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RESUMEN 

Muestras prehispánicas del periodo Arcaico antecesoras de las civilizaciones mesoamericanas y 

muestras Mayas del periodo Clásico con importancia histórica fueron analizadas por secuenciación 

de nueva generación para conocer características del DNA mitocondrial de las civilizaciones 

mesoamericanas. Las muestras fueron encontradas en diferentes depósitos mortuorios en la Cueva 

de Puyil localizada en el municipio de Tacotalpa, en el estado de Tabasco, México. Debido a las 

condiciones en las que se encontraba la cueva, el origen étnico, la edad, si fue un evento o varios 

eventos a través del tiempo no se pudieron determinar, por lo que, este estudio se enfocó  en la 

estimación de la edad y el análisis de las secuencias a nivel molecular para identificar el origen 

genético materno a través del análisis del DNA mitocondrial, su distribución haplotípica, su relación 

con civilizaciones antiguas y contemporáneas de América y Asía; así como, aspectos de la 

deformación cefálica intencional, su sexo y variantes asociadas como factor de riesgo a Diabetes. 

Los haplogrupos encontrados fueron A, A2, C1, C1c, y D4, el haplogrupo B no se identificó en 

ninguna de las muestras. Los resultados de redes haplotípicas mostraron la relación genética que 

existió entre Mayas de México y Guatemala, así como la relación entre poblaciones nativas 

contemporáneas de Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Asía y Beringia. Los resultados 

apoyan le teoría migratoria del poblamiento de América de Norte a Sur y después una ruta de 

regreso del Sur a Norte de América pasando por las islas del Caribe y que el ancestro común de los 

haplogrupos fundadores del Nuevo Mundo encontrados en este estudio provenían de Asía. Se 

identificaron variantes nucleares y mitocondriales asociadas como factor de riesgo a Diabetes; así 

como el desarrollo una nueva metodología para identificar el sexo masculino en restos óseos 

antiguos, mediante el análisis in silico de quince genes del cromosoma Y. Las secuencias 

específicas para evaluar el sexo masculino se identificaron en los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y 

TTTY22 dando positivo para el sexo masculino en las diez muestras de estudio. La deformación 

cefálica intencional también se identificó, lo que permitió definir su posible origen étnico.  
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ABSTRACT 

Pre-Hispanic samples from the Archaic period, predecessors of Mesoamerican civilizations and 

Mayan samples from Classic period with historical importance were analyzed by Next Generation 

Sequencing and Sanger to know characteristics of Mesoamerican civilizations. The samples were 

found in different mortuary deposits into the Puyil cave located in Tacotalpa municipality, in Tabasco 

state, Mexico.  Ethnic origin, age, whether it was an event or several events through the time were 

unknown, for this reason, this project has focused on the study of age and sequences analysis to 

identify the maternal genetic linage by mitochondrial DNA, its haplotype distribution, its relationship 

with ancient and contemporary civilizations of America, Asia and Beringia, as well as, aspects of 

intentional cephalic deformation, its gender identification and its variants associated as a risk factor 

in Diabetes. The haplogroups were found A, A2, C1, C1c and D4, and haplogroup B was not 

identified in this samples. The results of the haplotype networks show the genetic relationship that 

existed between Mayas of Mexico and Guatemala, as well as the relationship between contemporary 

native populations from Bolivia, Brazil, Dominican Republic, China, Asia and Beringia. The results 

support the migration theory of settlement from North to South America and then a return route from 

South to North America passing through the Caribbean islands. Our results also shown that the 

common ancestor of the founding haplogroups of the New World found in this study came from Asia. 

The nuclear and mitochondrial variants associated as a risk factor in Diabetes were identified. In 

addition a new methodology was developed to identify the male sex in ancient bone remains by in 

silico analysis of 15 genes of the Y chromosome; the specific sequences to evaluate the male sex 

were identified in the genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 and TTTY22; the results shown that all of the 

study samples were male.  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. MESOAMÉRICA 

Mesoamérica es una región en el continente americano en donde habitaron múltiples culturas, entre 

las más importantes se encuentran, la Olmeca, Zoque, Maya, Zapoteca, Teotihuacana, Tolteca y 

Azteca; geográficamente se localiza en el centro y sur de México y países de América Central como: 

Guatemala, El Salvador y al Oeste de Honduras, Nicaragua y Costa Rica1 (Fig. 1). La historia 

prehispánica se ha dividido en cuatro períodos de tiempo, también denominados horizontes 

culturales: Arcaico (8000–2000 AC), Preclásico (2000 AC–200 DC), Clásico (200–800 DC) y 

Postclásico (800–1521 DC)2,3. Las civilizaciones mesoamericanas practicaban la deformación 

craneal intencional y el limado e incrustación dental como distinción entre las clases sociales. 

Figura 1. Localización geográfica de la región Mesoamericana, dentro del continente americano en Centro y 

sur de México, Guatemala, Belice, El Salvador y al Oeste de Honduras, Nicaragua y Costa rica.  
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1.2. CIVILIZACIÓN OLMECA 

El acontecimiento más significativo del período Preclásico ocurrió entre los años 2000–400 AC con 

el surgimiento de la cultura Olmeca, considerada actualmente como la civilización madre 

mesoamericana, debido a su influencia en urbanismo, escultura, matemáticas y astronomía. Los 

olmecas habitaron principalmente en la parte sureste del estado de Veracruz y en el oeste del estado 

de Tabasco en México4,5 (Fig. 2).  

Figura 2. Localización geográfica de la Cultura Olmeca en los estados de Veracruz y Tabasco en México y 

sus principales asentamientos. 

El término “Olmeca” significa en náhuatl “Gente del país del hule”. Los olmecas hablaron una lengua 

perteneciente a la familia Mixe-Zoque; Mixe (incluye las lenguas mixes de Oaxaca y las lenguas 

populares del estado de Veracruz) y Zoque (incluye las lenguas zoque de los estados de Chiapas, 

Oaxaca y Tabasco)6. Actualmente los sitios ceremoniales más importantes de la cultura Olmeca son: 

San Lorenzo Tenochtitlán, La Venta y Tres Zapotes (Fig. 2)7.  
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 San Lorenzo Tenochtitlán (~1800–1000 AC): Es conocido como el centro más antiguo, está 

situado en el estado de Veracruz cerca del río Coatzacoalcos. El lugar floreció en el año           

~1150 AC época de la que datan la mayor parte de las esculturas y elementos arquitectónicos 

que caracterizan a la cultura olmeca, los cuales se conservan en el sitio6.  

 La Venta (~1000–400  AC): Fue el centro ceremonial más importante de los olmecas, se distingue 

por su arquitectura, sus esculturas, sus ofrendas de jade, cuenta con la pirámide más antigua de 

Mesoamérica y también se han encontrado cabezas colosales, se cree que pudo llegar a albergar 

hasta 18,000 habitantes6,7.  

 Tres Zapotes (hasta ~400 AC): Fue el último lugar en donde se desarrolló la cultura Olmeca, es 

el más conocido ya que sobrevivió hasta una época más cercana6. 

La civilización Olmeca fue muy rica en elementos culturales, estableció un calendario de avanzada 

perfección que se basaba en el movimiento del Sol y la Luna. Fue una cultura que duro 

aproximadamente ~1000 años, tuvieron su esplendor y desaparecieron, quizás por las constantes 

invasiones o por las migraciones que originaron otros grupos, entre ellos la civilización Zoque y 

Maya8–10. 

 

1.3. CIVILIZACIÓN ZOQUE 

Los zoques están arqueológicamente y lingüísticamente relacionados con los olmecas que hablaron 

el idioma proto-mixe-zoque en 1800–1600 AC4. En los años 1450–1350 AC se describe la primera 

gran expansión cuando los olmecas migraron a otros lugares del estados de Veracruz y Tabasco, 

originando la variante mixe-zoque en 1350–1300 AC8,9,11,12, lengua hablada por los Zoques que 

habitaron el estado de Tabasco, por esta razón los arqueólogos que estudian esta civilización creen 

que los zoques fueron descendientes directos de los olmecas. Actualmente, la comunidad nativa 

contemporánea zoque habita en el sur de México en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y 

Chiapas11 (Fig. 3); la única evidencia arqueológica conocida hasta el momento se encuentra es 

Malpasito en el municipio de Huimanguillo en Tabasco, México. 

Dada la situación topográfica del área, el clima y la hidrología en Tabasco, se formaron una gran 

cantidad de cavernas aprovechadas por el hombre en numerosas ocasiones y de manera muy 

diversa durante el curso de la historia13. Estos lugares han desempeñado un componente importante  
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en la religión de los pueblos mesoamericanos, y particularmente para las civilizaciones que habitaron 

en la sierra tabasqueña utilizaron algunas cavernas para establecer centros ceremoniales, dándole 

de esta manera un sentido sagrado a las cuevas14, representaban un importante concepto 

cosmogónico del mundo, ya que las consideraban como el origen de la vida y/o la entrada al 

inframundo.  

Figura 3. Localización geográfica de la población nativa contemporánea Zoque y la ubicación geográfica de 

la zona arqueológica Malpasito en el municipio de Huimanguillo en el estado de Tabasco, México. 

 

1.4. CIVILIZACIÓN MAYA 

Los Antiguos Mayas son una de las culturas mesoamericanas prehispánicas más importantes, debido 

a su extenso conocimiento en diferentes áreas como astronomía, arquitectura, matemáticas, 

escultura, el desarrollo de su calendario y su escritura15,16. Ellos comenzaron a desarrollarse en el 

año ~250 DC y continuaron hasta la llegada de los españoles. La civilización Maya habitó en una 

región muy amplia ubicada geográficamente en el territorio del sureste de México, en los estados de 
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Campeche, Chiapas, Quintana Roo, Tabasco y Yucatán; y en los países ubicados en América 

Central, Belice, Guatemala, Honduras y El Salvador17 (Fig. 4) . 

 

Figura 4. Localización geográfica de la Cultura Maya y sus principales asentamientos (los nombres de las 

zonas marcadas con números se encuentran en el Apéndice I) al Sur de México y en los países de América 

Central, Guatemala, Belice, El Salvador y Honduras.  

 
En el territorio Maya se hablaron cerca de 44 lenguas diferentes, la agricultura era una actividad 

central en la vida de los mayas, combinada con las técnicas de caza y pesca18. El maíz fue la base 

de su alimentación, otros alimentos importantes fueron el cacao, el balché, la chaya, el chicle, la 

calabaza, el chile habanero, el frijol, la sal y la miel. Los materiales de las casas para los muros y 

techos eran de madera y palma, la vivienda podía estar formada por tres estructuras principales 

(dormitorios, cocina y bodega). La mayoría de la gente vestía sencillamente: las mujeres con el huipil 

o una falda y su manto y los hombres con una especie de calzón llamado patí. La nobleza utilizaba 

complicados atuendos bordados con plumas y gemas, calzaban sandalias de cuero y lucía grandes 

tocados de plumas, además de collares, pectorales y pesados cinturones con incrustaciones de 

nácar y piedras grabadas18. La deformación del cráneo por alargamiento se efectuaba mediante la 
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colocación de dos tablas, una en la frente y otra atrás y era practicada entre la primera semana de 

nacimiento y los tres años de edad18.  

La sociedad maya estaba organizada sobre la base de una marcada estratificación social, a la 

cabeza se encontraba la nobleza y en orden jerárquico: el gobernante supremo de la provincia, los 

jefes locales de las poblaciones que conformaban las provincias, el comandante militar supremo, los 

administradores de los barrios, los delegados, los funcionarios encargados de las cuestiones 

sociales y ceremoniales, y finalmente la categoría más baja estaba conformada por los funcionarios, 

los sacerdotes, el supremo sacerdote y los mercaderes18.  

 

1.5. DEFORMACIÓN CRANEAL INTENCIONAL 

La deformación craneal intencional se ha practicado desde la época de los Neandertales 

aproximadamente ~40.000 años19. La práctica era común en todos los continentes, excepto en la 

Antártida, y el mejor ejemplo es Mesoamérica, donde culturas como la Olmeca, Zoque y Maya 

realizaban la deformación intencional craneal que era considerada como un indicador de jerarquía 

dentro de la estructura social de las poblaciones prehispánicas, siendo aún más importante si iba 

acompañada por el limado dental14,20 (Fig. 5a). Los principales tipos de deformación son el tabular 

oblicuo (Fig. 5b) y el tabular erecto (Fig. 5c), estos se clasificaron como perfecto o imperfeto, debido 

a la simetría de la deformación20. La deformación craneal cambiaba dependiendo de las técnicas 

empleadas para realizarla, la temporalidad y el origen étnico de la población.  

