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1. INTRODUCCION

La investigacion arqueoldgica de las formas de adaptacion de las
poblaciones humanas al medio ambiente de la Depresion Momposina en
Colombia, ha evidenciado la construccion de una obra de infraestructura
hidraulica de mas de 500.000 h., por las poblaciones humanas que
habitaron la region entre los siglos IX A.C. a X D.C. Este sistema de canales

y camellones permitia la conduccion del agua en épocas humedas y su
almacenamiento en épocas secas, lo que hizo posible el aprovechamiento
anual de latierraparala  produccién de alimentos a partir de la agricultura,

la pescay la caza de mamiferos, aves, reptiles y anfibios mediante un manejo
integral de los sistemas hidrobiologicos (Plazas & Falchetti, 1987; Plazas et

al., 1988; Plazas et al., 1993; Rojas -Mora & Mo ntejo -Gaitan, 1999; 2015;
Rojas-Mora & Florez -Correa, 2023). La identificacibn taxonémica de
especies de plantas y animales en los contextos arqueolégicos del
Caribe colombiano y la Depresion Momposina se ha basado Unicamente en

la comparac i6n de caracteres osteol6gicos con colecciones contemporaneas
de referencia, haciendo necesaria la incorporacién de los avances de la
arqueobiologia del siglo XXl y la taxonomia integrativa en la identificacién

de especies mediante distintas fuentes de e videncia como la variacion
geografica, morfolégica y genética, vinculando herramientas analiticas como

la paleogenética molecular (Flérez  -Correa, 2023).

EL ADN paleoambiental o ancestral (ADNa) hace referencia al ADN derivado

de plantas, animales, hongos, bacterias y otros microorganismos asociados

al medio ambiente ocupado por los seres humanos en el pasado, que dejaron
registro fisico y molecular en los contextos arqueoldgicos. La identificacion
taxondmica de las especies a partir de sus caracteristicas genéticas ha
posibilitado el refinamiento de las técnicas basadas en datos morfolégicos,
morfométricos e histolégicos, contribuyendo de esta manera al est udio de la
paleodieta de poblaciones humanas antiguas, los simbolismos de los
animales en rituales funerarios y ceremoniales, asi como la reconstruccién

de los paleoambientes donde habitaron los seres humanos en el pasado
(Oosting et al., 2018).

El inicio de la investigacion del ADN ancestral parte de los trabajos de
Higuchi et al. (1984) sobre la clonacion de ADNa de Quagga, un équido
extinto, y de Paabo (1985), sobre la secuenciacion de ADNa de una momia
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egipcia, publicados en la revista Nature. Rapidamente se dio un incremento

en el tipo de tejidos estudiados y la antigiiedad de las evidencias. Asi, se
publicaron estudios con muestras de millones de afios de antigtiedad sobre
insectos preservados en ambar (D  eSalle et al. 1992) y huesos de dinosaurio
(Woodward et al. 1994). Mas adelante, se demostré que estos hallazgos
correspondian a contaminaciones con ADN moderno. Es asi como se
comienzan a establecer criterios de autenticidad en el campo de estudio del
ADNa. Paabo et al., (1988) plantearon que la imposibilidad de amplificar
fragmentos grandes en extractos de ADNa, podria ser un criterio adicional

de autenticidad, que después pasé a conocerse como el criterio de la
conducta molecular apropiada. El primer con junto integrado de criterios fue
propuesto por Handt et al., (1994). Mas recientemente, Paabo et al., (2004)
plantean una seleccion relativa de criterios de autenticidad de acuerdo con

la naturaleza y caracteristicas de las muestras que incluyen la aplicac i6n de
protocolos técnicos de bioseguridad durante el proceso de excavacion,
recuperacion, transporte y manipulacion de las muestras en el laboratorio
para evitar la contaminacion del ADN ancestral con ADN moderno humano

0 de otras especies.

En el caso particular de la Depresiéon Momposina, una region con un clima
tropical estacional himedo -seco y un régimen bimodal de lluvias que
inundan periddicamente la region (Koeppen, 1948), es necesario enfocar la
investigacion paleogenética al abordajet  afonémico de ADNa degradado ya
gue en los ambientes tropicales es frecuente la fragmentacion de las
biomoléculas debido a las condiciones de precipitacion y las altas
temperaturas (Grealy et al., 2015; Florez -Correa et al., 2024). A suvez, en
los ambient es acuéticos se da la exposicion del material genético a distintos
componentes quimicos que causan su acidificacion y oxidacion, generando
modificaciones moleculares en las secuencias (Calderon -Ordofiez, 2017).
Por estas razones, el uso de técnicas biomolec  ulares para la identificacion
de especies en contextos arqueoldgicos de zonas tropicales y subtropicales

ha sido poco frecuente debido a la escasa preservacion del ADNa.
Puntualmente en el Neotropico los estudios pioneros se han llevado a cabo

en muestras arqueoldgicas de mamiferos (Hollos, 2016; Gasco & Metcalf,
2017; Rabinow, 2020), plantas (Zuiiga, 2017), peces (Florez -Correa et al.,
2024), y no se registran en aves, reptiles, anfibios, hongos o bacterias (Rojas -
Mora & Florez -Correa, 2023).
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En este proyecto que hace parte del Programa de Investigacion de la
Depresion Momposina - PIDMO, adscrito a la Universidad de Antioquia y
dirigido por el arquedlogo Sneider Rojas Mora , Se plantea la necesidad de
implementar un protocolo de excavacion disefiado para la recuperacion de

ADN paleoambiental en contextos arqueoldgicos de la Depresion Momposina

y el Caribe colombiano, que pueda ser aplicado en otros contextos
arqueologicos del pais. Asi mismo, se propone la creacion de un banco de
tejidos y ADN ance stral , a ser desarrollado en el Laboratorio de Arqueologia
de la Universidad de Antioquia para la conservacion del patrimonio
paleogenético de los sitios arqueoldgicos de la Depresion Momposina. Esta
apuesta pionera garantizar  a la posibilidad de preservar el material genético
para futuros estudios paleogendmicos, reconstrucciones filogenéticas,
clonacién bacteriana del ADN ancestral y determinacion de mutaciones y
cambios microevolutivos en los seres vivos que permitan comprende rel
impacto histérico de los  seres humanos en el medio ambiente y contribuir a

la conservacion actual de especies amenazadas y en peligro de extincion, a

la seguridad alimentaria de las comunidades riberefias y al equilibrio
ecoldgico de los ecosistemas

La investigacion del patrimonio paleogenético (ADN ancestral) de los
paleoambientes en contextos arqueoldgicos, es un campo reciente que ha
revolucionado la forma de entender las sociedades humanas del pasado y

las problematicas de conservacion de la biodi versidad en el presente, al
aportar una valiosa fuente de informacién sobre las variaciones genéticas a
través del tiempo y las respuestas moleculares de los seres vivos a los
factores antropogénicos y al cambio medioambiental (Oosting et al., 2019).

De igual forma, se posiciona como una herramienta para la identificacion
molecular de especies en contextos arqueoldgicos, aportando al
fortalecimiento de la investigacion zooarqueoldgica y arqueobioldgica en
Colombia (Rojas -Mora & Florez -Correa, 2023). La inve stigacion
paleogenética en contextos arqueoldgicos del pais se encuentra en una etapa
incipiente y exploratoria. En ese sentido, el desarrollo de un protocolo de
excavacion arqueologica enfocado en la recuperacion de ADN
paleoambiental de la Depresibn Momp  osina tendria un impacto social y
cientifico en la conservacion del patrimonio paleogenético de esta
importante zona arqueoldgica de Colombia.
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2. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la biodiversidad de la arqueofauna acuatica preservada en
plataformas de vivienda asociadas al antiguo eje del rio San Jorge y
conformar un banco de ADN paleoambiental proveniente de los contextos
arqueoldgicos de la Depresion Momposina.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Disefar e implementar un protocolo de excavacion arqueoldgica para
la recuperacion del ADN paleoambiental de vertebrados acuaticos
preservados en contextos arqueologicos  de la Depresiéon Momposina.

Determinar la diversidad de especies de arqueofauna y su
aprovechamiento en la paleodieta humana en dos plataformas de
vivienda del antiguo eje del rio San Jorge.

