luz sobre las rutas, los
horarios de llegada y la dispersién humana en el
Nuevo Mundo (Achilli et al. 2008).

Los datos del ADN mitocondrial (ADNmt) han
sido utilizados extensivamente para entender la his-
toria de las poblaciones humanas (Fagundes et al.
2008, Melton et al. 2007, Hernstadt et al. 2002). La
secuenciacién directa de la region control del ADNmt
en combinacion con los RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) han permitido analisis com-
plejos de polimorfismos del ADNmt en poblaciones
humanas (Bermisheva et al. 2003). Incluso, el estudio
de las secuencias completas del ADNmt de nativos
americanos ha permitido a los investigadores exami-
nar la variacion del ADNmt en el Nuevo Mundo con
un mayor poder de resolucion (Tamm et al. 2007).

Apartirde la tltima década del siglo XX, la totali-
dad de los ADNmt reportados en nativos americanos
podrian remontarse a cuatro haplogrupos principales
de origen asiatico compartidos por las poblaciones
de Norte, Centro y Sur América (Torroni et al. 1993).
Estos haplogrupos fueron nombrados inicialmente
A, B, CyD, yahora se denominan A2, B2, C1y D1
(Achilli et al. 2008, Bandelt et al. 2003). Posterior-
mente, un quinto haplogrupo ahora conocido como
X2a fue descrito en los nativos americanos, pero su
distribucion geografica se limita a ciertas poblaciones
amerindias de Norteamérica y a poblaciones en el
norte de Europa, lo cual ha sido interpretado como
una eventual evidencia de un poblamiento temprano
de origen europeo (Reidla et al. 2003).

A pesar de una larga historia de sociedades
complejas y pese a una riqueza lingUistica actual y

gran diversidad étnica, relativamente pocas pobla-
ciones han sido analizadas en Pert desde el punto
de vista de la genética de poblaciones (Lewis et
al. 2007, Lewis et al. 2004, Fuselli et al. 2003). Se
han reportado solamente algunos estudios sobre
ADN antiguo de poblaciones peruanas, tal como un
trabajo concerniente a la evidencia del ADNmten la
secuencia de rituales del sacrificio de nifios incas
(Wilson et al. 2007), o recientes analisis de ADN
antiguo que involucran poblaciones de indigenas
paracas (Fehren-Schmitz et al. 2010, Fehren-
Schmitz et al. 2011). De acuerdo con el primer
estudio de Fehren-Schmitz y colaboradores (2010),
las frecuencias de los haplogrupos mitocondriales
encontradas en los paracas fueron ordenadas de
mayor a menor, asi: D> C>B > A.

MATERIALES Y METODOS

Prevencion de contaminacion

Para la tipificacidbn mitocondrial de esta mues-
tra se emplearon protocolos implementados en el
Laboratorio de Genética Humana de la Universidad
de La Sabanay el Instituto de Genética Humana de
la Pontificia Universidad Javeriana. Se deben tener
presentes, en este tipo de muestras, los criterios de
autenticidad establecidos para ADN antiguo (Gilbert
et al. 2005, Hummel 2003, Jara et al. 2010, Casas-
Vargas et al. 2010), los cuales se deben ajustar a las
siguientes recomendaciones: a) Manipular el material
6seo con guantes nuevos e independientes para
cada muestra, previamente lavados con hipoclorito
de sodio al 5% y, asi mismo, usar ropa protectora;
b) Emplear material estéril para cada procedimiento
(extraccién, amplificacion y secuenciacion); c) In-
cluir controles negativos en las amplificaciones; d)
Secuenciar el mismo fragmento del ADNmt de los
investigadores que estuvieron en contacto directo
con el material éseo, y e) Confirmar la reproducibi-
lidad de la secuencia en otro laboratorio.
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Pre-tratamiento de las muestras dentales

LaFigura 1, ilustralos pasos del tratamiento de las
muestras dentales antes de proceder a la extraccion
de ADN. De acuerdo con el protocolo por Kalmar et
al. (2000), se sugiere la eliminacion de la superficie
externa antes de la limpieza general. Sin embargo,
se ha observado que las muestras dentales antiguas
que se han venido trabajando en el Laboratorio de

1. Muestras dentales antiguas

@

2. Lavado 1: Hipoclorito de Sodio 5%
+H20dd + cepillo dientes limpio

4

3. Secado en bloque seco 45°C
x 15 min.

9

4. Remocién de capa externa mediante
lija esteéril

9

5. Lavado 2: Hipoclorito de Sodio 5%
+H20dd + cepillo dientes limpio

@

6. Secado en bloque seco 45°C
x 30 min.

9

7. Exposicion bajo Luz U.V.
X 15 min.

9

8. Pulverizacion con mortero
de acero

@

9. Traspaso de pulverizado a tubo
de microcentrifuga 2.0 ml estéril

Figura 1. Diagrama de flujo que indica
el pretratamiento de la muestra dental precolombina

Genética Humana de la Universidad de La Sabana,
requieren de una primera limpieza externa antes de
remover la capa superficial y una segunda limpieza
luego de esta remocidn, por la presencia de impure-
zas (Figura 1). Cabe aclarar que para el uso con el
mortero de acero, la muestra se encuentra protegida
en doble bolsa estéril (luz U.V.) resellable para evitar
el contacto directo con el mortero y de esta forma
contrarrestar la eventual contaminacion.