 

Figura 5. Tipos de deformación craneal intencional en las civilizaciones prehispánicas mesoamericanas. (a) 

Limado dental. (b) Deformación craneal intencional tabular oblicua. (c) Deformación craneal intencional tabular 

erecta.  
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1.6. DNA ANTIGUO (aDNA) 

Se conoce como DNA antiguo (aDNA) a cualquier material genético recuperado después de la 

muerte, generalmente de especímenes arqueológicos o históricos21,22. El estudio del aDNA consiste 

en la extracción y el análisis de secuencias de DNA a partir de restos óseos antiguos23.  

Los datos obtenidos a partir del aDNA se han usado para hacer inferencias sobre el modo y el tiempo 

de los procesos evolutivos, para reconstruir las características genotípicas de los grupos 

prehistóricos o que tienen algún interés antropológico y poder considerar los efectos relativos de la 

selección y la demografía en la alteración de las frecuencias alélicas dentro de las poblaciones 

humanas23–25. Los datos de aDNA, constituyen el medio más directo de investigación de eventos 

genéticos y proporcionan profundidad en los análisis genéticos de la historia evolutiva humana23; su 

análisis ha contribuido a la elucidación de las migraciones y parentesco entre los individuos y las 

poblaciones. 

1.6.1. Estudio del aDNA 

El estudio del aDNA, se lleva a cabo mediante el análisis del DNA mitocondrial (mtDNA) que es 

heredado únicamente por vía materna, todas las células eucariotas tienen un genoma mitocondrial 

multicopia independiente del genoma nuclear26. El primer genoma mitocondrial humano secuenciado 

por primera vez fue en 1981 y confirmado dieciocho años después27,28. Para el estudio del mtDNA 

de muestras antiguas se han utilizado diferentes técnicas entre ellas la PCR de punto final, que 

permite la amplificación de segmentos cortos de la Región Hipervariable I o II (RHV-I/RHV-II)29, esto 

ha favorecido la estimación de patrones de evolución para tener una mejor comprensión de las 

especies extintas en relación con las modernas.  

1.6.2. Limitaciones del estudio del aDNA 

El aDNA proveniente de restos antiguos óseos, está sujeto a varias limitaciones en relación con el 

DNA moderno; el aDNA generalmente es menos abundante que el DNA moderno y puede verse 

afectado significativamente por contaminantes exógenos y procesos quimicos18,20,27. Actualmente el 

genoma más antiguo secuenciado relacionado con el humano ha sido el del Neanderthal encontrado 

en Sima de los Huesos, España con una edad de 400,000 años30; una desventaja de la obtención 

del aDNA es la alta degradación y contaminación del material genético21,23.  
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1.6.3. Secuenciación de Nueva Generación (NGS) 

Actualmente existe una nueva tecnología de secuenciación llamada secuenciación de nueva 

generación (NGS), que permite obtener fragmentos más cortos de aproximadamente 50 pb, lo que 

favorece el análisis de aDNA y permite tener mayor cantidad de DNA y de mejor calidad, es 

económica y proporciona información más detallada sobre restos antiguos de importancia histórica, 

evolutiva y de enfermedades31–33. 

 

1.7. MITOCONDRIA 

Las mitocondrias son orgánulos intracelulares, rodeados de membrana presentes en organismos 

eucariotas que van desde las levaduras hasta los mamíferos34, tiene su propio DNA, su tamaño es 

de 0.5 a 1.0 μm de diámetro y se componen de cinco compartimentos que llevan a cabo funciones 

especializadas: la membrana mitocondrial externa, el espacio entre membrana (espacio entre la 

membrana externa e interna), la membrana mitocondrial interna, las crestas (formado por 

invaginaciones de la membrana interna) y la matriz (espacio dentro de la membrana interna)35 (Fig. 

6). Las mitocondrias son orgánulos que juegan un papel esencial en la producción de energía y en 

diversos procesos celulares como el metabolismo y la transducción de señales; además, están 

involucrados en el metabolismo de lípidos, aminoácidos y desempeñan papeles importantes en 

diversos procesos celulares tales como la proliferación celular, la apoptosis y la diferenciación 

celular34,36. Las mitocondrias están organizadas en el retículo y una de sus principales funciones es 

la producción de adenosín trifosfato (ATP) que es la principal fuente de energía de los organismos 

vivos. La producción de ATP se lleva a cabo durante las reacciones de los ácidos tricarboxílicos y a 

través del sistema de transporte de electrones35.  

El transporte de electrones está compuesto por 5 complejos (I-V) y se encuentran en la membrana 

mitocondrial interna; los complejos reciben electrones en forma reducida de NADH y FADH2; durante 

la etapa inicial, los electrones son transferidos a los complejos I al IV de la cadena transportadora de 

electrones y finalmente el O2 sirve como aceptor de electrones en el complejo IV, en este proceso 

los protones son bombeados fuera de la matriz, en el espacio entre la membrana, generando un 

gradiente electroquímico que representa la fuerza motriz, que permite al complejo V generar ATP 

por la fosforilación de ADP. La combinación de estos dos últimos procesos se describe como la 

fosforilación oxidativa35.  
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Figura 6. Estructura y composición morfológica de la mitocondria (imagen tomada del sitio web: 

https://es.wikipedia.org/wiki/Mitocondria#/media/File:Animal_mitochondrion_diagram_es.svg). 

 

1.7.1. Características del genoma mitocondrial 

La mayor parte del DNA de los seres humanos se empaqueta en los cromosomas dentro del núcleo, 

las mitocondrias poseen su propio DNA circular de doble hebra, por lo general se refiere como 

mtDNA, su tamaño es de 16569 pb, contiene 37 genes que codifican para 13 proteínas implicadas 

en el proceso de la fosforilación oxidativa, así como 2 rRNAs (12S y 16S) y 22 tRNAs que codifican 

para los genes esenciales para la síntesis de proteínas dentro de la mitocondria, tiene una región 

control no codificante de 1122 pb, en donde se encuentra la mayor cantidad de variantes que han 

dado lugar a la clasificación de haplogrupos. La región control se ha dividido en la RHV-I (16024-

16383) y RHV-II (57-372)26 (Fig. 7).  

En las células de mamífero, el mtDNA se hereda exclusivamente a partir de la mitocondria del 

ovocito; este patrón de herencia se denomina generalmente como "herencia uniparental" y en este 

caso se le denomina “herencia materna”36. Cuando el espermatozoide fecunda al óvulo penetra al 

núcleo y su cola la cual contiene las mitocondrias es destruida en el óvulo materno; por lo tanto, en 

el desarrollo del cigoto solo intervienen las mitocondrias contenidas en el óvulo34,37. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Mitocondria#/media/File:Animal_mitochondrion_diagram_es.svg
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Todas las proteínas necesarias para el correcto funcionamiento de las mitocondrias son codificadas 

por el genoma nuclear. En los últimos años se descubrió que las mitocondrias tienen un papel 

importante en el envejecimiento, isquemia, cáncer, enfermedades neurológicas y metabólicas34,38,39. 

Figura 7. Estructura del Genoma Mitocondrial donde se muestra la región no codificante (RHV-I/RHV-II), los 

cinco complejos que están involucrados en el transporte de electrones, así como la localización de los 2 rRNAs 

y 22 tRNAs (Figura tomada del artículo Nicholls T. & Burger J, 2012.), 

 

1.8. GENÉTICA DE POBLACIÓN 

La región no codificante del genoma mitocondrial, conocida como región control o D-Loop, con un 

tamaño de 1122 pb, se caracteriza por su elevada tasa de mutación, diez veces mayor que en el 

genoma nuclear. La variabilidad en la región control se concentra básicamente la RHV-I y la           

RHV-II22. 

El estudio del mtDNA desde el punto de vista genético resulta especialmente recomendado cuando 

se trabaja con muestras muy degradadas, como el aDNA, se calcula que una célula puede contener 

hasta un centenar de mitocondrias, y que dentro de cada mitocondria coexisten entre 1000 y 10000 
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copias del genoma mitocondrial, el elevado número de moléculas de mtDNA en la célula hace que 

su recuperación sea mucho más eficiente con respecto al DNA nuclear, el cual generalmente se 

encuentra escaso o degradado40.  

El mtDNA no sufre recombinación, por lo que la variación que presenta es el resultado de los cambios 

nucleotídicos que se originaron a través del tiempo, posee variantes conservadas en regiones 

codificantes y no codificantes que se han caracterizado y dieron origen a los llamados 

haplogrupos3,22,41.  

1.8.1. Haplogrupo 

El haplogrupo es un conjunto de variantes comunes que se comparten dentro de un grupo y que ha 

dado lugar a una clasificación basada en marcadores genéticos específicos. Estas variantes 

consisten en cambios de un solo nucleótido y no presentan recombinación3,22,41. El haplotipo es un 

grupo de variantes que son heredadas a cada individuo. 

Los haplogrupos que llegaron a América de los nativos americanos se clasifican principalmente en 

cuatro linajes maternos fundadores de las poblaciones del Nuevo Mundo. El Linaje A se define por 

una ganancia de sitio HaeIII en el nucleótido 663 con respecto a la secuencia de referencia 

(Cambrige Reference Sequence)42, el Linaje B se define por la presencia de una deleción de 9 pb 

en la región intergénica entre el citocromo oxidasa II y el tRNA que codifica para la lisina, el Linaje C 

se define por una pérdida del sitio de restricción HincII en el nucleótido 13259 y una ganancia de 

sitio AluI en el nucleótido 13262 y el Linaje D se define por una pérdida del sitio de restricción AluI 

en el nucleótido 517642; relacionadas a estas variantes específicas para cada haplogrupo también 

se han observado variantes específicas en la región  control42 que se muestra en la tabla 1.  La 

RHV-I y RHV-II del mtDNA son las regiones genéticas primarias que los antropólogos moleculares 

utilizan para el análisis de las poblaciones antiguas, un beneficio es que estas regiones son 

relativamente cortas y han sido secuenciadas en su totalidad41,43.  

La evidencia arqueológica, lingüística y genética ha inferido que los primeros habitantes humanos 

del hemisferio occidental probablemente llegaron de Asía a través de una masa de tierra situada 

entre el noreste de Siberia y Alaska, llamada Beringia durante el último máximo glacial hace 

aproximadamente ~25000 a ~19000 años41.  
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Tabla 1. Variantes específicas en la región control para los cuatro haplogrupos fundadores de los nativos 

americanos (A, B, C y D). 

HAPLOGRUPO VARIANTE 

A 
m.16290C>T  
m.16319G>A 

B m.16189T>C 

C m.16327C>T 

D m.16362T>C 

 

1.8.2. Distribución haplotípica en América 

En las poblaciones prehispánicas mesoamericanas se han encontrado en alta frecuencia los 

haplogrupos A y C, mientras que los haplogrupos B y D se han identificado en baja frecuencia17,42,44. 

El haplogrupo D1 se ha identificado con mayor frecuencia en poblaciones antiguas de Monte Verde 

en Sudamérica3,24,44,45 y en tres individuos mayas precolombinos de Palenque en Chiapas, 

Comalcalco y Sueños de Oro en Tabasco, México17. 

 

1.9. PALEOPATOLOGÍA 

La paleopatología es la rama del conocimiento que estudia la expresión de enfermedades que han 

tenido las poblaciones humanas antiguas46. Actualmente, una de las enfermedades más comunes 

en México es la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), que representa la segunda causa de mortalidad y 

aproximadamente el 9.4% de la población padece la enfermedad; es de interés conocer las variantes 

asociadas como factor de riesgo a esta enfermedad en individuos prehispánicos mediante la 

identificación de marcadores de susceptibilidad a la enfermedad47. 

1.9.1. Diabetes 

La diabetes es una enfermedad compleja causada por la interacción de factores genéticos y 

ambientales como la dieta y los niveles de actividad física (epigenética). En los últimos años, se han 

estudiado variantes genéticas de riesgo o protección para la DT2 en diferentes poblaciones 

contemporáneas48, incluidas las comunidades nativas mayas47,49. Domínguez-Cruz et al. (2016) 

realizó estudios de asociación con DT2 en dos comunidades mayas contemporáneas de Yucatán, 

que es uno de los 5 estados en México con una tasa alta de diabetes. La proporción de la enfermedad 
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está asociada con variantes genéticas, la pregunta es si las poblaciones mayas prehispánicas tenían 

estas variantes asociadas a la DT2 y si la enfermedad en las poblaciones mayas contemporáneas 

está causada por factores ambientales además de las variantes heredadas por el mestizaje después 

de la conquista entre poblaciones prehispánicas y españolas. 