Conservar el ADN paleoambiental de los vertebrados acuaticos
preservados en contextos arqueoldgicos  de la Depresiéon Momposina.

4. AREA DE ESTUDIO

La Depresion Momposina se localiza en el Caribe colombiano entre los
departamentos de Cordoba, Sucre y Bolivar (9° 0 6MN; 74 ° 25V), ubicada por
debajo de los 200 m de altitud. En este delta interior se da la fusi on de los
rios Cesar, Magdalena, Cauca y San Jorge, con un flujo de 2.200 m3s T1,
donde convergen cercadel 80% delasci  énagas de laregi 6n (Jim énez-Segura
et al., 2016). Esta regi 6n permanece inundada durante siete meses al a Ao
entre abril y noviembre, constituyendo una de las m as grandes areas de
inundaci 6n del mundo con una extensi  6n estimada en 10.000 km 2 (Rojas-
Mora & Montejo -Gaitan, 2015) .

El area particular de estudio se circunscribe al antiguo curso del rio San

Jorge en jurisdiccion del municipio de San Marcos, Sucre, donde Rojas -
Mora (2010) determiné las concentraciones de plataformas de vivienda a

partir de sistemas de informacion geogra  fica, de las cuales fue seleccionado

el grupo 8 para la realizacion de una prospeccion sistematica que conduzca

a la localizacion de basureros arqueoldgicos con presencia de restos 6seos
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de fauna para el establecimiento de cortes estratigraficos de mayores
dimensiones.

5. ANTECEDENTESY MARCO TEORICO

Las investigaciones arqueoldgicas llevadas a cabo desde hace mas de

70 afos en la Depresion Momposina (Rojas -Mora, 2022) han
demostrado que las sociedades asentadas en la region modificaron el
entorno mediante la construccidén de un intrin cado sistema de canales de

drenaje hidraulico y camellones de -cultivo, y también ubicaron sus
viviendas  sobre elevaciones artificiales conformadas a partir de la
acumulacion de sedimentos (plataformas de vivienda) al igual que lo
hicieron con sus entierros mortuorios (tumulos funerarios) (Plazas &
Falchetti, 1981, Plazas et al., 1993). En las plataformas de vivienda se

han identificado basureros y fogones con presencia de ceramica, carbon y
arqueofauna acuatica que dan cuenta del uso de estos espacios como
lugares de habitacién (Florez  -Correa, 2023).

En la Depresion Momposina, solo hasta los afios ochenta se introducen los
estudios zooarqueoldgicos y arqueobotanicos (Plazas y Falchetti, 1981,
Plazas et al., 1993), y un estudio paleoecolégico general que da cuenta de

los cambios climéticos entre periodos secos y humedos a lo largo de las
secuencias estratigraficas (Plazas et al.,, 1988). Respecto a las
consideraciones teoricas acerca del tipo de organizacion social que pudo
haber ocupado la zona, se asumio que el medio ambiente debié cumplir un

papel funda mental en la ocupacion y abandono de la region (Plazas y
Falchetti, 1981; Plazas et al., 1993).

Durante los afios noventa del siglo pasado y la primera década del siglo XXI

las investigaciones se enfocaron en la reconstruccién del clima en el pasado

y los usos concretos que se pudieron haber dado a los canales y camellones
gue habian sido descubiertos  en las décadas anteriores. Asi, Plazas et al.,
(1988), Rojas -Mora y Montejo -Gaitan (1999), aportaron evidencias sobre el
uso de estas estructuras descritas por Plazas y Falchetti (1981) y Plazas et
al., (1993).

Mas adelante, Montejo -Gaitan (2008) y Rojas -Mora (2010) se preguntan por
los sistemas econdmicos y politicos de las sociedades que se asentaron en
la region del bajo rio San Jorge, lo que condujo a la consolidacion del
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Programa de Investigacion de la Depresion Momposina, adscrito a la Linea
de Paleoecologia del Grupo Medio Ambiente y Sociedad de la Universidad de
Antioquia, con un interés holistico en el estudio de las trayectorias sociales

y ambientales en la region.

En este contexto implementan estudios zooarqueoldgicos especializados
enfocados en la reconstruccion de las relaciones entre los seres humanos,

la fauna y el medio ambiente del pasado a partir de la identificacion de la
arqueofauna recuperada en los contex  tos arqueoldgicos mediante distintas
lineas de analisis como la osteologia comparada, histologia 6sea y dental,
bioestratigrafia, paleoecologia de vertebrados y tafonomia. Recientemente se

ha implementado una linea de investigacion paleogenética en la regi on a
partir de la recuperacion y amplificacion del ADN ancestral preservado en

las células 6seas de los vertebrados acuaticos identificados en los contextos
arqueologicos de la Depresion Momposina, enfocando los esfuerzos
investigativos en especies amenaza das y en peligro de extincién (  Florez-
Correa, 2018a; Flérez -Correa, 2018b; Flérez -Correa, 2023; Rojas -Mora y
Florez-Correa, 2023; Florez -Correa et al.,, 2024a; Flérez -Correa et al.,
2024b).

Los avances en los métodos de extraccion del ADN, las tecnologias de
secuenciacion y las estrategias analiticas de la bioinforméatica han
contribuido a la investigacién genética de las poblaciones antiguas (Oosting

et al.,, 2019), permitiendo que el estudio del ADN ancestral de los
vertebrados acuaticos acceda a la era de la gendbmica ampliando el abanico

de preguntas investigativas en ecologia evolutiva (da Fonseca et al., 2016) y
accediendo a informacion sobre patrones y procesos historicos complejos
(Hofrei ter et al., 2015).

En tal sentido, la generacion de datos de ADNa con la suficiente resolucion,
recopilados a lo largo de grandes escalas de tiempo, y representados por
muestras arqueologicas bien datadas pueden revelar procesos de
diversificacion pasada (Nielsen et al., 201 7) y eventos de introgresion
(Huerta -Sanchez et al., 2014), al igual que dar cuenta de los cambios en la
variacion genética entre poblaciones histéricas y contemporaneas (Diez -del-
Molino et al., 2018), y evaluar las respuestas a factores antropogénicos y a I
cambio climatico (de Bruyn et al., 2011; Lagerholm et al., 2017).

En esta logica, los andlisis temporales de haplotipos de ADN Mitocondrial,
se han empleado para mapear los cambios en la distribucion biogeogréafica
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de las especies en respuesta a cambios climaticos pasados, en variables
como la salinizacion, temperatura 0 acceso a rutas migratorias (Ciesielski &
Makowiecki, 2005; Splendiani et al., 2016; Wooller et al., 2015). Johnson et

al., (2018) evidenciaron lapé rdida de variacion genética del Salmén Chinook
(Onchorynchus tshawytscha ) de 3000 afios a.P. en la cuenca del rio
Columbia, NW de los Estados Unidos después de la llegada del ser humano

a la region. Olafsdottir et al., (2014) emplearon muestras de Bacalao d el
Atlantico ( Gadus morhua ) de Islandia de 1500 afios a.P. para reconstruir las
tendencias de abundancia de la poblacion, identificando niveles mas altos

de diversidad genética en la poblacion histérica. Metcalf et al., (2012)
utilizaron muestras de Trucha degollada ( Onchorynchus clarkii ) de hasta 155
afos de antigiiedad recolectadas antes de la siembra histérica en América

del Norte y al compararlas con muestras contemporaneas evidenciaron un
historial de extincion del linaje. Estos avances metodoldgicos rec ientes han
revolucionado la capacidad para recuperar y analizar ADNa de peces
contribuyendo a la investigacion de la estructura genética y la historia
demografica de las poblaciones antiguas (Oosting et al., 2019).

Los estudios paleogenéticos y el éxito de la identificacion molecular a partir

de la amplificacion de marcadores genéticos empleando el ADNa extraido de
evidencias arqueobioldgicas que se han preservado durante cientos o miles
de afios en una matriz sedimen taria, depende del tipo de material de
estudio, las condiciones del enterramiento y la manipulacién durante la
investigacion arqueoldgica (Bollongino et al., 2008).