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

El protocolo consiste en una extraccion salina,
el método aqui empleado es adaptado de Silva et
al. (2008)y Jara et al. (2010). El pulverizado a partir
de diente se coloca en un tubo de micro-centrifuga
estéril de 2ml y se adiciona una solucién compuesta
por: 650ul de buffer de lisis celular (EDTA0,5M, pH
8,0 y SDS al 10%) y 200ul de proteinasa K (0,75
mg/ml). La reaccién se incuba durante 48 horas en
bafio serolégico a 56°C con agitacion intermitente
(vortex) el mayor tiempo posible. Posteriormente se
hacen dos lavados sucesivos del tejido para remover
el componente proteico mediante precipitacién con
120ul de acetato de amonio [10M]. A continuacién se
precipita el ADN con 600ul isopropanol 100% frio.
EI ADN se resuspende en un volumen de 40-50pl
de agua destilada y desionizada estéril (H,0dd) y
es conservado a -20°C (Figura 2).

A continuacién, se realiza una purificacion del
ADN con un estuche comercial compuesto de colum-
nas de silica (Figura 2). La ventaja de este método es
que elimina posibles inhibidores de PCR y sustancias
humicas. Conforme con Lee et al. (2010), las colum-
nas de silica influyen positivamente en extracciones
efectivas de ADN a partir de restos 6seos antiguos.

ElI ADN extraido a partir de un colmillo prove-
niente de un craneo precolombino trepanado que
esta registrado en la coleccion particular de Jorge
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Reynolds, fue purificado y diluido en diferentes
alicuotas, y éstas se utilizaron para amplificar la
region HVR-I del ADNmt.

Amplificacion ADN mitocondrial

Inicialmente se emplearon un par de inicia-
dores que amplifican una gran parte de la region
hipervariable | (427pb) pero se obtenian productos
inespecificos. Por tal razén, se empled otro par de
iniciadores que amplifican un fragmento de 229pb,
un tamano de fragmento con mayores posibilidades
de ser amplificado, puesto que el ADN antiguo
tiende a encontrarse fragmentado. Estos ultimos
iniciadores (Silva et al. 2008, Vigilant et al. 1989)
fueron: a) L16209: 5-CCATGCTTACAAGCAAGT-3,
yb)H16401: 5-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3'.

La reaccion de amplificacion (Buffer 1X Bioline®,
2,0mM MgCl, Bioline®, 0,2mM dNTPs, 0,3uM de
cada iniciador y 1,0 U/ul de Taqg polimerasa Biolase
(Bioline®) en un volumen final de 25 pl) con 3 pl del
ADN aislado es sometida a 33 ciclos de desnaturali-
zacién a 95 °C por 1 minuto, anillamiento a 55 °C por
1 minutoy elongacién a 72 °C por 1 minuto (Figura 2).

Posteriormente se realizd una corrida electrofo-
rética en gel de agarosa en carriles independientes,
con sus respectivos controles negativo y positivo,
en el siguiente orden: Carril 1: ADNmt paracas
purificado; Carril 2: ADNmt paracas purificado y
diluido 1/10; Carril 3: ADNmt paracas purificado y
diluido 1/50; Carril 4: ADNmt paracas purificado y
diluido 1/100; Carriles 5y 10: Marcador de pesos
moleculares Hyperladder Il (Bioline®); Carril 6:
ADNmt paracas purificado y diluido 1/150; Carril
7: Control Negativo (sin ADN); Carriles 8 y 9:
Controles positivos 1 y 2 (ADNmt contemporaneo
post-extraccion Chelex 10%) [Figura 3].

Los productos de PCR fueron verificados en
geles de agarosa al 1.5%, tefiidos con sybr safe

1. Protocolo extraccion de ADN genémico
<extraccion salina> adaptado

@

2. Cuantificacion de ADN (Espectorfotémetro
Biophotometer Eppendorf®

g

3. Purificacion de ADN
Power Clean™ DNA Clean-up Kit Mo Bio®
(Columnas de silica)

A 4

4. Amplificacion Mitocondrial (HVR-I):
Iniciadores especificos
Termociclador Axygen® Maxygene

@

5. Verificacion de amplificacion mediante
electroforesis (gel de agarosa 1,5% + marcador
de peso moleclar)

9

6. Secuenciacion Automatica

9

7. Alineamienot de secuencias con rCRS
(Secuencia de referencia revisada de Cambridge)

4

8. Determinacion Haplogrupo Mitocondrial

Figura 2. Diagrama de flujo que sefiala cada uno de los
pasos necesarios para la determinacion del haplogrupo
mitocondrial a partir del aislamiento del ADN gendmico.

(Invitrogen®), observados en un transiluminador de
luz U.V., y fotografiados con camara digital.