1.9.2. Etiología de las enfermedades en civilizaciones prehispánicas 

Las enfermedades mayas según sus creencias tenían diferentes orígenes; la etiología divina (castigo 

de los dioses), desobediencia a los padres, abuso sexual con parientes de sangre, hechizos o 

brujería causados por chamanes y aspectos de la naturaleza como el viento, las plantas y los 

cambios de temperatura50. La medicina maya prehispánica se ha estudiado desde el contexto 

mágico-religioso en el que su cosmovisión estaba vinculada a la búsqueda del equilibrio personal y 

social, ya que se consideraba que el desequilibrio corporal causado por la enfermedad era una 

consecuencia de la mala conducta que alcanzó un desequilibrio cósmico. 

En el códice Badiano y Florentino se describen los padecimientos de la diabetes por separado y los 

remedios herbolarios que usaban los Aztecas para contrarrestarlos, no existía el termino Diabetes 

como tal, pero se infiere que los síntomas eran característicos de esta enfermedad51. En el códice 

se describe como detectaban el incremento de azúcar en la sangre, la persona enferma orinaba 

cerca de un hormiguero, si las hormigas se acercaban a la orina se asumían que la persona tenía 

alto nivel de azúcar en el cuerpo52. 

Hasta el momento no hay estudios enfocados en la paleopatología de las comunidades 

prehispánicas, en consecuencia, se propone el estudio de variantes genéticas asociadas como factor 

de riesgo a DT2 para contribuir con la identificación de marcadores genéticos en civilizaciones 

prehispánicas. 

 

1.10. IDENTIFICACIÓN DE SEXO EN RESTOS ANTIGUOS 

La identificación de sexo en individuos antiguos es  importante ya que permite conocer aspectos de 

su cultura, estructura demográfica, prácticas religiosas, asociación de enfermedades e historia de 

las civilizaciones prehispánicas53. 

Actualmente existen tres métodos para determinar sexo en restos antiguos: 
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 Criterio Antropométrico: Se basa en el análisis cualitativo de las características morfológicas de 

los huesos (cráneo, pelvis, vértebras, dientes y huesos largos)53–57. La determinación del sexo 

usando este método es exitosa cuando el esqueleto está completo o es de un individuo adulto, 

sin embargo, cuando el esqueleto pertenece a un individuo joven o está fragmentado, la 

determinación del sexo no es precisa54,56. 

 Prueba molecular de la amplificación del gen AMELX/AMELY: Se basa en la amplificación del 

gen AMEL en los cromosomas X y Y (AMELX/AMELY)54,56,58,59, el locus AMEL tiene 2 genes 

homólogos, AMELX que se encuentra en el brazo corto distal del cromosoma X (Chr-X) (p22.1-

p22.3) y AMELY ubicado cerca del centrómero del cromosoma Y (Chr-Y) (p11 .2). Tienen un 89% 

de homología y hay una eliminación de 6 pb en el tercer intrón de AMELX que no está presente 

en AMELY54,60,61. La amplificación de otros genes como DXYS156, SOX3, STS y TSPYL2 60,62 

por PCR también se ha utilizado para determinar el sexo en restos antiguos. Sin embargo, la 

limitación de este método es la degradación del DNA en muestras antiguas que depende del 

contexto arqueológico54,63. 

 Aproximación de la cuantificación del cromosoma X y Y por NGS: Recientemente, la identificación 

del sexo en restos humanos antiguos se ha determinado mediante la cuantificación de las 

secuencias que están alineadas con el Chr-Y y Chr-X, teniendo en cuenta que los individuos de 

sexo masculino tienen la mitad del material cromosómico X presente en individuos del sexo 

femenino56,64,65, usando esta metodología la determinación del sexo se obtiene por la 

cuantificación de lecturas obtenidas por NGS, excluyendo las regiones homólogas entre ambos 

cromosomas56,64. La limitación de esta aproximación es cuando la cobertura en relación con la 

secuencia de referencia de los cromosomas X y Y es baja. 

Por esta razón se planteó el desarrollo de una nueva metodología basada en el análisis de genes 

específicos del Chr-Y para determinar sexo masculino en individuos antiguos. 

 

1.11. CUEVA DE PUYIL 

 

En el año 2007 un grupo de arqueólogos liderado por el arqueólogo Luis Alberto Martos-López 

descubrieron material arqueológico en una cueva localizada en medio de la selva, dentro de la 

montaña llamada San Felipe cerca de la localidad de Puxcatán, en el municipio de Tacotalpa en el 

estado de Tabasco en México (Fig. 8 y 9). La población de Puxcatán llama a la cueva “Puyil” que es 

una palabra del vocablo Chol que significa caracol, forma en la que se interpreta el interior de la 
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cueva. La comunidad actual de esta región realiza año con año una ceremonia en la cueva a fin de 

asegurar una buena cosecha por medio de los rituales practicados en este espacio sagrado. 

 

Figura 8. Localización geográfica de la Cueva de Puyil, ubicada dentro de la montaña de San Felipe, en la 

localidad de Puxcatán en el municipio de Tacotalpa en el estado de Tabasco en México, las coordenadas 

geográficas son 17º27’38.04’’N y 92º39’28.5’’O. 

 

Las características geomorfológicas del interior de la cueva son a base de estructuras calcáreas: 

estalactitas y estalagmitas (Fig. 9), con abundantes sedimentos en el piso en altas condiciones de 

humedad. La cueva de Puyil se dividió en seis cámaras de acuerdo con la conformación de la 

bóveda, como las restricciones naturales; y cada cámara en secciones de acuerdo con la división 

creada por muros o estructuras calcáreas y el desnivel de piso.  

La primera cámara tiene una dimensión de ~30x20x15 m, está ornamentada con grandes 

formaciones naturales: estalactitas y estalagmitas, para ingresar se bebe descender ~10 m. En la 

segunda cámara se encuentra la manifestación más significativa de las actividades contemporáneas, 

donde se ubica una estructura natural calcárea de ~7 m de altura, semejante a una mazorca de maíz, 

lugar donde se hacen los rituales actualmente favoreciendo la actividad agrícola (Fig 10). Los restos 
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óseos se presentan desde la tercera cámara, se cree que fueron tomados de algún contexto más 

profundo y finalmente depositados en esta área. 

 

Figura 9. Fotografías de la Cueva de Puyil. (a y b) Entrada a la cueva. (c) Representación de la formación de 

estalagmitas y estalactitas en la cámara 1. (d) Vestigios arqueológicos encontrados a partir de la cámara 4. 

La cámara cuatro se divide en tres secciones escalonadas. En la primera se encontraron vestigios 

de osamentas con alto grado de deterioro y en la segunda sección aparecen osamentas en el interior 

de pequeñas oquedades formadas por el derrumbe de grandes estructuras calcáreas.  

Siguiendo entre pasillos escarpados por esta cámara, se desciende por una rampa de ~2 m, a la 

tercera sección, donde se localizaron cinco cráneos sobre una superficie rocosa de ~3.5x2 m (Fig. 

11); en esta sección se encontró una importante concentración de osamentas. En el piso hay una 

oquedad de ~3.5 m de profundidad, al fondo en dirección poniente y a nivel del piso se encuentra 

con otra pequeña oquedad lateral de ~0.5x0.3 m; se trata de un conducto de ~1.30 m de largo, por 

el que se llega en posición pecho a tierra, a un túnel de ~5x1.20x0.8 m, el cual se desarrolla, 

ligeramente en curva cargándose en dirección Sur y en descenso hasta desembocar en la cámara 

cinco, donde hay que descender hacía una rampa rocosa y fangosa de ~7x2.5 m, con orientación 

sur-poniente.  

a b 

c d 
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Figura 10. Estructura natural calcárea en la cámara dos de aproximadamente ~7m de altura en forma de 

mazorca de maíz, donde se encuentra evidencia de los rituales religiosos contemporáneos. 

 

 
Figura 11. Vista interior de la tercera sección de la cámara cuatro. Cráneos incluidos en este estudio con 

deformación craneal intencional: (a) Muestra PUXTABMEX010, (b) Muestra PUXTABMEX009, (c) Muestra 

PUXTABMEX008 y (d) PUXTABMEX004. 
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La altura de la cámara 5 se va reduciendo hasta ~1.5 m, asimismo, el techo desciende de ~3.5 m 

hasta ~0.4 m de altura a lo largo de ~7 m, por donde se llega a la cámara seis; en la cámara 5 se 

encontraron 2 individuos. La cámara 6 tiene la longitud más amplia con orientación sur-norte de ~9 

m, dividida en tres secciones, una vez cruzando la oquedad formada por el techo de bajo de la 

cámara 5 en dirección suroeste, se encontraron 9 individuos y 5 de ellos sin cráneo. 

Debido a las condiciones de la cueva se tuvieron que hacer estudios para poder determinar la 

temporalidad de las muestras, su origen étnico y si fue un solo evento o varios eventos a través del 

tiempo. 

Puxcatán estuvo habitada por zoques, grupo que no es de filiación Maya sino más bien guarda 

relación con culturas de la región de Oaxaca, antes de la conquista, mayas choles y chontales 

también habitaron este territorio, por esta razón, este hallazgo puede estar relacionado con ambas 

civilizaciones13. 

Para contribuir al conocimiento de las poblaciones prehispánicas, este estudio se enfocó en analizar 

el origen genético materno de los individuos descubiertos en esta cueva, la distribución de 

haplogrupos, la relación genética con poblaciones nativas contemporáneas o antiguas del continente 

Americano, Asia y Beringia para reconstruir sus características genéticas y demográficas, conocer 

el origen étnico a través de la edad y el análisis cefalométrico, analizar variantes genéticas asociadas 

como factor de riesgo a DT2 e identificar el sexo masculino mediante el desarrollo de una nueva 

metodología utilizando técnicas de biología molecular y NGS en diez muestras de origen 

prehispánico encontradas en la Cueva de Puyil. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La cultura Olmeca mesoamericana fue la primera civilización en establecerse en México, no 

obstante, su asentamiento es desconocido; se cree que la cultura Zoque y Maya surgió de los 

Olmecas, sin embargo, el conocimiento de sus origines hasta el momento es desconocido. En el año 

2007 se encontraron vestigios de restos óseos antiguos en la Cueva de Puyil ubicada en la localidad 

de Puxcatán, en el municipio de Tacotalpa en el estado de Tabasco en México, sin saber su 

temporalidad, origen étnico, o si pertenecen a un evento o varios eventos a través del tiempo. En 

consecuencia, para contribuir a resolver algunas de estas incógnitas, en este estudio se evaluó el 

linaje materno a través del análisis del mtDNA, su distribución haplotípica, su temporalidad, la 

relación con otras civilizaciones antiguas y contemporáneas de América, Asia y Beringia, para 

elucidar su probable origen étnico. Así mismo, se buscaron las variantes genéticas asociadas como 

factor de riesgo a DT2 que se han descrito previamente en poblaciones indígenas contemporáneas. 

La identificación de sexo se realizó mediante el desarrollo de un nuevo método.  

Esto proporcionó información que nos permitió entender mejor la historia y las prácticas culturales 

realizadas a lo largo del tiempo de estas poblaciones. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

Secuenciar el genoma completo de los restos óseos antiguos encontrados en la Cueva de Puyil con 

técnicas de NGS para identificar el haplogrupo/haplotipo, su distribución, así como, su relación con 

otras poblaciones contemporáneas y antiguas de América, Asia y Beringia. Determinar si existen 

variantes genéticas que hayan sido asociadas como factor de riesgo a DT2 y establecer un nuevo 

método para identificar el sexo masculino. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Determinar la época a la que pertenecen las muestras antiguas descubiertas en la Cueva de 

Puyil. 

 Identificar el tipo de deformación intencional de los cinco cráneos encontrados en la Cueva de 

Puyil. 

 Secuenciar el mtDNA y el genoma completo de los restos antiguos encontrados en la Cueva de 

Puyil con técnicas de secuenciación masiva (NGS) y Sanger. 

 Identificar el haplogrupo y el haplotipo de los restos antiguos descubiertos en la Cueva de Puyil. 

 Confirmar el haplogrupo obtenido por secuenciación a través de ensayos de discriminación alélica 

(PCR en Tiempo Real). 

 Realizar un estudio comparativo para conocer la distribución de haplogrupos y haplotipos en 

poblaciones nativas contemporáneas y antiguas usando un análisis de redes haplotípicas. 