Los tejidos que garantizan una mejor preservacion del ADNa contenido al
interior de las células son los huesos y los dientes que protegen los acidos
nucleicos de la degradacion debido a su robustez fisica y quimica, siendo
los tejidos de eleccion por excel encia en los estudios paleogenéticos. A su
vez, otras aproximaciones han acudido a la recuperacion del ADNa
extracelular ambiental contenido en los sedimentos, que por lo general
presenta mayor degradacion molecular (Taberlet et al., 2018; Dommain et

al., 2020; Yu -Tuan, et al., 2021).

Los componentes minerales de los huesos presentan una organizacion
estructural que proporciona soporte al contenido proteico, excluyendo
fisicamente agentes o0 enzimas extracelulares que son potenciales agentes
degradantes de proteinas. En las células vivas , los procesos de reparacion
enzimaticos garantizan la integridad del ADN. Tras la muerte del organismo,
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se da la ruptura de los compartimentos celulares que contienen enzimas
cataliticas generando la degradacion del material genético (Collins et al.,
2002). ElI ADN se caracteriza por su afinidad con la hidroxiapatita, y su
degradacion se asocia con la pérdida  de cristalinidad de la misma y con la
pérdida de colageno por agentes tafonémicos como la exposicion a la luz, la
humedad, los cambios de temperatura, el pH del sedimento, y la
contaminacion bacteriana y fungica que derivan en la degradacion fisica,
quimi ca y bioquimica del ADN genoémico (Bender et al., 2004).

En ese sentido, los enormes potenciales de la informacion genética
recuperada de las evidencias arqueobiolégicas (ADNa) se enfrentan a
factores como la escasez, la desintegracion y la modificacién molecular del
material genético, a diferencia del estudio d el ADN moderno. La degradacion
del ADN esta determinada por una amplia gama de variables. EI ambiente
acuatico particularmente, expone el material biolégico a una variedad de
componentes quimicos que causan la acidificacion y oxidacion de los acidos
nuclei cos (Hlinka et al., 2002).

Por estas razones, distintos autores han establecido criterios de
autenticidad que conduzcan a una recuperacion adecuada de las evidencias
biomoleculares preservadas en contextos arqueologicos, los cuales
constituyen el objeto de la presente investigacion y estan destinados a
mitigar las problematicas asociadas al estudio del material genético
ancestral como la contaminacién de las muestras con ADN moderno de
seres humanos o de otras especies y la degradaciéon postmortem de las
biomoléculas durante el proces o0 de excavacién y manipulacion de las
muestras. Estos criterios consisten en el control de factores asociados a la
infraestructura y logistica de la excavacién arqueoldgica y de los laboratorios

de investigacion, asi como aspectos propios del disefio experi mental que
incluyen: a) el desarrollo e implementacién de protocolos de excavacion y
recuperacion de ADN ancestral; b) disposicion de éareas de trabajo
fisicamente separadas; c) uso de controles negativos; d) evaluacion de la
conducta molecular apropiada; f ) reproducibilidad; g) clonacion del ADNa;

h) cuantificacion de los extractos de ADNa; i) replicacion independiente; j)
analisis de preservaciéon bioquimica; k) estudio de diferentes restos 6seos
asociados contextualmente; y finalmente, |) los criterios e specificos del
contexto de estudio de cada investigacion particular (Paabo et al., 1988;
Handt et al., 1994; Cooper y Poinar, 2000; Pa&bo et al., 2004)
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1. Tafonomia y preservacion del ADNa
paleoambiental en contextos arqueolbgicos

La preservacion idonea del material genético en contextos arqueoldgicos se
da en condiciones frescas, secas, oscuras, anaerdbicas y ligeramente
alcalinas (Bollongino et al., 2008). EI ADN se caracteriza por su afinidad con
la hidroxiapatita, y su degradacion se asocia con la pérdida de cristalinidad
de la misma y con la pérdida de colageno por agentes tafonémicos como la
exposicidon a la luz, la humedad, los cambios de temperatura, el pH del
sedimento, y la contaminacion bacteri ana y fangica que derivan en la
degradacion fisica, quimica y bioquimica del ADN gendémico. La densidad
mineral 0sea juega un papel determinante en la preservacion de los acidos
nucleicos (Bender et al.,, 2004). Especialmente en climas calidos, las
muestras estan peor conservadas y, por lo tanto, son vulnerables al estrés
térmico y la contaminacién durante la excavacion (Bollongino & Vigne,
2008).

Los enormes potenciales de la informacion genética recuperada de las
evidencias arqueobioldgicas (ADNa) se enfrentan a factores como la escasez,
la desintegracion y la modificacion molecular del material genético, a
diferencia del estudio del ADN moderno. Particularmente los huesos de los
peces son de caracter quebradizo, porosos y muy livianos, lo que
generalmente se asocia con una mala preservacion del ADNa ya que las
moléculas no se encuentran completamente aisladas de su entorno de
depositacion. Star et al., (2017) encontraron que los huesos antiguos de
Bacalao del Atlantico ( Gadus morhua ) de mas de 1000 afios pueden contener
entre un 15 % y un 50 % de contenido de ADN enddgeno.

La descomposicion del ADN esta determinada por una amplia gama de
variables. El ambiente acuatico particularmente, expone el material
biolégico a una variedad de componentes quimicos que causan la
acidificacion y oxidacion de los acidos nucleicos. Por el c ontrario, se ha
demostrado que los suelos densos y arcillosos, pueden conservar bien el
material biomolecular. La composicion de los suelos y sedimentos es
determinante en la preservacion, modificacion o degradacion del material
genético (Hlinka et al., 20 02). En la tabla 1 se dan a conocer los principales
procesos tafondmicos que enfrenta el ADNa proveniente de contextos
arqueoldgicos.
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catal2ticas generando | a degr &dddii -l
al ., 2002) .

La degradaci -n del ADN consiste en
gue une | os par es de bases ni tr
fragmentaci-n de | a secuencia (Hofr

ElI agua es un factor degradati vo ¢
per mite el crecimiento de mi croor
hidrol2ticos y oxidativos del ADN.
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L a acci -n de mi croorgani smos (ba
celul ares y nucleasas presentes en
ruptura de | as cadenas de ADN dest ri
Dom2nguez et anet,abd00Z)rall os compon
hueso, como el col 8geno y el ADN (B

E I aumento de temperatura acel era
proliferaci- -n de mi croorgani smos €
degradaci -n molecular. A su vez, La
|l a cantidad de radicales | i ldrens dgeue

Los suelos 8cidos disuelven el foo
destruyen | a apatita -sea. Los ambi
de piedra caliza y karst) amortigu
§cidos y estabilizan | a apatita -se

Las reacciones hidrol2ticas y oxi

causas m8s notables de | a degradaci
provocar | a fragmentaci n del ADN
medi ante | a destrucci-n de | ek fasth
desoxirribosa. En segundo l ugar , n
glucos2dico de | as bDaskesel owskbgehad

Ladegradaci -n continua del ADN |1 e
cada vez m8s pequefos y eventual me-r
Fox, 2010)

Esta caracter2stica del ADN antigt
|l os m®t odos de an8lisis de |l a gen®t
condiciones particulares del mater.
por |l ongitudes m8xi mas qOuey 03s0cOi |paanr e

nitrogenadas {Fmphk) @OdI0Yeza

Modi fi caci -n Mol ec



A Las modi ficaciones mol ecul ar es S
estructura y composici-n de | as sec
procesos como | as |l esi ones hidro
(FernsSbadmZnguez et al ., 2003).

< Los sitios m8s sensibles a | a hic
corresponden a |l os enlaces fosfodic¢
entre s2, vy |l os enlaces glicos2dico
bases nitrogenadlom?2(ngu enzg2neddedza | ,

A Al interior de hil dsollPesicarses | a
caracteriza ©por l a sustituci-n de
estructura del ADN, reemplazando un
Adenina por una Guanina. Esta desam
en |l os extremosde( 3lda yca®@&na por S 1
(FernS8bhadmZnguez et al ., 2003).

A A su vez, |l as | esiones oxidativas
de | a polimerasa generando secuenci
amplific@Gemz-beres et al , 2017) .