Determinacion de las Secuencias de ADNmt

Los productos de PCR son purificados y se-
cuenciados en un Analizador Genético ABI 3730XL
(Macrogen, Korea). Para la determinacién del ha-
plogrupo mitocondrial, las secuencias fueron anali-
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zadas mediante el alineamiento con la secuencia de
referencia revisada de Cambridge —rCRS- [Andrews
et al. 1999, Anderson et al. 1981] con el programa
SeaView v.4 (Gouy et al. 2010) y revision de los
electroferogramas respectivos con el uso de Chromas
v.2.33 (Copyright ©1998-2008 Technelysium Pty Ltd).

RESULTADOS

Una vez extraido y amplificado el ADN prove-
niente de un resto dental precolombino a través
de los métodos descritos, se obtuvo una banda
compatible con el tamafo esperado de 229 pares
de bases (Figura 3). Este producto de amplificacion
molecular fue enviado a secuenciacion, con el fin
de determinar el haplogrupo mitocondrial corres-
pondiente a este individuo de cerca de 2000 afios
de antigliedad. En la Figura 4 se puede apreciar
una seccion del electroferograma obtenido en el
proceso de secuenciacion del ADN precolombino
amplificado, que incluye los nucleétidos 16191 a
16217. Una vez identificada la secuencia de este
fragmento mitocondrial, se procedi6 a la asigna-
cion del haplogrupo mitocondrial correspondiente,
teniendo en cuenta las mutaciones diagnésticas
descritas en Diaz-Matallana & Martinez-Cruzado
(2010) y Achilli et al. (2008).

300 bp
200 bp
100 bp

300 bp
200 bp
100 bp

Figura 3. Visualizacion de ADNmt de una muestra
precolombina de la cultura Paracas del Peru.

En la Tabla 1 se puede apreciar el haplogrupo
obtenido a partir de la muestra procesada en el
presente estudio, el cual fue comparado con otros
haplogrupos reportados por Fehren-Schmitz et al.
(2010) para individuos provenientes del mismo

!
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Figura 4. Electroferograma de la secuencia obtenida en el ADNmt de un individuo de la cultura Paracas.
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periodo y cultura. En la Figura 5 se incluye la
representacion de la filiacion de los individuos
analizados hasta el momento de este trabajo, bajo
el esquema de una red filogenética de haplotipos
pertenecientes al haplogrupo B, construida con el
programa Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd).

Se obtuvo una banda compatible con el tamafio
esperado (229 pb), que fue enviada a secuenciacion
con el fin de determinar el haplogrupo mitocondrial
correspondiente a este individuo de cerca de 4000
afos de antigliedad. Para la asignacion del haplo-
grupo mitocondrial se deben tener en cuenta mu-
taciones diagnésticas, descritas en Diaz-Matallana
& Martinez-Cruzado (2010) y Achilli et al. (2008).

Tabla 1. Haplogrupos mitocondriales reportados hasta
la fecha en individuos Paracas

> ||| || > ,
Muestra | & IR IR IR IR IR Referencias
TN || s ||| N
Andrews
rCRS c|T|CcC|]C|C|T et al. 1999
PA-B1 . C . . . . 1
PA-B2 . C . ) T . 1
PA-B3 . C . . . . 5
PA-B4 . C ) ) ) . 2
Fehren-
PA-B5 . C . . . . 1 | Schmitz
etal. 2010
PA-B6 . C ) . . . 1
PA-B7 . C . . . . 4
PA-B8 . C ) . . . 1
PA-B9 . C . . . . 2
PACA | T |c| .| . | . | . |1 |Presene
estudio
Silva
PHERRE | . C| T . . . 6 et al. 2008

Figura 5. Red filogenética de haplotipos correspondientes
al haplogrupo B.

DISCUSION

El presente trabajo muestra la extraccion,
amplificaciéon y secuenciacion exitosas del ADN
mitocondrial obtenido a partir de un diente perte-
neciente a un individuo de la cultura de los paracas
en el Peru precolombino. El linaje materno del
individuo analizado corresponde al haplogrupo B,
uno de los méas antiguos en América. La tipificacion
exitosa del ADN de cerca de 2000 afios de antiglie-
dad permite concluir que el haplotipo mitocondrial
de este individuo particular no corresponde con
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ninguno de los haplotipos reportados hasta el mo-
mento en esa misma cultura, convirtiéndose asi
en marcador privado de un linaje materno nuevo
entre los paracas. La importancia de este hallazgo
consiste en que, a pesar de las particularidades
nucleotidicas registradas en la presente tipificacion
individual, se puede establecer la relacion estrecha
de este haplotipo privado con los demas haplotipos
hallados por Fehren-Schmitz et al. (2010). Esta
relacion revela un ancestro comun relativamente
reciente entre los individuos pertenecientes a la
cultura de los paracas que han sido reportados
hasta el presente, configurando asi un eventual
efecto fundador en los pobladores de esta regién
a partir de inmigrantes muy tempranos, y muy poco
diversos, en el continente americano.
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