 Identificar las variantes genéticas asociados como factor de riesgo a DT2 en las muestras 

antiguas encontradas en la Cueva de Puyil. 

 Identificar el sexo de los restos antiguos encontrados en la Cueva de Puyil. 

 Desarrollar un método para la identificación de sexo masculino mediante el análisis del genoma 

de los cromosomas X y Y para corroborar el sexo de las muestras de este estudio 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. DESCRIPCIÓN DEL SITIO ARQUEOLÓGICO 

Las diez muestras de estudio provenientes de la Cueva de Puyil, la cual se ha usado como Centro 

Ceremonial desde tiempos prehispánicos hasta nuestros días. Se localiza en la montaña de San 

Felipe, que pertenece a la localidad de Puxcatán en el municipio de Tacotalpa, al sur del estado de 

Tabasco en México (Fig. 8) con las coordenadas geográficas 17°27’38.04”N y 92°39’28.5”O. La 

cueva tiene una profundidad lineal de 175 m, está dividida en seis cámaras de acuerdo con la 

conformación de la bóveda y se encontraron ~40 restos óseos ubicados en las últimas tres cámaras 

(4, 5 y 6) (Fig. 12). 

 

Figura 12. Mapa de las cámaras 4, 5 y 6 dentro de la Cueva de Puyil y la localización de las 10 muestras de 

estudio dentro de la cueva. 
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4.2. DESCRIPCIÓN DE LAS MUESTRAS 

El estudio de aDNA se llevó a cabo con diez muestras de diferentes individuos prehispánicos 

encontrados dentro de las cámaras 4, 5 y 6 en la Cueva de Puyil al sur de Tabasco, el levantamiento 

arqueológico se realizó en el año 2007 por un grupo de arqueólogos dirigidos por Luis Alberto Martos-

López (Fig. 12 y Tabla 2). Debido a las condiciones climáticas y geológicas, los arqueólogos no han 

podido estimar la edad aproximada de las muestras, su origen étnico y si fue un evento o varios 

eventos a lo largo del tiempo.  

Tabla 2. Identificación arqueológica de las diez muestras de estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010) 

encontradas en la Cueva de Puyil. 

MUESTRA CÁMARA 
IDENTIFICACIÓN  
ARQUEOLOGÍCA 

TIPO DE HUESO 

PUXTABMEX001 6 ENT-6/Cámara 6 Fémur 

PUXTABMEX002 6 ENT-9/Cámara 6 Costilla izquierda 

PUXTABMEX003 5 ENT-11/ Cámara 5 5ta o 6ta vértebra cervical 

PUXTABMEX004 4 Cráneo-4/Punto 50 Cráneo temporal 

PUXTABMEX005 4 Entierro-2/Punto 51 2da o 3ra vértebra lumbar 

PUXTABMEX006 4 Entierro-11/Punto 46 Tercer molar-diente 

PUXTABMEX007 4 Cráneo-1/Point 47 Hueso Mastoide 

PUXTABMEX008 4 Cráneo-1/Punto 50 Hueso Mastoide 

PUXTABMEX009 4 Cráneo-2/Punto 50 Hueso Mastoide 
PUXTABMEX010 4 Cráneo-3/Punto 50 Hueso Mastoide 

 

4.3. DATACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Se dataron 7 muestras (PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX004, PUXTABMEX006, 

PUXTABMEX007, PUXTABMEX009 y PUXTABMEX010) de los restos óseos encontrados en la 

Cueva de Puyil, fueron datados por la compañía Beta-Analytic Laboratory (Miami, Florida, USA). 

 

4.4. ANÁLISIS CEFALOMÉTRICO 

Se realizó el análisis cefalométrico de los cinco cráneos que presentaban deformación intencional 

craneal para corroborar el posible origen étnico y conocer las principales características morfológicas 
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de cada cráneo, las relaciones intercraneales (covariancia de estructuras) y el tipo de modelado 

cefálico intencional. Al mismo tiempo, con esta información se pudieron realizar análisis 

comparativos para conocer la variación entre individuos y origen étnico. Para el análisis morfológico 

se emplearon 14 marcas homólogas a los puntos craneométricos que abarcan los principales 

componentes del cráneo (región facial, neurocráneo y base). Las coordenadas de los puntos fueron 

adquiridas mediante un digitalizador MicroScribe G2X digitizer (Inmersion Corporation Inc.) y 

posteriormente se utilizó el programa Rhinoceros 5.066.  Se extrajo la información métrica lineal y 

angular a partir de transformaciones simples de la geometría de NURBS; a partir de los datos 

morfológicos craneales (medidas lineales y angulares) y se hizo el análisis de componentes 

principales (PCA por sus siglas en inglés). Los criterios tomados en cuenta para el trazado del 

polígono craneano, así como el protocolo de mediciones consideradas; quedaron acotados de 

acuerdo con las estrategias que ha sugerido Arturo Romano para el estudio de cráneos deformados67 

y para la caracterización de la variación normal craneal68.  El análisis se realizó en colaboración con 

el Dr. Carlos Serrano-Sánchez del Instituto de Investigaciones Antropológicas-UNAM y Jorge A. 

Gómez-Valdés del Posgrado de Antropología Física del Instituto Nacional de Antropología e Historia-

INAH. 

 

4.5. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Para eliminar el DNA exógeno de la superficie, cada muestra fue limpiada con 10% de Cloro 

concentrado, se incubo por 5 minutos, se enjuago con agua destilada, se eliminó el sobrenadante, 

se incubo durante 5 minutos con agua destilada y de nuevo se enjuago con agua destilada, las 

muestras se secaron a 37 °C durante toda la noche. 

La extracción de aDNA, la amplificación por PCR punto final, la PCR en Tiempo Real y la 

construcción de las librerías se llevaron a cabo en un cuarto limpio con todos los lineamientos 

empleados para trabajar con restos antiguos69,70. Los cuartos donde se llevaron a cabo los experimentos 

se limpiaron de manera rutinaria con cloro concentrado y con luz UV, todos los contenedores se limpian antes 

de colocarlos en el área de trabajo.  
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4.6. EXTRACCIÓN DE DNA 

La extracción de aDNA se llevó a cabo mediante dos métodos. El primero fue desarrollado en México 

utilizando la tecnología de perlas magnéticas (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham, Massachusetts, 

USA) en combinación con el Kit Prepito DNA Tissue10 (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham, 

Massachusetts, USA) usado por el equipo Prepito-D (PerkinElmer, Baes-weiler, Waltham, 

Massachusetts, USA) siguiendo las instrucciones de manufactura; el aDNA extraído se almaceno a 

-70 ºC. El laboratorio tiene una base de datos que contiene secuencias de la región control del 

mtDNA para todo el personal que trabaja y que ha estado en contacto con los restos óseos antiguos, 

se utilizó un control negativo sin DNA durante todo el proceso. El segundo método se llevó a cabo 

en Alemania71 usando el Kit High Pure Viral Nucleotict Acid (Roche), después del pretratamiento de 

las muestras, la muestra pulverizada se incubo a 37 °C, en rotación durante toda la noche con el 

Buffer de extracción (EDTA 0.45 M, pH 8 (Life Technologies) & Proteinasa K, 0.25 mg/ml (Sigma)), 

la mezcla se centrifugó y el sobrenadante se transfirió a un tubo estéril, luego se siguieron las 

instrucciones de manufactura del Kit High Pure Viral Nucleotict Acid (Roche), se eluyó en 50 μl de 

Buffer TE y se almacenó a -20 ºC, se usaron dos controles negativos durante todo el proceso. Los 

controles negativos fueron: todos los reactivos sin aDNA y todos los reactivos más agua, sin aDNA. 

 

4.7. AMPLIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN DE LA RHV-I 

La amplificación de un fragmento de 211 pb de la región RHV-I del nucleótido 16190 al 16401 se 

obtuvo con los primers F_16190-R_161401, usando el protocolo de manufactura de la enzima 

Phusion Hot Start II Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de la reacción de 

PCR para 35 ciclos fueron: 98 ºC (30 s), 98 ºC (10 s), 60 °C (30 s), 72 ºC (20 s) y 72 ºC (10 min); 

este fragmento fue secuenciado por ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems).   

F_16190 (5’- TACTTGACCACCTGTAGTAC-3’)72 

R_16401 (5’- TGATTTCACGGAGGATGGTG-3’)72 

Para determinar la calidad del aDNA antes de construir las librerías se realizó la amplificación de un 

fragmento de la RHV-II con los primers F_00120-R_00287 y de un fragmento de la RHV-I con los 

primers F_16106-R_16256 obteniendo un fragmento de 167 pb y 150 pb respectivamente. Se usó el 

protocolo descrito por la compañía manufacturera para la enzima AccuPrime Pfx DNA Polimerase 
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(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de la reacción de PCR para 42 ciclos fueron: 94 ºC (10 

min), 94 ºC (30 s), 60 °C (30 s), 72 ºC (30 s) y 72 ºC (10 min).  

F_00120 (5’-CGCAGTATCTGTCTTTGATT-3’)73  

R_00287 (5’-TTGTTATGATGTCTGTGTGG-3’)73  

F_16106 (5’-GCCAGCCACCATGAATATTGT-3’)73 

R_16256 (5’-GCTTTGGAGTTGCAGTTGATGTGT-3’)73 

 

4.8. PREPARACIÓN DE LAS LIBRERÍAS 

Las librerías se prepararon sin tratamiento y con tratamiento usando la enzima Uracil-DNA-

Glycosylase (UDG) para reparar el DNA, removiendo la desaminación de las citosinas siguiendo el 

protocolo descrito por Meyer y Kircher 201074. 

4.8.1. Tratamiento con UDG 

Para reparar el DNA se hace una mezcla de reacción en donde se adicionaron 20 μl de aDNA 

templado, 5 μl de NEB Buffer 2 (10X) (New England Biolabs), 0.6 μl de dNTPs (25 mM), 0.5 μl de 

BSA (25 mg/ml), 0.5 μl de ATP (10 mM), 2 μl de T4 PNK (Thermo Fisher Scientific), 3 μl de USER 

Enzyme (New England Biolabs) y 18.4 μl de H2O para un volumen final de 50 μl. La reacción se 

incubó durante 3 horas a 37 °C a 300 rpm, posteriormente se adicionaron 2 μl de T4 DNA Polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific), se incubo a 25 °C por 30 min, después de la incubación se inactivo la T4 

DNA Polimerasa por 5 min a 10 °C, y finalmente se purificó la reacción usando el protocolo de 

manufactura del Kit MinElute Purification (Qiagen) y se eluyó en un volumen final de 18 μl. 

4.8.2. Ligación de los Adaptadores 

A los 18 μl del DNA del paso anterior, se le adiciono 20 μl de Quick Ligasa Buffer (2X) (New England 

Biolabs) y 1 μl de Quick Ligasa (New England Biolabs) y se incubo por 20 min a temperatura 

ambiente. Se purificó la reacción usando el protocolo de manufactura del Kit MinElute Purification 

(Qiagen) y se eluyó en un volumen final de 20 μl. 
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4.8.3. Rellenar 

A los 20 μl del paso anterior, se le adicionaron 4 μl de ThermoPol Buffer (New England Biolabs), 0.2 

μl de dNTPs (25 mM), 2 μl de Bsm DNA Polimerasa (Thermo Fisher Scientific) y 13.8 μL de H2O, y 

se incubo a 37 °C por 20 minutos; la enzima se inactivo a 80 °C por 20 min y se almaceno a -20 °C 

hasta el siguiente paso (Indexing-PCR). 

4.8.4. Indexing PCR  

A 10 μl de DNA del paso anterior, se le adicionaron 5 μl de Pfu Buffer (10 X), 0.4 μl de dNTPs (25 

mM), 1 μl de Pfu Polimerasa, 30.6 μl de H2O y 1.5 μl de cada adaptador (P5 y P7) (10 mM) para un 

volumen final de 50 μl. Finalmente se lleva a cabo la reacción de PCR y el amplicón se purificó 

usando el protocolo de manufactura del Kit MinElute Purification (Qiagen) y se eluyó en un volumen 

final de 50 μl. 