A La rotura de | os enlaces fosfodi ®
cadena de ADN, mi entras que | a de |
p®r dida de | a base nitr og€nlad)a fcoorrn
sitios apur2nicos 0 sin base cem

depurinizaci-n o depiri-bnomdd m@auwe z ne (
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A su vez, l a p®rdida del grupo sa
degradaci -n a wuracilo Este procesc
de falsas timinas en lugar de al gul
| aboratorio modificando el c-digo
2001)

Contaminaci -n

Las principales fuentes de contamina«
son diagui ent es:

ADN ex-gSenodi ferencia del end-geno
provi ene de otros organi smos. Sua)
durante |l a descomposici-n del or g
bacteriano y de otros organi smos
humano) , carroferos y bdedsrcamponkdol
( ADN antiguo de otros vertebr adpwsr atx
|l a excavaci - n, producto de | a mani
per sonal de arqueol og? a d()dADrNa rhtuemaello
en un museo o colecci-n por el per s
( ADN humano adwwah)e lea®8i1i csiasngel
por el personal i nvestigador o] p oI
amplificado con anterioridad en el
(Dani el owski et al., 2023)

|l nhi bi dores &enl auPCRncias present
gue interfieren con | a acci -n de
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amplificaci-n durante | a PCR. Ea)} o
taninos, presentes en semill as, cor
|l as pl bptoss;8ci dos h¥micos y 8cidos
de |l a descomposici -n de lca)p mad @ec ti «
Mai |l l ard, que provocan | a generaci
gue i mpi den de maner a indirecta I

producen cuando un pol 2mero (como ¢
une a otro a trav®scae umt emfl iarciee ma
(Cal d®rdn ez, 2017).

Figura 1. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo  biologia y Zooarqueologia
PALEO-ZOO

2. Criterios de autenticidad del ADN ancestral

Un aspecto crucial en los estudios de ADNa, es contar con los criterios
suficientes de autenticidad que permitan garantizar la confiabilidad de los
resultados. El inicio de la investigacion del ADN ancestral parte de los
trabajos de Higuchi et al. (1984) sobre la secuenciacién de ADNa de Quagga,
équido extinto, y de Paabo (1985), sobre la secuenciacion de ADNa de una
momia egipcia, publicados en la revista Nature. Rapidamente se dio un
incremento en el tipo de tejidos estudiados y la antigiiedad de las evidencias
(Paabo, 1993). Asi se publicaron estudios con muestras de millones de afios
de antigiiedad sobre insectos preservados en ambar (DeSalle et al. 1992;
Cano et al. 1993) y huesos de dinosaurio (Woodward et al. 1994). Mas
adelante, s e demostr6 que estos hallazgos correspondian a contaminaciones
con ADN moderno (Walden y Robertson, 1997; Gutiérrez y Marin, 1998,
sobre los estudios en ambar; y Allard et al. 1995; Hedges y Schweitzer, 1995;
Henikoff, 1995; Zischler et al. 1995, sobre los huesos de dinosaurio).

De esta manera se comienzan a establecer criterios de autenticidad en el
campo de estudio del ADNa. Paabo et al.,, (1988) plantearon que la
imposibilidad de amplificar fragmentos grandes en extractos de ADNa,
podria ser un criterio adicional de autenticidad , que después paséd a
conocerse como el criterio de la conducta molecular apropiada. El primer
conjunto integrado de criterios fue propuesto por Handt et al., (1994). Luego,
Cooper y Poinar (2000) publicaron una lista mas completa y rigurosa. Mas
recienteme nte, Paabo et al., (2004) plantea una seleccion relativa de criterios
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de autenticidad de acuerdo con la naturaleza y caracteristicas de las
muestras incluyendo el criterio del investigador o investigadora.

Ans8lisis eEst e criterio
aboratorifuentes de contaminaci - n

ADN anti gtADN extraz2do
| aboratorios de

nstrumentEste criterio engloba ci
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.‘:\\‘\\_‘h / .
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i Ny =
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aboratori
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f2sicament e separadas C
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por PCR Dichos controles contien
- excepto el ADN de | a mui
cual quier resultado posi
| os mi smos es indicador
ADN contaminante dur an
experiment al

Vi

Correlaci - -n i nver sa enf
amplic-n y | a intensi d.

————— amplificaci-n visualizad
ﬂﬂT% En aquellos casos en 1| o
TR amplificaci-n de | os fra
: ' es similar a | a de nhaoyso
tamafYo el ADN no suel e s
\% Reproduci tRealizaci-n de varias ex
un mi S mo esp®ci men y
amplificaciones por PCR
=E=1=! Este criterio permite de
HBH de una extracci-n y/o an

as? como | a presencorme

gu2micas en el ADN end-g

ans8lisis de di ferentes



Cl

@,

VI IReplicaci
independi e

VI onaci -n

Gooo||
oooaf]

| Preservaci
bi oqu?2 mi cze

Vi

| X Restos asc¢
contextual
Qo

'

probabilidad de ampl i fi
end-genas cuando el rest
una baja cantidad de ADN
Clonaci - n bacteri ana de
amplificaci - -n y secuenc
clones. Esta t®cnica per
heterogeneidad presente
amplificaci-n fuedeatdei
contaminaci-n, modificac
errores de |l a polimerasa
Replicaci-n de todo el P
un | aboratorio independ
pretende el i minar | a
contaminaci - n proceden
| aboratorio no detectada

Ensayos bioqu2micos de ¢

mol ®cul as de | a muestr a.
S i estado de preservaci
suficientemente bueno c
preservaci -n de su ma t
procedi miento am8@8s @& nel a:
| os amino8cidos de | as
total y grado de racemiz
Es necesario aplicar | os
vertebrados del context
evaluar | a correlaci-n e
ADNa.



Culturas 4 ICANH
X Sentido
Filogen® En muestras no humanas:
obt eni dassi mielaamar es a | a de
de | a misma especie o0 a
muestras humanas: comp
secuenci as obteni das C
i nvestigadores/ arque-1| o
Xl Patrones ¢
degradaci -
La secuencia de ADN ant
patrones de degradaci -n
entre s2, como un alto g
alta concentraci-n de su
de | os fragmentos (C>T e

i nvestigacLos cr iatdermpitados por | as
e i nvestigadores son cruci

) @ , )
@;_1 qgui enes mejor conocen el
T'HMQE |l as preguntas, | os objet
= ()= tomar 8§ | a investigaci - -n.
'-;R_*.
W

Figura 2. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo  biologia y Zooarqueologia
PALEO-ZOO

3. Caracteristicas de las muestras arqueobiolbgicas
de interés paleogenético

Las moléculas de ADNa son en si mismas evidencias arqueoldgicas y como
tal, deben provenir de un contexto arqueoldgico claro, bien datado y no de
capas alteradas. La seleccion de muestras arqueobiolégicas para la
investigacion paleogenética es un proceso q ue requiere incluir criterios
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tafondmicos relacionados una buena conservacion y una minima alteracion
diagenética, lo cual no es sencillo de estimar Unicamente con base en la
inspeccidon macroscopica de los espécimenes. Sin embargo, hay algunas
caracteristicas que son indicadoras de bue nas muestras (Bollongino et al.,
2008).

Los tejidos de los vertebrados que garantizan una mejor preservacion del
ADNa contenido al interior de las células son los dientes y los huesos ya que
protegen los acidos nucleicos de la degradacion debido a su robustez fisica

y quimica, siendo los tejidos de eleccion por excelencia en los estudios
paleogenéticos. En general, se necesitan entre 0,1 y 0,5 g de material para

la extraccion de ADN, pero puede requerirse hasta 1 g para muestras mal
conservadas (Llamas et al., 2017). A su vez, otras aproximacione s han
acudido a la recuperacién del ADNa extracelular ambiental contenido en los
sedimentos arqueoldgicos, que por lo general presenta una mayor
degradacion molecular (Taberlet et al., 2018; Yu -Tuan, et al., 2021).