4.8.5. Reamplificación de las librerías 

Para concentrar el DNA se reamplificaron las librerías usando 5 μl de DNA del producto de la 

purificación del paso anterior, 5 μl de AccuPrimer Reaction Mix (10 X) (Invitrogen), 0.50 μl de 

AccuPrimer Pfx Polimerasa (Invitrogen), 0.15 μl de cada adaptador (P5 y P7) (0.3 μM) y 39.20 μl de 

H2O, la reacción de PCR se llevó a cabo y el DNA se purifico usando el protocolo de manufactura 

del Kit MinElute Purification (Qiagen), y el DNA se concentró en un volumen final de 50 μl. 

4.8.6. Cuantificación de las librerías y Secuenciación de Nueva Generación 

Las librerías se cuantificaron con el equipo Agilent Bioanalyzer DNA 100 chip (Agilent). La 

secuenciación masiva se llevó a cabo utilizando la plataforma de Illumina (Kiel University & Max 

Plank Institute for the Science of Human History, Alemania). 

 

4.9. ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO NGS 

El análisis bioinformático se llevó a cabo usando los softwares: FASTQC75 para conocer la calidad 

de la secuencia;  bowTie276 para el alineamiento con la secuencia de referencia, Samtools-

RMdup77,78 para remover los fragmentos duplicados y finalmente el software IGV79,80 se usó para 

visualizar el alineamiento. Se siguió la pipeline Eager81. 
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4.10. CLASIFICACIÓN DE HAPLOGRUPOS 

Para determinar la clasificación de haplogrupos se tomaron los criterios de Starikovskaya (2005)82, 

Achilli (2008)83, Derenko (2010)84, Gómez-Carballa (2015)85, Kumar (2011)41 y Rieux (2014)86. Los 

polimorfismos se evaluaron mediante el análisis de secuencias con los softwares BioEdit 7.2.187 e 

IGV79,80, después se confirmaron por Mitomaster88,89  y HaploGrep 290,91. 

 

4.11. CONFIRMACIÓN DE LOS HAPLOGUPOS POR PCR EN TIEMPO REAL 

Para confirmar el haplogrupo de las muestras se realizó un ensayo por triplicado de genotipificación 

por PCR en Tiempo Real usando las sondas TaqMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher 

Scientific), para el diagnóstico de los marcadores moleculares del haplogrupos A (m.663A>G), C 

(m.13263A>G) y D (m.5178C>A).  

 

4.12. REDES HAPLOTÍPICAS 

Se construyeron Networks Filogenéticas usando el software Network 5.0.0.192–94, se empleó una 

región del mtDNA de 346 pb del nucleótido 16224 al 16569 para el haplogrupo A; una región de 346 

pb del nucleótido 16224 al 16569 para el haplogrupo C y una región de 508 pb del nucleótido 16064 

al 16569 para el haplogrupo D. Para este análisis se utilizaron 992 secuencias de poblaciones nativas 

contemporáneas de América, Asia y Beringia, así como secuencias antiguas de Perú, Chile y Cuba.  

 

4.13. CLASIFICACIÓN DE LAS VARIANTES ASOCIADAS A DIABETES COMO FACTOR 

DE RIESGO 

Para este estudio se seleccionaron 18 genes nucleares con 48 variantes47 (Tabla 3) y tres variantes 

mitocondriales m.3243A>G, m.16189T>C y m.16519T>C95 clasificadas previamente como factor de 

riesgo en DT2 en poblaciones contemporáneas mexicana y asiática96 se buscaron en las muestras 

prehispánicas encontradas en la Cueva de Puyil usando el alineamiento con la secuencia de 

referencia CRs_human_hg3897 visualizado con el software IGV79,80. 
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4.14. CONFIRMACIÓN DE LA VARIANTE ASOCIADA A DIABETES POR PCR EN 

TIEMPO REAL 

Para confirmar la presencia del polimorfismo m.16519T>C que se ha asociado previamente en 

diabetes, enfermedades de desorden metabólico y cáncer de páncreas98,99, se diseñó la sonda 

especifica TaqMan® (Fig. 13) para corroborar el cambio nucleotídico por PCR en Tiempo Real 

usando el protocolo de manufactura TaqMan® SNP Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific). 

 

Figura 13. Diseño de la sonda en File Builder 3.1 para determinar la variante m.16519T>C por PCR en Tiempo 

Real. 

Tabla 3.Clasificación de los 18 genes y 48 variantes el DNA nuclear asociados como factor de riesgo a DT2 
encontrados en población mexicana y asiática. 

GEN CROMOSOMA TAMAÑO (pb) VARIANTE 

PPARG 3 12,287,368-12,471,013 rs1,801,282/Chr3-12,351,626 

IGF2PB2 3 185,643,131-185,825,056 rs4,402,960/Chr3-185,793,899  

WFS1 4 6,200,368-6,303,265 rs6,446,482/Chr4-6,293,966 

   rs10,010,131/Chr4-6,291,188 

PGC1-α 4 23,755,044-24,472,771 rs8,192,678/Chr4-23,814,039 

CDKAL1 6 20,534,457-21,232,404 rs10,946,398/Chr6-20,660,803 

   rs7,754,840/Chr6-20,661,019 

VEGFA 6 43,770,184-43,786,487 rs2,010,963/Chr6-43,770,613 

   rs699,947/Chr6-43,768,652 

SLC30A8 8 116,950,180-117,176,714 rs11558471/Chr-8117,173,494 

   rs13,266,634/Chr-8117,172,544 

CDKN2A/2B 9 21,967,752-21,995,301 rs10,811,661/Chr9-22,134,095 

CDC123/CAMK1 10 12,195,962-12,250,590 rs12,779,790/Chr10-12,286,011 

SIRT1 10 67,884,662-67,918,390 rs7,896,005/Chr10-67,891,367 

HHEX 10 92,689,924-92,695,651 rs1,111,875/Chr10-92,703,125 

   rs5,015,480/Chr10-92,705,802 

   rs7,923,837/Chr10-92,722,160 

ADRA2A 10 111,077,032-111,080,907 rs553,668/Chr10-111,079,821 

TCF7L2 10 112,950,219-113,167,678 rs4,506,565/Chr10-112,996,282 

   rs12,243,326/Chr10-113,029,056 

   rs7,903,146/Chr10-112,998,590 

   rs12,255,372/Chr10-113,049,143 
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KCNQ1 11 2,444,991-2,849,110 rs2,237,892/Chr11-2,818,521 

LOC387761 11 42,165,869-42,232,128 rs7,480,010/Chr11-42,225,168 

UCP2 11 73,974,667-73,983307 rs659,366/Chr11-73,983,709 

   rs3781907/Chr11-74,005,424 

TPS3 17 7,661,779-7,687,550 rs1,042,522/Chr17-7,676,154 

HNF4A 20 44,355,700-44,434,596 rs1,800,961/Chr20-44,413,724 
 

 

4.15. DETERMINACIÓN DEL SEXO POR LA AMPLIFICACIÓN DEL GEN DE 

AMELOGENINA 

Para determinar el sexo mediante la amplificación por PCR punto final del gen AMELX/AMELY que 

es un gen que codifica para una proteína de la matriz extracelular que está relacionada con la 

organización de la estructura del esmalte dental, se usaron los primers F_rcaX1-R_rcaX2 obteniendo 

un fragmento de 130 pb para el Chr-X y los primers F_rcaY1-R_rcaY2 obteniendo un fragmento de 

170 pb para el Chr-Y. La amplificación por PCR se llevó a cabo usando el protocolo de manufactura 

de la enzima Phusion Hot Start II Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de 

la reacción de PCR para 35 ciclos fueron: 98 ºC (30 s), 98 ºC (10 s), 52 °C (30 s), 72 ºC (20 s) y 72 

ºC (10 min).  

F_rcaX1 (5’- AATCATCAAATGGAGATTTG -3’)100 

R_rcaX2 (5’- GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA -3’)100 

F_rcaY1 (5’- ATGATAGAAACGGAAATATG -3’)100 

R_rcaY2 (5’- AGTAGAATGCAAAGGGCTC -3’)100 

 

4.16. ANÁLISIS DEL CROMOSOMA X y Y PARA IDENTIFICAR EL SEXO MASCULINO 

La región no homóloga entre los cromosomas X y Y de la secuencia de referencia 

CRs_human_hg38/Chr Y (NC_000024.10)101 se analizó con el software IGV79,80 para buscar 

regiones específicas del Chr-Y. La tabla 4 muestra las secuencias identificadas de los siguientes 15 

genes: TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USP9Y, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, 

AC007359.1, TTTY4, PBY2B, DAZ1, DAZ3 y DAZ4. Las secuencias se clasificaron en 3 grupos: 1) 

la secuencia estaba presente solo en el Chr-Y; 2) las secuencias tuvieron similitud con el Chr-X; y 3) 

la secuencia también se identificó en los cromosomas autosómicos. 
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Tabla 4. Genes que se analizaron para la detección de sexo. Descripción de los 15 genes del Chr-Y utilizados 

para seleccionar secuencias específicas que permiten identificar el sexo masculino. 

*Chr-Y 
Gen 

Secuencia 
Tamaño de Secuencia  

(pb) 
Cobertura del Chr-X 

(%) 
**Chr’s 

Autosomales 

TTTY7 
6449468-6457906 

8439 pb 
 

6453472-6453552 81 0 0 

6457811-6457861 51 0 0 

TSPY3 
9398421-9401223 

2803 pb 
 

9712721-9712755 35 0 0 

9340012-9340052 41 0 0 

9338261-9338286 26 0 0 

TTTY2 
9736286-9758476 

22191 pb 
 

9738350-9738414 65 0 0 

9740557-9740591 35 0 0 

TTTY22 
9801153-9813245 

12093 pb 
 

9811090-9811129 40 0 0 

9811192-9811267 76 0 0 

USP9Y 
12701231-12860844 

159614 pb 
 

12761218-12761250 33 100.0% (33) 0 

12852196-12852244 49 95.91% (47) 0 

12783154-12783189 36 51.28% (20) 0 

UTY 
13233920-13480673 

246754 pb 

13283351-13283407 57 85.96% (49) 0 

13356296-13356423 128 89.06% (114) 0 

13479887-13479942 56 42.86% (24) 0 

13378902-13378976 75 76.00% (57) 0 

NLGN4Y 
14522573-14845650 

323043 pb 

14564733-14564782 50 90.00% (45) 0 

14641102-14641191 90 92.22% (83) 0 

14530587-14530660 74 85.14% (63) 0 

14602714-14602806 93 43.01% (40) 0 

TTTY14 
18872501-19077547 

205047 pb 
 

18993204-18993243 40 82.50% (33) 0 

19040591-19040663 73 89.04% (65) 0 

19051191-19051266 76 71.05% (54) 0 

19076468-19076542 75 28.00% (21) 0 

FAM41AY1 
17500958-17516742 

15785 pb 
 

18390242-18390268 27 0 5 y16 

17514463-17514535 73 0 1, 3, 4, 9 y 18 

18391477-18391549 73 0 1, 3, 4, 9 y 18 

AC007359.1 
22100814-22147484 

46671 bases 

22122477-22122552 76 0 7, 9, 16 y 17 

22108467-22108519 53 0 7, 11 y 17 

22477887-22477939 53 0 7, 11 y 17 

22102367-22102415 49 0 7, 12 y 17 

TTTY4 
22936455-22973284 

36830 pb 
 

22960559-22960618 60 0 2, 7, 8 y 19 

24586517-24586573 57 0 7 y 8 

24587660-24587731 72 0 7, 8, 16 y 19 

25070310-25070384 75 0 7-9, 14, 17 y 20 



 

 
 

31 
ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS RESTOS ÓSEOS ENCONTRADOS EN LA REGIÓN DE PUXCATÁN EN EL 
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANÁLISIS DEL DNA MITOCONDRIAL 
 

CINVESTAV-GENÉTICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

PBY2B 
24607560-24639207 

31648 pb 
 

23005338-23005470 133 0 7 y 8 

24619544-24619592 49 0 21 y 2 

24622023-24622064 42 0 8 

23000633-23000734 102 0 7, 8 y 19 

DAZ1 
23129355-23199123 

69769 pb 
 

23139613-23139688 76 0 3 y 4 

DAZ3 
24763069-24813505 

50437 pb 
 

23267233-23267285 53 0 3 y 8 

24773336-24773411 76 0 3, 7 y 4 

23257864-23257932 69 0 3 

24771932-24772044 113 0 1,7 y 10 

DAZ4 
24833800-24907040 

73241 pb 
 

24835630-24835705 76 0 2 y 3 

24896627-24896702 76 0 2, 7, 8 y 12 

24851394-24851450 57 0 3 

*: Localización en el genoma GRCh38.p12. **: Se refiere a la secuencia cubierta en porcentaje bajo en los 

cromosomas autosomales.  

 

4.17. IDENTIFICACIÓN DEL SEXO MASCULINO USANDO MARCADORES 

Para demostrar que la región seleccionada es específica para individuos de sexo masculino, se 

diseñaron primers específicos para las regiones seleccionadas, estos fueron para el gen TTTY7. 

(F_TTTY7-R_TTTY7) y tener un amplicón de 140 pb, para el gen TSPY3 (F_ TSPY3-R_ TSPY3) y 

tener un amplicón de 121 pb, para el gen TTTY22 (F_TTTY22-R_TTTY22) y tener un amplicón de 

124 pb y para el gen TTTY2 (TTTY2-R_ TTTY2) y tener un amplicón de 133 pb. La amplificación por 

PCR se llevó a cabo usando el protocolo de manufactura de la enzima Phusion Hot Start II Fidelity 

DNA Polymerase (Thermo Scientific). Las condiciones de la reacción de PCR para 35 ciclos fueron: 

98 ºC (30 s), 98 ºC (10 s), Tm (30 s), 72 ºC (20 s) y 72 ºC (10 min). El set de primers por gen se 

probó en las muestras prehispánicas encontradas en la Cueva de Puyil por triplicado. 

F_TTTY7     (5’-CTGAGGCTGTGTGTTTGTGC-3’) 

R_TTTY7    (5’-CCTGGGAGTTGTAGGGTTGA-3’) 

F_TSPY3     (5’-CACAAATGGGGAAGGGATA-3’) 

R_TSPY3     (5’-ACAACTGGGAGTCCCCTAGA-3’) 

F_TTTY22   (5’-GGGGAGTGATGTAGCTGTGG-3’) 

R_TTTY22   (5’-TTTTTGGTCTTTTCATAAACATCAT-3’) 

F_TTTY2     (5’-AGAACCCTCAACGACACACC-3’) 
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5. RESULTADOS 

5.1. DATACIÓN POR 14C 

Se dataron siete muestras por 14C, tres muestras (PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 y 

PUXTABMEX009) pertenecen al periodo Arcaico, una muestra (PUXTABMEX001) al periodo 

Clásico-Medio y tres muestras al periodo Clásico-Tardío (PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y 

PUXTABMEX010) como se muestra en la tabla 5. 

Tabla 5. Datación por 14C de las muestras de estudio, mostrando el periodo histórico al que pertenecen. 

MUESTRA PERIODO HISTÓRICO 

PUXTABMEX001 Clásico-Medio 

PUXTABMEX002 Clásico-Tardío 

PUXTABMEX003 ND 

PUXTABMEX004 Arcaico 

PUXTABMEX005 ND 

PUXTABMEX006 Arcaico 

PUXTABMEX007 Clásico-Tardío 

PUXTABMEX008 ND 

PUXTABMEX009 Arcaico 

PUXTABMEX010 Clásico-Tardío 

                                          ND: No Determinada 

 

5.2. ANÁLISIS CEFALOMÉTRICO 

Se realizó el análisis morfológico de los cráneos (PUXTABMEX006-PUXTABMEX010), usando 14 

marcas (landmarks) homólogos a los puntos craneométricos tradicionales que abarcan los 

principales componentes del cráneo. Para reducir la dimensionalidad de las variables y analizar 

conjuntamente los cambios de la morfología craneal se hizo un análisis de componentes principales 

(PCA) que presentó el 83.4% de varianza original de la morfología craneal, donde los valores 

positivos de la primera componente PCA1 ubican a los cráneos PUXTABMEX006 y 

PUXTABMEX007 con menor oblicuidad, mayor altura y menor longitud, mientras que hacia los 

valores negativos se ubican los cráneos PUXTABMEX008, PUXTABMEX009 y PUXTABMEX010 

con mayor oblicuidad y largura neurocraneal, menor altura y protrusión facial. En la segunda 

componente PCA2 con 21.8% se cuantifica un cambio relacionado a la variación de la oblicuidad 
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frontal que se encontró en las muestras PUXTABMEX007 y PUXTABMEX009. El estudio 

morfoscópico y craneotrigométrico permitió establecer el tipo de deformación craneal.  

 

5.3. AMPLIFICACIÓN DE LA RHV-I y RHV-II 

Se amplifico un fragmento de la RHV-I del nucleótido 16190-16401 obteniendo un fragmento de     

211 pb para las diez muestras de estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010) (Fig. 14). 

 

Figura 14. Amplificación de la Región Hipervariable I de aDNA. Control positivo (carril 2), control negativo 

(carril 3), amplicón de mtDNA de la RHVI de 211 pb de aDNA PUXTABMEX008 (carril 4), PUXTABMEX007 

(carril 5), PUXTABMEX010 (carril 6), PUXTABMEX009 (carril 7), PUXTABMEX006 (carril 8). Marcador de 

peso molecular de 100 pb (carril 1). 

 

Amplificación de un fragmento de la RHV-I de 150 pb del nucleótido 16106 al 16256 para conocer la 

calidad del aDNA antes de la construcción de las librerías (Universidad de Kiel) (Fig. 15). La 

cuantificación del aDNA de las librerías fue de 53.10-+ a 75.90 ng/μl para la NGS (Fig. 16). 

 

Figura 15. Amplificación de un fragmento de la RHV- I del mtDNA de 150 pb del nucleótido 16106-16256 

para conocer la calidad e integridad del aDNA en cada muestra. 
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Figura 16. Cuantificación de las librerías de aDNA. PUXTABMEX001 (53.10 ng/µl), PUXTABMEX002 (75.90 

ng/µl), PUXTABMEX003 (54.60 ng/µl), PUXTABMEX004 (71.90 ng/µl), PUXTABMEX005 (0.44 ng/µl), 

PUXTABMEX006 (63.60 ng/µl), PUXTABMEX007 (68.20 ng/µl), PUXTABMEX008 (66.60 ng/µl) y 

PUXTABMEX009 (65.40 ng/µl). 

 

5.4. SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN (NGS) 

Se secuenciaron diez muestras encontradas en la Cueva de Puyil por NGS obteniendo un control de 

calidad (QC) de secuencia para las muestras PUXTABMEX002-PUXTABMEX010 entre el 97-99% y 

para la muestra PUXTABMEX001 del 89.63% (Fig. 17). Se determino el patrón de daño para 

distinguir entre secuencias antiguas y contemporáneas, las muestras fueron tratadas con UDG para 

reparar el DNA, se muestra un ejemplo del patrón de daño de la muestra PUXTABMEX003 (Fig. 18). 

 

 



 

 
 

36 
ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS RESTOS ÓSEOS ENCONTRADOS EN LA REGIÓN DE PUXCATÁN EN EL 
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANÁLISIS DEL DNA MITOCONDRIAL 
 

CINVESTAV-GENÉTICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

Figura 17. Control de Calidad de las secuencias obtenidas por el software FASTQC de las diez muestras 

prehispánicas de estudio. 

 

 
Figura 18. Patrón de daño de la muestra PUXTABMEX003. (a) Desaminación C>T en el extremo 5’ (rojo) y 

G>A en el extremo 3’ (azul). (b) Reparación del aDNA con UDG en el extremo 5 '(rojo) y en el extremo 3' 

(azul). El patrón de daño fue similar para cada muestra prehispánicas de estudio. 

 

El DNA endógeno presente en cada muestra fue menor al 1%, solo en las muestras 

PUXTABMEX001 y PUXTABMEX010 se obtuvo el 1.129% y 1.003% de DNA endógeno 

respectivamente (Fig. 19). La baja obtención de DNA endógeno es debido a las condiciones en las 

que se encontraron las muestras dentro la cueva, que afectaron la preservación del DNA. 
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Figura 19. Datos porcentuales de DNA endógeno sin tratamiento y tratado con UDG presente en cada 

muestra prehispánica de este estudio. 

 

Las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX009 y PUXTABMEX010 tuvieron 

mayor cobertura 1X del genoma completo con 0.316%, 0.228%, 0.131% y 0.111% respectivamente 

(Fig. 20).  

Figura 20. Cobertura del Genoma completo 1X sin tratamiento y tratado con UDG representado 

porcentualmente para cada muestra prehispánica de estudio. 

 

Las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003 y PUXTABMEX006 tuvieron mayor cobertura 1X 

del mtDNA con 47.78%, 53.72% y 41.82% respectivamente (Fig. 21). 
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Figura 21. Cobertura del Genoma Mitocondrial 1X sin tratamiento y tratado con UDG representado 

porcentualmente para cada muestra prehispánica de estudio. 

 

La longitud de los fragmentos alineados para el genoma completo y mitocondrial se encuentran en 

las tablas 6 y 7 respectivamente. Los demás datos estadísticos de la secuenciación masiva se 

encuentran en el Apéndice III. 

Tabla 6. Tamaño de las lecturas alineadas del Genoma completo con la secuencia de referencia97. 

 

 

MUESTRA Cobertura (pb) Tamaño del Fragmento

PUXTABMEX001 UDG 101393 52 (40-72)

no UDG 39871 64 (47-98)

PUXTABMEX002 UDG 181469 71 (47-76)

no UDG 64061 59 (45-83)

PUXTABMEX003 UDG 140015 56 (42-76)

no UDG 96267 57 (45-77)

PUXTABMEX004 UDG 41155 52 (40-71)

no UDG 12881 51 (41-67)

PUXTABMEX005 UDG 17198 54 (40-76)

no UDG 8863 54 (42-72)

PUXTABMEX006 UDG 27052 47 (36-64)

no UDG 8311 50 (40-66)

PUXTABMEX007 UDG 23844 76 (48-76)

no UDG 9206 64 (48-91)

PUXTABMEX008 UDG 27283 48 (36-68)

no UDG 23059 48 (39-62)

PUXTABMEX009 UDG 79638 54 (41-76)

no UDG 15876 51 (40-68)

PUXTABMEX010 UDG 124863 42 (34-56)

no UDG 81806 49 (40-63)
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Tabla 7. Tamaño de las lecturas alineadas del Genoma Mitocondrial con la secuencia de referencia97. 

 

 

5.5. IDENTIFICACIÓN DEL HAPLOGRUPO 

Para confirmar el haplogrupo de cada muestra fue amplificado un fragmento de la RHV-I de 211 pb 

del nucleótido 16190 al 16401 y secuenciado por Sanger. Estas secuencias y las obtenidas por NGS 

fueron alineadas con la Secuencia de Referencia de Cambridge (CRs_human_hg38)97. Los 

haplogrupos identificados fueron A, A2, C1, C1c y D4 de acuerdo a la clasificación de Kumar41, 

Mitomaster88,89 y HaploGrep290,91; el haplogrupo B no se identificó en este estudio. Los resultados 

se confirmaron por PCR en Tiempo Real usando sondas específicas para cada haplogrupo (descrita 

en Materiales y Métodos). 

 

 

 

MUESTRA Cobertura (pb) Tamaño del Fragmento

PUXTABMEX001 UDG 2463 47 (38-66)

no UDG 1877 59 (49-77)

PUXTABMEX002 UDG 7917 76 (53.5-83.5)

no UDG 2936 64.5 (49.5-87)

PUXTABMEX003 UDG 8901 66 (48-76)

no UDG 7371 63 (48-84)

PUXTABMEX004 UDG 2490 52.5 (40.5-76)

no UDG 805 56 (48.75-65.25)

PUXTABMEX005 UDG 2600 75 (51-83)

no UDG 755 66 (51.5-76)

PUXTABMEX006 UDG 6929 55.5 (40-75.25)

no UDG 2085 62 (48-84.5)

PUXTABMEX007 UDG 346 79 (72.25-93.25)

no UDG 505 52.5 (41.5-85)

PUXTABMEX008 UDG 283 44 (38-51)

no UDG 571 42.5 (40.75-53.75)

PUXTABMEX009 UDG 2651 62 (46-76)

no UDG 618 63 (43.75-74)

PUXTABMEX010 UDG 2087 45 (37-72.5)

no UDG 2685 58 (45-71)
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5.6. ANÁLISIS DE REDES HAPLOTÍPICAS 

El análisis de redes haplotípicas se llevó a cabo para conocer la relación de las muestras 

prehispánicas con otras poblaciones de diferentes áreas geográficas, usando un fragmento 

representativo del mtDNA de poblaciones nativas antiguas y contemporáneas de América, Asía y 

Beringia. 

El análisis para el haplogrupo A incluyó cinco secuencias de este estudio (PUXTABMEX003, 

PUXTABMEX005, PUXTABMEX006, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010) y 515 secuencias 

reportadas previamente del nucleótido 16224 al 16569 y reveló un total de 109 haplotipos (H) (Fig. 