Teji do Teji do Sedi ment
Odontol - Osteol - arqueol

Figura 3. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo  biologia y Zooarqueologia
PALEO-ZOO

Tejido odontoldgico

Especialmente para especimenes humanos, los dientes con raices bien
conservadas demostraron ser Utiles.
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Cuando hablamos de un andlisis de ADN a partir de restos humanos,

se deben seleccionar preferiblemente muestras dentales. Dientes
completos, sin roturas, fisuras ni caries. La coloraciéon adecuada es
aquella que sea lo mas similar posible al color natural d e la denticion,
evitando colores marrones o anaranjados, por ser indicio de presencia

de inhibidores. Las piezas dentales siempre preservan en mayor
medida el ADN que los restos 0seos, por estar formadas en su capa
mas externa por el tejido mas duro del or ganismo: el esmalte (Diez et
al., 2014).

No obstante, existen ciertas circunstancias en las que es preferible
seleccionar restos 6seos en lugar de dentales: fundamentalmente en

el caso en el que Unicamente se dispone de gérmenes dentales (en
individuos de corta edad) o de piezas dentales que no h an completado
su crecimiento, dejando abierto el extremo apical de la raiz, lo cual
puede favorecer la infiltracion de contaminantes y/o inhibidores (Diez

et al., 2014).

+ El esmalte, al ser el tejido mas resistente del cuerpo humano, actia
como protector del ADN que se encuentra en su interior (Gilbert,
2005, en Calderén -Ordofiez et al., 2011).

% El cemento dental también puede ser Util para estudios de ADNa, pero
se necesita mas trabajo para confirmarlo.

% Cuando los tejidos anteriores no estan disponibles, la dentina del
diente es una mejor fuente de ADNa que el resto del esqueleto. Para
las enfermedades que se transmiten a través del torrente sanguineo,

la dentina de las raices de los  dientes también puede ser una buena
opcion. El célculo dental contiene ADN de la comunidad microbiana
oral, que tiene un papel importante en la salud humana (Mays et al.,
2023).

*—Aunque se encuentra cubierto por tejidos protectores, el material
genético del diente no estd completamente aislado, ya que a través de
los canales que hay en la raiz del mismo es posible que se produzca
una contaminacion (Gilbert, 2005).

+ Por ello, las piezas de mayor interés seran los caninos, incisivos,
premolares y por ultimo los molares, ya que éstos tienen varias raices
y son mas susceptibles a la fisuras y al desgaste (Gilbert, 2005).

+ Se debe intentar gue el diente elegido no tenga ninguna fisura o
fractura; ademas debe evitarse escoger dientes muy desgastados en
donde haya una exposicion de la dentina (Gilbert, 2005).

*— Las extracciones dentales deben realizarse preferiblemente con los dedos
enguantados, mediante movimientos suaves y repetidos de lado a lado. Los
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guantes deben cambiarse entre muestras individuales. Las herramientas,
como los alicates, a menudo rompen el esmalte o las raices de los dientes.
Los dientes de raiz Unica, como los caninos y premolares, se pueden extraer
facilmente y son muestras suficien  temente grandes (en comparacion con los
incisivos). Los molares requieren cierta experiencia para su extraccion, pero

a menudo proporcionan la mayor cantidad de material para muestrear
(Llamas et al., 2017).

+ El diente sigue siendo la region anatémica idonea como consecuencia de su
alta conservacién en contextos arqueoldgicos, y la elegida en nuestro caso.
Se debe intentar seleccionar piezas sin fisuras o fracturas, ademas de evitar
coronas muy desgastadas dond e haya una exposicion de la dentina (Heber
et al., 2020).

Tejido osteologico

El tejido 6éseo presenta una composicion organica que constituye cerca del

35% del peso del hueso seco, que incluye proteinas como el colageno tipo |,

la osteocalcina, la osteopontina, la sialoproteina 6sea y componentes
inorganicos que constituyen cerca de | 65% de su peso seco, que incluyen
elementos como el calcio y el fésforo principalmente, al igual que
bicarbonato, citrato, magnesio, sodio y potasio. El fosforo y el calcio se
estructuran en forma de cristales de hidroxiapatita [Ca 10(PO4)6(OH)2], que
configura cerca del 70% de la composicion 6sea, en compuestos como fosfato
calcico, carbonato calcico, fluoruro calcico, hidroxido célcico y citrato. Los
componentes minerales de los huesos presentan una organizacion
estructural que proporciona soporte al contenido proteico, excluyendo
fisicamente agentes 0 enzimas extra celulares que son potenciales agentes
degradantes.

Por ejemplo, los huesos compactos de aspecto fresco o los fragmentos de
hueso con superficies lisas e intactas son indicadores de una buena
conservacion macroscopica (Llamas et al., 2017). Los huesos deben ser
duros, pesados Yy de estructura compacta. Las di  afisis de huesos largos son
preferibles a los huesos porosos y esponjosos como las v értebras, las
escapulas, la pelvis y alguna parte del cr aneo. Los huesos deben mostrar
pocas 0 ninguna grieta y ataque microbiano (visibles como pequefios
agujeros negros y lineas) (Bollongino et al., 2008).

Los huesos corticales fuertes (tibia, fémur) son menos vulnerables a la
contaminacion del ADN debido a su densidad que proporciona una matriz
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cristalina protectora para el ADN endogeno (Campos et al. 2011; Orlando et

al. 2011; Gilbert, Rudbeck, et al. 2005). (Llamas et al., 2017). Los huesos
fragmentados indican una buena conservacién cuando presentan bordes
fuertes y dentados, en lugar de extremos desmenuzables, calcareos y rotos.
(Llamas et al., 2017).

Dada su altisima densidad, se ha demostrado que la parte petrosa del hueso
temporal produce de 4 a 16 veces mas ADN enddgeno que los dientes, y
hasta 183 veces mas que otros huesos (Gamba et al. 2014). Por lo tanto, el
hueso petroso es posiblemente el mejo  r material para los estudios de ADNa.
Ademas, la extraccién del hueso petroso es discreta y no alterara el craneo

para su exhibicién en el museo. El apice de la piramide petrosa se proyecta

hacia la cavidad cerebral y se puede acceder a él a través del for amen
magnum. (Llamas et al., 2017).

A

Sedimentos arqueoldgicos

El sedimento debajo del fosil debe recolectarse por separado en papel de
aluminio y en una bolsa de muestra limpia, etiquetada en detalle y anotada
como muestra de sedimento de ADN. También se debera recolectar una
muestra de sedimento de control de otra p arte de la plaza o nivel de
excavacion siguiendo idénticos procedimientos, anotandola como muestra

de sedimento de control. (Fernandez  -Jalvo & Andrews, 2016).

En la Figura x se presentan ejemplos de algunos de los vertebrados mas
frecuentes en contextos arqueologicos.
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Figura 4. Vertebrados frecuentes en contextos arqueoldgicos de la
Depresion Momposina en el Caribe colombiano. Elaborado por el
Laboratorio de Arqueo biologia y Zooarqueologia PALEO -ZOO

4. Consideraciones necesarias para la toma de
muestras en el estudio del ADNa

Consi deraciones | eg

Dentro del territorio col ombi ano (
Autorizaci -n de |l ntervenci -n Arqueo
Col ombi ano de AntropbCANHapar aHilkaon
intervenciones al patri monio arqueol
de excavaciones arqueol - gi cas, | a
arqueobiol -gicas y |l a reali zascipar a ea

especiali zados C 0mo | a dataci - n
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pal eohi stol -gicos, an8lisis bioqu?2mi
| 2pidos y ADNa, entre otros.
Consideraciones ®ti
La revoluci-n paleogen-mica necesita
rehaga | os valores, |l as relaciones,
pr8cticas del campo (Cortez et al ., =z
De acuerdo con Wagner et al ., (2020)
recomendaciones para una investigaci
con criterios ®ticos:
<~ Consul tar formal mente con | as <con
estudio y socializar | os objetivos
i nvestigaci - n.
< Abordar consideraciones cultural ec
A I nvolucrar a las comunidades y apo
< Desarrollar estrategi as para divei
dat os
< Desarroll ar pl anes de responsabil
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Consi deraciones <ci er

Las siguientes consideraciones prop
garantizan | a preservaci-n del mat el
i nvestigaciones y obtener unos resul:¢t
pl anteados:

Programa de investigaci:-n

S Cual quier an8lisis destructivo de
programa de investigaci- -n coherent
reali sta de hacer avanzar el conoci

A Las cuestiones gue s e abordar 8n
i mportancia arqueol -gi ca, hist-rica
hip-tesis claras.

A Los an8lisis destructivos s-1o0o de
de investigaci -n no pueden aborda
t ®cni cas no destructivas.

S Los i nvestigadores deben tener I
suficiente para realizar el ‘trabajo

< | deal ment e, deberza existir una
trabaj o, pero | os i nvestigadores a
permi so para solicitar financiaci -n
contacto con | o0os curadores sobse ea
sujeto a |l a obtenci - -n de financi ac

l'imitado y no indefinido. Progr ama
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Si |l a viabilidad de wuna t®cnica e
considerar | a posibilidad de realiz
nYmer o de muestras, y el per mi so pa

resul tados

E I muestreo debe mantenerse al m 2
del proyecto. El sobremuestreo, qu
materi al por parte de | os investiga

Se debe hacer expl2zcito el nY¥Yamer o
tama¢fo de | as muestras y | os m®t o
investigadores pretenden extraerl as

La condici-n del el emento que se \
revi sada cuidadosamente para evalua
dafYfos significan que el muestreo co

adicional mente una muestra que ya e

El posi ble efecto del muestreo so
futur a de | os restos es una cuest.
considerar cui dadosament e l a ubi cac

tomar 88§ una muestr a.

Se debe evitar el muestreo de pu
(punt os desde | os cual es s e t oman
i mportantes para inferir el sexo o

A menos que el estudio | o requier
de huesos en estado patol -gico.

Si se va a tomar una muestra de

presente su ant2mero (el diente cor

Las muestras deben tomarse prefer

gue ya est8n incompletos, dafados ¢
t ®cnica requiera espec?2menes intact
Coordinar el muestreo para difere
mi ni mizar | a destrucci - -n.

En el pasado, es posible que se

qgu2micos al hueso arqueol -gico para
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interferir con algunos an8lisis <cie
muestreo en dichas 8reas.

‘ Si corresponde, se debe consider ai
por ejempl o, sobre | a idonei dad d
exhibici-n en un museo.

Buen manteni mi ent o de registros

muestreo. Es esenci al para qgque que
eliminado y de qu® contextos. La na
se conservars8n debe ser acordada egd
investigador como condici-n de acce
nor mal mente | o |l eva a cabo el i nve

Cual quier fragmento o polvo de hue
portaobjetos y muestras de microsco
a |la colecci- -n.

Cual qui er extracto l 2qui do no
general mente permanece en el | abora
debe devolverse. a | a organizaci -n
solicita, y se |l es debe ofr axcer ssei di
ElI uso de estos residuos por parte ¢
a |l os que formaban parte del proyec

expreso.

Programa de mitigaci - n

E I ni vel de mitigaci-n debe ser a
con el investigador cComo condi ci
nor mal mente | a |l eva a cabo el i nve

La mitigaci-n en este contexto sig
registro de | o0os restos que se van
observaciones antes de que se dest
segundo l ugar , poner a di spoisa cantéE
destructivo.

ElI primer el emento puede adoptar
tradicional es (por ejempl o, medi c
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osteol -gicos) , junto con fotograf?
segundo comprende planes para | a ge
del propi o proyecto del i nvestigado
adecuado de registro osteol  -gdeoS8pr
otras cosas, de | a parte que se mue
|l os estudios osteol  -gicos que se ha
gue pretendan | os investigadores ql
gue involucra el tmuwes.treo destruc

Es habitual t omar fotograf?2as an
Adems§8s, puede ser apropiado produc

piezas qgque se van a destruir o real
escaneo-Cii cor a@mbos.

ElI objetivo en estos casos es gene
pi eza gue futuros i nvestigadores
mor f ol -gicos. Cada vez es m8s comYr
mitiguen de esta manera el i mpacto

En |l a prs8ctica, esto se suel e ha
cuando se toman muestras de coronas
al gunos casos con huesos (por ej el
debido a wuna enfermedad). Es neces
resoluci-n de | os escaneos y | a cal
para representar | a pieza que se Ve
fines de investigaci - - n.

A menos que | a exhumaci- -n sea pare
investigaci-n que implique ans8lisi:¢
debe permitir el muestreo en el sit

Las publicaciones que surjan de |
presentarse ante | a organizaci-n qu

Los planes de gesti-n de datos,
al macenamiento y |l a disponibilidad
convirtiendo r8pidamente en una rut
escal a.

Los dat os resul tantes de | os est
totalidad si procede. Una copia de
registro, o bien el acceso a los d

depositarse en | a organi zaci -Elstqouey



Culturas

|l a gesti-n de colecciones y ayudar 8
de investigaci-n que reciba Il a inst
En |l os casos en gue |l os dat os b
publicaci-n acad®mica del trabajo,
modo, la instituci-n titular nor ma
control ar |l a divulgaci-n de | osed?ad
corresponda, tal vez tras un embar g:
gue | o gener - . La capacidad de int e
hast a cierto punt o, reducir | a

destructivos.

X

Los an8lisis de ADN y prote-micos
dat os. Esto puede difundirse median
datos en | 2nea. Estos tambi ®n est §

como formas de difundir otros tipos
Las implicaciones de compartir AD?©!
identificadas requieren una consi de

Figura 5. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo  biologia y Zooarqueologia
PALEO-ZOO

5. Pautas para la planificacion de la excavacion
arqueoldgica

La Depresion Momposina se encuentra bajo la influencia de una marcada
estacionalidad climatica con una precipitacion total que oscila entre los
2000 y 3000 mm anuales y una temperatura media anual de 27.6°C. Esta
region se caracteriza por un periodo secoq  ue va desde finales de noviembre
hasta finales de marzo, por un periodo himedo entre mayo y octubre, asi
como las respectivas épocas de transicion entre ambos limites anuales. Las
mayores precipitaciones se presentan en los meses de junio, julio, agosto,
septiembre y octubre y los meses mas secos suelen ser enero, febrero y
marzo (Edit, 1983; E.O.T. San Benito Abad, 2001 -2009; Herrera, et al.,
2001).
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Con base en estas condiciones ambientales, se hace expresa la necesidad

de realizar el trabajo de campo durante la temporada seca del afio que
coincide con los meses de enero, febrero y marzo, dado que entre los meses

de junio y noviembre es inviable la rea  lizacion del trabajo de campo en la
Depresion Momposina, que se encuentra en condiciones de inundacion que
dificultan el acceso y localizacion de los sitios, cuya excavacion requeriria la
implementacion de técnicas de arqueologia subacuatica que desbordan los
objetivos del proyecto.

5.1 Elementos de bioseguridad y proteccion
personal de las y los investigadores

A continuacién, se dan a conocer los elementos de proteccién personal
necesarias para la implementacion del protocolo de excavacion arqueoldgica
para la conservacién del patrimonio paleogenético y el ADN paleoambiental.

El recolector de muestras de ADN debe utilizar guantes de latex o plastico,
mascarilla y gorro desechable o pafiuelo limpio para la cabeza (Fernandez -
Jalvo & Andrews, 2016).

Guantes desechables: Use guantes médicos desechables durante la
excavacion y al manipular especimenes para proteger las muestras de
contaminantes de ADN humano. Cambie los guantes entre especimenes,
después de tocar el cabello o la cara, o después de tocar elementos comunes
(p. €j., paletas, boligrafos). Usar dos pares de guantes y cambiar el exterior
regularmente es particularmente eficiente, porque ponerse guantes en
manos sudorosas puede ser un desafio (Llamas et al., 2017).