22). La muestra PUXTABMEX005 (H_106) y PUXTABMEX010 (H_109) haplogrupo A, se 

diversificaron con dos pasos mutacionales del nodo H_108 (PUXTABMEX007); la muestra 

PUXTABMEX007 (H_108) haplogrupo A y PUXTABMEX003 (H_105) haplogrupo A2 se 

diversificaron con dos pasos mutacionales de los nodos H_8 y H_94, que agruparon poblaciones de 

Xikrin de Brasil, Mayas de Yucatán y Tzotzil de México, posteriormente el nodo H_8 se diversifico 

del nodo H_4 que agrupo poblaciones Mayas de Kiche de Guatemala, Quintana Roo y Tzotzil de 

México, Han de China, Amazon de Brasil y Putumayo de Colombia. La muestra PUXTABMEX006 

(H_107) haplogrupo A se diversifico con tres pasos mutacionales del nodo H_43 que agrupo 

poblaciones de Mongolia, Mayas Ladino, Verapaza y de la Tinta de Guatemala y Mayas de Tzotzil 

de México. 
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Figura 22. Red haplotípica del haplogrupo A construida con un fragmento de 346 pb de la RHV-I del mtDNA 

del nucleótido 16224 al 16569 con las muestras de estudio PUXTABMEX003 (H_105), PUXTABMEX005 

(H_106), PUXTABMEX006 (H_107), PUXTABMEX007 (H_108) y PUXTABMEX010 (H_109) y 515 

secuencias reportadas previamente. El triángulo antes de C, CH, y P indican las secuencias antiguas de Cuba, 

Chile y Perú respectivamente. 

 

El análisis para el haplogrupo C incluyó tres secuencias de este estudio (PUXTABMEX001, 

PUXTABMEX002 y PUXTABMEX004) y 242 secuencias reportadas previamente del nucleótido 

16224 al 16569 y reveló un total de 85 haplotipos (Fig. 23). La muestra PUXTABMEX002 (H_84) 

haplogrupo C1c y PUXTABMEX004 (H_85) haplogrupo C1 se diversificaron del nodo H_83 

(PUXTABMEX001) haplogrupo C1 y este nodo se diversifico del nodo H_45 que agrupo la población 

Movima de Bolivia y este se diversificó del nodo H_45 que agrupo poblaciones Mayas de Yucatán, 

Campeche, Quintana Roo de México y República Dominicana.  
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Figura 23. Red haplotípica del haplogrupo C construida con un fragmento de 346 pb, de la RHV-I del mtDNA 

del nucleótido 16224 al 16569 con las muestras de estudioPUXTABMEX001 (H_83), PUXTABMEX002 (H_84) 

y PUXTABMEX004 (H_85) y 242 secuencias previamente. El triángulo antes de CH, y P indican las 

secuencias antiguas de Chile y Perú respectivamente. 

 

El análisis para el haplogrupo D incluyó una secuencia de estudio (PUXTABMEX009) y 235 

secuencias reportadas previamente del nucleótido 16064 al 16569 revelaron un total de 133 

haplotipos (Fig. 24). La muestra PUXTABMEX009 (H_133) haplogrupo D4 se diversifico del nodo 

H_119 que agrupo poblaciones Han de China, Norte de Brasil y Asia. 

 

 

 



 

 
 

43 
ESTUDIO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS RESTOS ÓSEOS ENCONTRADOS EN LA REGIÓN DE PUXCATÁN EN EL 
MUNICIPIO DE TACOTALPA, TABASCO MEDIANTE EL ANÁLISIS DEL DNA MITOCONDRIAL 
 

CINVESTAV-GENÉTICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 

 
Figura 24. Red haplotípica del haplogrupo D construida con un fragmento de 508 pb, de la RHV-I del mtDNA 

del nucleótido 16064 al 16569 con la muestra de estudio PUXTABMEX009 (H_133) y 235 secuencias 

reportadas previamente. El triángulo antes de C, CH, y P indican las secuencias antiguas de Cuba, Chile y 

Perú respectivamente. 

 

5.7. ANÁLISIS DE VARIANTES GENÉTICAS DEL GENOMA MITOCONDRIAL 

ASOCIADAS A DIABETES COMO FACTOR DE RIESGO  

Se analizaron las variantes m.3243A>G, m.16189T>C y m.16519T>C de las secuencias del genoma 

mitocondrial de las muestras prehispánicas de estudio con el programa IGV79,80, encontrando 

resultados en las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX004 y 

PUXTABMEX006. 

No se ha reportado la presencia de estas variantes en poblaciones prehispánicas, sin embargo, en 

estudios recientes la variante m.16519T>C se ha asociado a diferentes enfermedades, por esta 
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razón para comprobar los resultados obtenidos en secuenciación masiva se decidió confirmar la 

variante m.16519T>C por PCR en Tiempo Real. 

 

5.8. ANÁLISIS DE VARIANTES GENÉTICAS DEL GENOMA NUCLEAR ASOCIADAS A 

DIABETES COMO FACTOR DE RIESGO  

Las variantes propuestas en la tabla 3 presentes en diferentes genes que han sido asociados como 

factor de riesgo a DT2 en poblaciones contemporáneas mexicanas y asiáticas, fueron analizados en 

el programa IGV79,80. El único gen cubierto fue WFS1, las otras no fueron cubiertas en ninguna de 

las muestras por NGS. 

  

5.9. IDENTIFICACIÓN DEL SEXO POR LA AMPLIFICACIÓN DEL GEN AMELX/AMELY 

Para determinar el sexo por la prueba de AMELX/AMELY, se amplificaron regiones específicas del 

cromosoma X y Y, obteniendo un fragmento de 130 pb y 170 pb respectivamente (Fig. 25), sin 

embargo, no fue posible determinar con exactitud el sexo, ya que el Chr-Y se encuentra más degrado 

que el Chr-X. Todas las muestras amplificaron para el Chr-X y las muestras (PUXTABMEX001-

PUXTABMEX004) amplificaron para el Chr-Y (Tabla 8, Fig. 26). 

 

Figura 25. Amplificación de regiones específicas del cromosoma X y Y para determinar el sexo en muestras 

prehispánicas encontradas en la cueva de Puyil, obteniendo 4 muestras positivas para el sexo masculino 

(PUXTABMEX001-PUXTABMEX004). Amplicón del Chr-X de 130 pb y del Chr-Y de 170 pb. Marcador de 

Peso Molecular de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 2020). 
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5.10. IDENTIFICACIÓN DEL SEXO POR EL ANÁLISIS DEL CROMOSOMA X AND Y 

Previamente se ha reportado que los genes TTTY14 y TTTY4 son específicos para el Chr-Y102,103, el 

análisis in silico mostró un 89% de identidad con el Chr-X o cromosomas autosómicos (Tabal 4), por 

esta razón no se usaron para determinar el sexo masculino, en consecuencia se buscaron nuevas 

secuencias en otros genes usando el programa IGV79,80. Las secuencias analizadas fueron en los 

genes del Chr-Y: TTTY7, TSPY3, TTTY2, TTTY22, USP9Y, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, 

AC007359.1, TTTY4, PBY2B, DAZ1, DAZ3 y DAZ4.  

Las secuencias que fueron específicas para evaluar el sexo masculino fueron en el gen TTTY7 del 

nucleótido 6453472 al 6453552 y 6457811 al 6457861 correspondientes a fragmentos de DNA de 

81 pb y 51 pb respectivamente; en el gen TSPY3 del nucleótido 9712721 al 9712755, 9340012 al 

9340052 y 9338261 al 9338286 correspondientes a fragmentos de DNA de 35 pb, 41 pb y 26 pb 

respectivamente; en el gen TTTY2 del nucleótido 9738350 al 9738414 y 9740557 al 9740591 

correspondientes a fragmentos de DNA de 65 pb y 35 pb respectivamente y en el gen TTTY22 del 

nucleótido 9811090 al 9811129 y 9811192 al 9811267 correspondientes a  fragmentos de DNA de 

40 pb y 76 pb respectivamente (Tabla 4). 

 

5.11. AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS POR PCR DE LOS GENES TTTY7, TSPY3, 

TTTY2 AND TTTY22 EN MUESTRAS CONTEMPORÁNEAS 

Para verificar la especificidad de las secuencias seleccionadas de cada gen para identificar el sexo 

masculino se amplificó un fragmento de 140 pb del gen TTTY7 del nucleótido 6453443 al 6453582, 

un fragmento de 121 pb del gen TSPY3 del nucleótido 9400901 al 9401021, un fragmento del gen 

TTTY22 de 124 pb del nucleótido 9811189 al 9811312 y un fragmento del gen TTTY2 de 133 pb del 

nucleótido 9738313 al 9738445. Se utilizaron muestras contemporáneas de sexo femenino y 

masculino para comprobar la especificidad de la secuencia para el sexo masculino. El amplicón 

específico para cada gen se obtuvo en la muestra contemporánea masculina y la ausencia del 

amplicón en la muestra contemporánea femenina (Fig. 26). La sensibilidad del método para 

determinar el sexo masculino en muestras contemporáneas y antiguas es de 3 ng/µl de DNA.  
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Figura 26. Amplificación de la secuencia específica de los genes TTTY22, TTTY7, TTTY2 y TSPY3 para 

determinar el sexo en DNA humano contemporáneo, en las muestras contemporánea femenina hubo 

ausencia del amplicón. FC: Control Femenino y MC: Control Masculino. Marcador de Peso Molecular de 100 

pb (carril 1) (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 2020). 

 

5.12. AMPLIFICACIÓN DE SECUENCIAS POR PCR DE LOS GENES TTTY7, TSPY3, 

TTTY2 AND TTTY22 EN MUESTRAS ANTIGUAS PREHISPÁNICAS 

Para determinar el sexo en muestras prehispánicas encontradas en la Cueva de Puyil, se 

amplificaron las regiones específicas de los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y TTTY22 (Fig. 27, 28, 29 

y Tabla 8). Los genes TTTY7, TSPY3 y TTTY2 analizados en las muestras prehispánicas mostraron 

los amplicones específicos del Chr-Y, que confirman que todos tienen sexo masculino, hubo 

ausencia del amplicón en las muestras PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX004 y 

PUXTABMEX005 para el gen TSPY3 (Fig. 29 y Tabla 8) y en la muestra PUXTABMEX003 para el 

gen TTTY2 (Fig. 30 y Tabla 8). La secuencia específica del gen TTTY22 no amplifico para ninguna 

de las diez muestras.  

 

Figura 27. Amplificación de la secuencia específica del gen TTTY7 en todas las muestras prehispánicas de 

estudio (PUXTABMEX001-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de Puyil, obteniendo un fragmento de 

140 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control negativo. Marcador de Peso Molecular 

de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 2020). 
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Tabla 8. Comparación de tres métodos diferentes para identificar el sexo en muestras prehispánicas. 

Amplificación de las secuencias específicas de TTTY7, TSPY3 y TTTY2, prueba AMELX/AMELY y Criterio 

Antropométrico. 

MUESTRA TTTY7 TSPY3 TTTY2 AMELX/AMELY 
*Reporte 

Antropométrico 

PUXTABMEX001 + + + X/Y Masculino 

PUXTABMEX002 + - + X/Y Masculino 

PUXTABMEX003 + - - X/Y Femenino 

PUXTABMEX004 + - + X/Y ND 

PUXTABMEX005 + - + X Masculino 

PUXTABMEX006 + + + X Masculino 

PUXTABMEX007 + + + X Masculino 

PUXTABMEX008 + + + X Masculino 

PUXTABMEX009 + + + X Masculino 

PUXTABMEX010 + + + X Femenino 

ND: No se Determinó. *Identificación de sexo usando el Criterio Antropométrico. 

 

 
Figura 28. Amplificación de la secuencia específica del gen TSPY3 en seis muestras prehispánicas 

(PUXTABMEX001, PUXTABMEX006-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de Puyil, obteniendo un 

fragmento de 121 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control negativo. Marcador de 

Peso Molecular de 100 pb (carril 2) (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 2020). 
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Figura 29. Amplificación de la secuencia específica del gen TTTY2 en nueve muestras prehispánicas 

(PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX004-PUXTABMEX010) encontradas en la Cueva de 

Puyil, obteniendo un fragmento de 133 pb. FC: Control Femenino, MC: Control Masculino, C (-): Control 

negativo. Marcador de Peso Molecular de 100 pb (carril 1) (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 

2020). 
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6. DISCUSIÓN 

Las cuevas fueron utilizadas en las culturas mesoamericanas como centros ceremoniales, lo que ha 

provocado un gran interés en el estudio de las muestras prehispánicas encontradas en la Cueva de 

Puyil. cinco de las muestras tienen deformación craneal intencional que sugieren diferencias 

culturales y genéticas. La datación por 14C mostro temporalidades dentro del periodo Arcaico y 

Clásico. 