Precauciones opcionales para un efecto maximo: Equipo de proteccion:
ademas de guantes, otros equipos de proteccidn desechables (opcionales)
pueden incluir mascarilla quirdrgica, cobertor/redecilla para el cabello y
mangas para cubrir los brazos (Figura 1) . Si el presupuesto y las condiciones
lo permiten, es deseable una bata quirdrgica desechable limpia o un traje
corporal y gafas (Llamas et al., 2017).
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Figura 6. Elementos de bioseguridad vy proy teccién per sonal. Elaborado
por el Laboratorio de Arqueo biologia y Zooarqueologia PALEO -ZOO

5.2 Instrumentos e insumos para la tomay
almacenamiento de muestras
A continuacién, se dan a conocer los elementos, insumos y herramientas

necesarias para la implementacion del protocolo de excavacion arqueoldgica
para la conservacion del patrimonio paleogenético y el ADN paleoambiental.
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Figura 7. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo
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6. Procedimientos para la toma de muestras
argueobiologicas

A continuacion se presenta  una serie de param etros propuestos (Llamas et
al., 2017 ; Leney, 2006 ; Bollongino et al., 2008 ; Rosas et al.,, 2015. por
distin tos inve stigadores del cam po de studio del AND ancestral, que
permiten realizar un abordaje mas responsible de las evidencias
arque obiolégicas para garantizar la conservacion de las bio molé culas
presents en las muestras paralaimple mentacién de andlisis es pecializados
del material genético ancestra .

X

Cada muest ra debe provenir de un contexto arqueoldgico vy
estratigrafico claro, bien  datado y preferi blemente debe est ar asociada a
otras evidencias similares que permitan aplicar los principio s de
reproducibi lidad y replicabilidad , seleccionando minimo dos m uestras
por individuo o esp écimen y muestrear otras especies diferentes a la que
se estudia .

Se debe proteger el sitio del polvo, la lluvia y la luz solar directa para
limitar la  hidrdlisis, la irradiacion y una mayor contaminacion con ADN
ambiental una vez que el espécimen esté expuesto

Las muestras seleccionadas deben ser extraidas en primer lugar,
utilizando guantes y mascarilla, y empleando instrumentos limpios y
desechables.

Las herramientas para extraer el fésil debieron haber sido tratadas
previamente para destruir el ADN en la superficie, ya sea en el laboratorio
mediante exposicion a rayos UV, o con lejia antes de la extraccion.

La muestra debe ser manipulada por el menor nimero de personas
posibles, para minimizar las posibilidades de contaminacion y estas
deben ser genotipadas.
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Si se halla material esquel ético articulado y se identifica una
orientacion anatémica, las m uestras 0seas para andlisis de ADNa se
deberan tomar an tes de excavar el re sto del esqueleto.

Si estan humedas, deberan dejarse secar al aire libre en una
habitacion cerrada para después guardarlas cada una en un recipiente
estéril individual.

Deben evitarse el lavado y el uso de consolidantes, las muestras deben
mantenerse alejadas de los cambios de humedad y, en particular, de la
exposicion al sol.

En general, se necesitan entre 0,1 y 0,5 g de material para la
extraccion de ADN, pero puede requerirse hasta 1 g para muestras mal
conservadas.

Las muestras no deben congelarse antes de su llegada al laboratorio
paleogenético para evitar ciclos repetidos de
congelacion/descongelacion

Se deben colocar barreras alrededor del material que se va a
muestrear, algo que debe conciliarse con la necesidad de realizar
practicas tradicionales de limpieza, estabilizacién y conservacion ademas
del estudio convencional

Las acumulaciones de restos 6seos se recuperardn en bloques
sedimentarios y se embalaran en bolsas de ziploc rotuladas con el
contexto dentro de neveras portétiles para su posterior estabilizacién en
laboratorio.

Los huesos y los dientes se  deben dejar se car al aire y la limpieza
inicial debe limitarse al cepillado en seco. La muestra debe serrese rvada
con antelaci 6n a otros procedimientos analiticos de laborat orio.

Se debe monitorear constantemente la temperatura de la excavacion
y de las muestras y resgistrar variables fisicoquimicas del suelo en
campo.
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Se deben cernir todos los sedimentos excavado s con mallas de
diferentes calibres hast a1 mm.

Se tomaran muestras sistematicas de sedimentos en cada uno de los
estratos arqueoldgicos empleando bolsas ziploc y canaletas.

Los artefactos seran almacenados de manera independiente por linea
de evidencia empleando bolsas de ziploc y cajas de poliesti reno para
garanti zar su prote ccion de dafios mecéanicos 0 contaminacion con su
informacion contextual.

Los carbones , carporestos y muestras para datacion seran
almacenados en papel aluminio con su informacion contextual.

Las muestras de ADN seran almacenadas e n neveras portati les sin
congelacion y seran transportadas al laboratorio acompa fladas de toda
su in formacion contextual y los  permiso s y licencias correspondientes
para e | traslado del material.

7. Conservacion de las muestras arqueobiolégicas y
paleogenéticas en el laboratorio de ADN antiguo

La conservacion de las muestras  en el laboratorio es un fac  tor crucial para
la r alizacién de analisis que conduzacan a la obtenci 6n de info rmacion del
ADN antiguo, por estas razones, las muestras deben ser almacenadas  bajo
las condiciones térmicas y fisicas adecuadas para garantizar la
perdurabilidad del material genético y evi tar su degradaci 6n vy
contaminacion. El banco de muestras es debe ser un espacio destinado para
almacenar las muestras  seleccionadas y debe estar aislado de otras areas
de tra bajo del laborat orio.

Cada muestra debe ser exhaustivamente registrada e inventariada en bases
de datos, almacenadas en crioviales o tubos falcon debidamente marcados
con | os cédi gos individual y de conte xto, que deben ser visibles en la tapa
Los tubos se deben almacenar en gradillas o racks dentrode unre frigerador
de laboratorio en tre -2y -20°C hasta el momento en que se vaya a realizar
la extraccion de ADN. Para garantizar la conservacion de las biomoléculas



presents en las muestras, estas deben ser almacenadas en condiciones
frescas, secas y oscuras (Bollongino et al., 2008 ; Calderdén -Ordofiez et al.,
2012 ; Soto-Calderodn et al., 2023

8. Investigacion del ADN ancestral

Extraccion de
ADN

Secuenciacion
Nucleotidica

TACTACG

Analisis
Filogenético

Figura 8. Elaborado por el Laboratorio de Arqueo  biologia y Zooarqueologia
PALEO-Z0OO
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6. METODOLOGIA
6.1 Disefo del protocolo paleogenético de excavacion arqueoldgica

Inicialmente se realiz 6 una revision exhaustiva de bibliografia relacionada
con el campo de estudio del ADN ancestral y las ciencias forenses, para
construir un protocolo de excavacion arqueolégica enfocado en la
recuperacion de ADN paleoambiental que cumpla con los criterios de
autenticidad establecidos por Paabo et al., (2004), cubriendo las
necesidades de aislamiento fisico del contexto de excavacion con polietileno
acorde a las dimensiones del corte, areas de limpieza y desinfecci on del
personal de campo previo a su ingreso al contexto de excavacion, disposicion

de elementos de bioseguridad como gorro de maya capilar, lentes de
seguridad, cubrebocas, traje de bioseguridad, guantes de nitrilo y cubre
calzado. Asi mismo, se dispondra  una mesa esterilizada para el embalaje y
almacenamiento de las muestras de excavacion en cajas herméticas de
polietileno.

6.2 Excavacion arqueoldgica y trabajo de campo

El trabajo de campo se realizara en el antiguo eje del Rio San Jorge en la
concentracion de plataformas de vivienda del Grupo 8 reportadas por Rojas -
Mora (2010). Inicialmente se llevara a cabo un reconocimiento del paisaje

para identificar las estructuras gue correspondan a plataformas de vivienda

y se calculara el area de cada una y su conectividad para seleccionar los
yacimientos donde se realizard la prospeccion sistematica. Posteriormente

se hara la exploracibn en dos plataformas de vivienda a partir de la
excavacion de pozos de sondeo de 1 x 1 m con profundidad variable hasta
encontrar el nivel freatico cada 5 m 2 abarcando el area total de la
plataforma. Estos sondeos se excavaran por niveles arbitrarios de 10 cm y

el material arqueoldgico identificado sera almacenado en bolsas ziploc
estériles marcadas con el codigo de contexto (sitio, plataforma, pozo de
sondeo y nivel de profundidad) y separado por tipo de evidencia (ceramica,
liticos, restos 6seos, carporestos y carbon).

A partir de la densidad de materiales arqueoldgicos recuperados en los pozos

de sondeo y la identificacion de estratos arqueoldgicos que correspondan a
basureros, se realizara un analisis de cluster para seleccionar un area en la
cual establecer un corte d e excavacion estratigrafica de 2 x 2 m dividido en
cuatro cuadriculas de 1 m 2. Esta excavacién se realizara siguiendo la
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topografia de los estratos arqueoldgicos del sitio y el material recuperado
sera almacenado indicando el contexto del hallazgo, asi como la unidad
estratigrafica y el nivel de profundidad en cm.

Los artefactos seran recuperados manualmente excavando las evidencias en
pedestal, las cuales seran empacadas por conjuntos estratigraficos en
bolsas ziploc marcadas con la informacion contextual. Este material sera
incorporado al laboratorio del Programa de Investigacion de la Depresion
Momposina para su analisis tipoldgico, estilistico y tecnoldgico.

En cada estrato arqueoldgico de cada una de las cuadriculas del corte se
recuperaran dos muestras sisteméaticas de 500 g de sedimentos, una de las
cuales serd empleada para la recuperacion de material genético
paleoambiental y la otra muestra para el andlis iIs de los sedimentos
evaluando su composicion, color (tabla Munsell), textura, estructura, pH,
contenido de materia organica, contenido de ceniza volcanica y material
parental, y se tomaran muestras en canaletas de uno de los perfiles del corte

para futuro s estudios palinolégicos.

Las acumulaciones de restos 0seos se recuperaran a partir de la técnica de
consolidacion en bloques de sedimento que serdn embalados en vinilo y
posteriormente almacenados en bolsas de ziploc marcadas con el cédigo de
contexto. Los carporestos y el carbén vegetal seran recuperados con pinzas
estériles y almacenados en aluminio al interior de bolsas ziploc para su
datacion radiocarbonica en el Laboratorio Beta Analytic. Todo el material

sera transportado hasta el Laboratorio de Arqueologia de la Universidad de
Antioquia para su andlisis especializado.

6.3 Clasificacion y andlisis de la ceramica arqueolégica

Identificacion taxondmica de los restos de fauna

Los blogues de sedimento con concentraciones de restos 0seos fueron
microexcavados por niveles arbitrarios de 5 cm en el area de tratamiento de

restos Oseos previamente esterilizada con luz UV y empleando todo el
equipamiento de bioseguridad. Cada fragmento fue purificado con alcohol
al 70% y luego seran almacenados en bolsas de ziploc rotuladas con un
cbdigo de secuencia.
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El andlisis de los restos de fauna consistira en su determinacién anatémica

e identificacion taxonémica de especies a partir de la comparacion de los
especimenes con esqueletos de la Coleccidn Zooarqueoldgica de Referencia
del Laboratorio de Argueologia de la Universidad de Antioquia. Para la
estimacion de la diversidad total de la coleccion arqueofaunistica, se
utilizaran cuantificaciones como la Riqueza y Diversidad de Especies,
Numero de Especimenes Identificados por Taxdn (NISP), Minimo NUmero de
Elemen tos Anatomicos (MNE) y Minimo Numero de Individuos (MNI). A su
vez, se llevara a cabo un analisis tafonémico caracterizando las evidencias
de alteraciones térmicas y quimicas, patrones de fractura, marcas de corte,
meteorizacion e indice de fragmentacion. Toda la informacion seré
registrada en una base de datos y se realizara un andlisis de frecuencia de
restos 6seos de cada especie en los distintos estratos arqueologicos y un
andlisis de componentes principales en PAST 4.03.

Para la determinacién del estado de preservacion bioquimica de la
arqueofauna, se realizara un analisis de composicion quimica de una
muestra por cada especie de cada estrato arqueologico a partir de la técnica

de Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispe  rsiva (EDS -EDX) en el Centro
de Microscopia Avanzada de la Universidad de Antioquia.

6.4 Creacion de | banco de tejidos y sedimentos arqueoldgicos para la
extraccion de ADN paleoambiental de la Depresion Momposina

Se seleccion aron muestras osteoldgicas y odontolégicas de cada una de las
especies con mayor abundancia relativa en los depdésitos excavados,
atendiendo a criterios de autenticidad del ADN ancestral tales como: areas

de trabajo fisicamente separadas y esterilizadas, uso de elementos de
bioseguridad y equipamiento exclusivo, selecciéon de diferentes restos 6seos
asociados contextualmente y de diferentes contextos arqueoldgicos, y
distintas muestras de un mismo espécimen y del mismo individuo.

Cada muestra fue documentada en Estereomicroscopio Digital en todas las
vistas. Finalmente, las  fueron almacenadas en tubos Falcon de 50 ml
rotulados con toda la informacion contextual, anatémica y taxonomica y
seran registradas en la base de datos de ADN del Laboratorio de Arqueologia.

Todas las muestras seleccionadas fueron organizadas en gradillas y
almacenadas en un refrigerador de laboratorio completamente estéril a
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temperature de -18°C, junto con las muestras de sedimentos reservadas
durante la excavacion, conformando un banco de tejidos y sedimentos
arqueologicos para la extraccion de ADN paleoambiental de los vertebrados

mas frecuentes en contextos arqueoldgicos de la Depresion Momposina , en
el Laboratorio de Arqueologia de la Universidad de Antioquia. Este material

sera conservado para su incorporacion en el proyecto de investigacion
Variabilidad paleogenética del ADNa Mitocondrial de los vertebrados
acuaticos en c ontextos arqueoldgicos del Bajo Rio San Jorge durante el
Holoceno tardio, el cual sera desarrollado en colaboracion con el laboratorio

de Genética Animal de la Universidad de Antioquia.
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7. RESULTADOS DE INVESTIGACION

7.1 Localizacion y caracteristicas del sitio arqueolégico Tronconudo
en el sector Paso Carate en San Marcos, Sure

El sitio arqueolégico Tronconudo corresponde a una Plataforma artificial
localiza da sobre la orilla de la margen izquierda del cafio Carate en sentido
sur -norte, en la hacienda la Bastilla, localizada en el sector de Paso Carate
en el municipio de San Marcos, Sucre, en la region de la Depresion
Momposina, Colombia.

Este yacimiento fue reportado por los Pescadores del la localidad de Paso
Carate quienes participaron del Proyecto como auxiliar es de arqueologia, y
recomendaron visit ar el sitio de Tronconudo conocido asi por que en el
passado se constituydo como un bosque de galeria que posteriormente fue
talado y ante la presencia de abundantes troncos de arboles cortados, sele
llamo de esta manera , como se le conoce hoy en dia.

El Pescador Jairo Munive reporto el sitio como un cementerio indigena y s e
decidié emprender un  recorrido en lancha sobre el curso del Cafio Carate
hasta llegar al lugar donde se desarroll6 un recorrido . Alli se identifica ron al
menos tres antiguas plataformas de vivienda . En la Plataforma | se
realizaron dos pozos de sondeo, a saber, las U.R. 13y 14, asi como un corte

de excavacién estratigrafica denominado U.R. 38 de una cuadriculade 1 2

siguiendo los cambios estratigraficos y controlando la profundidad por
niveles arbitrarios de 10 cm.

En la playa de un brazo del Cafio Carate, cercana a Tronconudo, entre las
Plataformas 2 y 3, se realiz 6 una recoleccion superficial (R.S.) de ceramica

de la tradicion Modelada pintada (Plazas et al., 1993) que complemento el
analisis de la ceramica recuperada en la U.R. 38 y la interpretacion
arqueolodgica del contexto.
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7.2  Documentacién del proceso de excavacion y toma de muestras
arqueobioldgicas

Tras una visita previa al sitio Tronconudo donde se realizaron 2 pozos de
sondeo y un barreno, los cuales mostraron evidencias arqu eofaun isticas, se
selecciona este lugar para la implementacién del protocolo de extraccion de
ADN.Se hace una limpieza superficial del terreno, donde se retiran
excrementos de ganado y vegetacion. Se delimita el corte de 1x1 m a partir

del barreno que se habia hecho.

Para iniciar la implementacion del protocolo se instala la carpa antifluido de

color azul, con 2 de las 4 paredes, para disminuir la inc lusion de agentes
contamina ntes como material vegetal o sedimento transportado por el
viento. En adelante, se procedié con la implementacién de | Protocolo de
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