De las diez muestras analizadas, los individuos PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 y 

PUXTABMEX009 pertenecieron al período Arcaico, su haplogrupo fue C1, A, y D4, respectivamente. 

El individuo PUXTABMEX004, con una edad de 5 a 10 años, corresponde al cráneo mutilado ubicado 

en el punto 50 y genéticamente está relacionado con poblaciones nativas contemporáneas de 

México, Guatemala, Bolivia y República Dominicana (Fig. 30), estos resultados apoyan la teoría de 

la ruta migratoria del continente Americano de Norte a Sur41,104. El haplogrupo C1 tiene una edad 

estimada de 21.4 ± 2.7 kya / 16.4 ± 1.5 kya41. 

El haplogrupo más común identificado previamente en otras poblaciones prehispanicas fue el 

A241,105, sin embargo, el haplogrupo A se ha encontrado en baja frecuencia en América; previamente 

se ha identificado en un individuo prehispánico de Comalcalco en Tabasco17, y también se identificó 

en el individuo PUXTABMEX006. La deformación craneal intencional de este cráneo se determinó 

como imperfecta y presentaba mutilación dental, practicas comunes en la cultura Maya de 

Guatemala y México. La deformación craneal imperfecta sugirió una técnica incipiente utilizada en 

ese momento, que posteriormente evolucionó con el tiempo. La deformación intencional severa y la 

mutilación dental que se encuentra en el cráneo del individuo PUXTABMEX006 desde el período 

Arcaico son muy importantes, ya que no se han reportado resultados parecidos previamente, por lo 

tanto, se requieren estudios adicionales para comprender más sobre estas prácticas, ya que solo 

hay un estudio que describe una leve deformación del cráneo en Mesoamérica con una temporalidad 

de ~8500-7000106. Debido a estos hallazgos y a su relación con poblaciones mayas contemporáneas 

de México y Guatemala (Fig. 31), se puede inferir que este individuo tiene un ancestro común con 

los antecesores de las poblaciones mayas. 
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Figura 30. Relación genética de las muestras PUXTABMEX001, PUXTABMEX002 y PUXTABMEX004 con 

poblaciones nativas contemporáneas de México (Mayas de Chiapas, de Campeche, Yucatán y Quintana 

Roo), Republica Dominicana y Bolivia (Movima). 

 

El individuo PUXTABMEX009 con deficiencias nutricional y una edad de 25-30 años al morir, 

haplogrupo D4, está relacionado geográficamente con población contemporáneas del Norte de 

Brasil, Han en China y Asia, perteneció al período Arcaico, una época en la que se desarrolló la 

agricultura y se establecieron pueblos definidos, por lo tanto, se infiere que este individuo podría 

pertenecer a un antecesor de la población Olmeca. La deformación intencional cefálica fue perfecta, 

lo que sugiere un refinamiento de la técnica a través del tiempo. Este tipo de deformación ha sido 

reportada previamente en el período Arcaico (2,500-2000 AC) en el centro Andino y al Norte de la 

Patagonia107. En conjunto con la deformación craneal, su relación genética con las poblaciones de 

América del Sur y Asia, la alta frecuencia del haplogrupo D en América del Sur3,24,44,45 y la 
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identificación por primera vez del haplogrupo en Monte Verde hace 14.5 kya41 sugieren una ancestro 

común que emigró del Norte a Sur de América. 

 

Figura 31. Relación genética de la muestra PUXTABMEX006 con poblaciones nativas contemporáneas de 

México (Mayas de Chiapas), Guatemala (Mayas de Ladino, Verapaz y La Tinta) y Mongolia (no representado 

en este mapa). 

 

Los resultados de este estudio y la evidencia anterior sugirieron prácticas funerarias y rituales 

durante el período Arcaico por los predecesores de las poblaciones Olmeca, Maya y del Sur de 

América14,108. Se infiere que desde que el hombre era nómada y cazador-recolector comenzó a usar 

las cavernas como centros ceremoniales para hacer rituales religiosos, de esta manera las 

tradiciones y costumbres se fueron heredando de generación en generación desde las civilizaciones 

prehispánicas hasta nuestros tiempos. 

Los individuos PUXTABMEX001, PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010 

pertenecieron al periodo Clásico (200-800 DC). El individuo PUXTABMEX001 con una edad al morir 

de 20-25 años, perteneció al periodo Clásico-Medio, haplogrupo C1, está relacionado con 

poblaciones de México, Guatemala, Bolivia y Republica Dominicana (Fig. 30). El individuo 

PUXTABMEX002 con una edad de 20-25 años al morir, tenía una ofrenda asociada al período 

Clásico-Tardío, que está de acuerdo con la temporalidad de la muestra. Este individuo fue 
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haplogrupo C1c, haplogrupo que muestra una edad estimada de 15.8 ± 4.7 kya/10.8 ± 2.0 kya41 y 

está también relacionado con poblaciones de México, Guatemala, Bolivia y Republica Dominicana 

(Fig. 30), lo que sugiere un ancestro común maya para el individuo PUXTABMEX001 y 

PUXTABMEX002. 

El individuo PUXTABMEX007 con una edad al morir de 25-30 años, con occipitalización del atlas, 

haplogrupo A, está relacionado geográficamente con poblaciones de México y Brasil (Fig. 32). La 

deformación intencional identificada en el cráneo PUXTABMEX007 ha sido identificada en 

aproximadamente el 50% de los mayas del período Clásico y en el 70% de los mayas del período 

Clásico-Tardío (Nakbe, Uaxactun, Peten y Seiba)106. El individuo PUXTABMEX010 tenía 20-25 años 

al morir, haplogrupo A, que está relacionado geográficamente con poblaciones de México y Brasil 

(Fig. 32) y deformación craneal intencional es del tipo Olmecoide, encontrada en baja proporción en 

Comalcalco en Tabasco y Palenque en Chiapas106. Ambos individuos podrían haber sido personas 

de alto rango social y económico en la civilización Maya, ya que en ambos casos las deformaciones 

craneales eran perfectas. Teniendo en cuenta que estos individuos eran del mismo período de 

tiempo y tenían una deformación craneal intencional diferente, es posible que provengan de 

diferentes regiones mayas en México. Los resultados también sugieren que la muerte de los 

individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010 ocurrió en la misma época, ya 

que tienen temporalidades parecidas, pero esto no significa que haya ocurrido en el mismo ritual 

funerario. 

El individuo PUXTABMEX008 tenía 25-30 años al morir, no se pudo determinar el haplogrupo debido 

a que el rendimiento y calidad del DNA extraído fue muy baja. La deformación craneal intencional 

encontrada se ha observado en el 77% de las poblaciones ubicadas en los territorios que rodean el 

río Usumacinta en Petén y Copán106, el individuo tenía desgaste dental, tabique nasal desviado, 

indicando que recibió un golpe perimorten, debido a que la deformación intencional no se realizó 

correctamente y su ubicación en la cueva, se infiere que este individuo era de bajo rango, o un 

acompañante de alguno de los individuos de alto rango. 

El individuo PUXTABMEX003 tenía 20-25 años al morir, presento haplogrupo A2, que se distribuye 

en alta frecuencia de Norte a Sur de América. La edad de coalescencia estimada para este 

haplogrupo fue de 19.5 +/- 1.3 kya / 16.1 +/- 1.5 kya41 y se ha identificado con alta frecuencia en las 

poblaciones de Aleuts y Nativos Americanos. Realizando un análisis más específico el individuo 

PUXTABMEX003 se relacionó geográficamente con poblaciones nativas Mayas de México y 
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Guatemala, indicando que este individuo probablemente comparte un ancestro en común con Mayas 

de estas dos poblaciones. 

 

Figura 32. Relación genética de las muestras PUXTABMEX003, PUXTABMEX005, PUXTABMEX007 y 

PUXTABMEX010, con poblaciones nativas contemporáneas de México (Mayas de Chiapas, Yucatán y 

Quintana Roo), Guatemala (Mayas Kiche), Brasil (Xikrin y Amazonas) y China (Han) (no representado en este 

mapa). 

 

La frecuencia para cada haplogrupo que conjunta a todas las muestras es: A 55.55%, C 33.33%, y 

D 11.11%, tienen una distribución parecida a las frecuencias de haplogrupo reportadas previamente 

para poblaciones mayas antiguas17 y poblaciones mayas contemporáneas de México y Guatemala. 
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La ausencia del haplogrupo B puede apoyar la teoría que fue un haplogrupo que llego más tarde al 

continente americano17. El análisis genético de los individuos prehispánicos de la cueva de Puyil nos 

ayuda a tener más información sobre las primeras poblaciones de nativos americanos que llegaron 

a América con haplogrupos A, C y D, lo que respalda la presencia temprana de los predecesores de 

los mayas, además de otras culturas como la olmeca o la zoque que se establecieron en Tabasco y 

que probablemente fueron el resultado de la dispersión de estos predecesores. 

En conclusión, este estudio analizó muestras prehispánicas de los predecesores de las civilizaciones 

mesoamericanas Olmeca, Maya y Zoque del período Arcaico y Clásico por NGS, contribuyendo al 

conocimiento de las civilizaciones antiguos. Los resultados mostraron la estrecha relación genética 

entre los mayas de México y Guatemala, así como la relación entre las poblaciones nativas 

contemporáneas de Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Mongolia y Asia, además, los 

resultados respaldan la teoría de las rutas migratorias y el asentamiento de poblaciones antiguas de 

Norte a Sur de América a través del Caribe, así como el origen de los principales haplogrupos 

fundadores nativo americanos A, C y D que provienen de Asía. Estos resultados también sugieren 

que las prácticas de deformación cefálica intencional comenzaron en el período Arcaico y 

persistieron hasta la conquista y que las cuevas se utilizaron como centros ceremoniales, influyendo 

en su organización social, hasta nuestros tiempos. 

El estudio de posibles marcadores genéticos que se han asociado en la actualidad a enfermedades 

importantes como la diabetes también han sido de interés para identificarlos en poblaciones 

prehispánicas y la posible influencia que tuvo el mestizaje durante la conquista. Por este motivo 

también se buscaron variantes del mtDNA que se han asociado a diferentes enfermedades en 

poblaciones contemporáneas mexicanas y asiáticos. Las variantes analizadas asociadas en la 

actualidad como factor de riesgo a DT2, cáncer pancreático/hepático109,110 y a enfermedades del 

mtDNA. fueron la m.3243A> G, m.16189T> C y m.16519C> T del mtDNA 

La variante m.3243A>G se localiza en la parte codificante del mtDNA, afecta el tRNALeu (UUR) y está 

relacionada con enfermedades metabólicas como Diabetes y Melas111,112.Esta variante no se 

encontró en la muestra PUXTABMEX006 y en el resto de las muestras prehispánicas no se cubrió 

el fragmento de la secuencia. La variante m.16189T>C localizada en la región no codificante del 

mtDNA se ha asociado con la resistencia a insulina113,114, no fue identificada en las muestras 

PUXTABMEX003 y PUXTABMEX004, y en el resto de las muestras prehispánicas no se cubrió la 

secuencia de esa región. Las alteraciones mitocondriales actualmente se consideran parte 
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importante del proceso carcinogénico, ya que favorece el crecimiento anormal celular y aumenta la 

resistencia celular a la apoptosis115. La variante m.16519T>C se localiza en la región no codificante 

del mtDNA; se sabe que esta variante altera la producción de proteínas que intervienen en la 

fosforilación oxidativa a nivel transcripcional115. Estudios recientes han mostrado que la presencia 

de esta variante en pacientes diabéticos con cáncer de páncreas aumenta la agresividad de la 

enfermedad98,115. Otros estudios recientes han asociado a las variantes m.16189T>C y m.16519T>C 

con nuevos padecimientos crónicos como la hipertensión y la enfermedad coronaria. La variante 

m.16519T>C fue identificada en las muestras PUXTABMEX002 y PUXTABMEX006 por NGS y PCR 

en Tiempo Real, no se identificó en las ocho muestras prehispánicas restantes.  

Se han descrito variantes de los genes nucleares (Tabla 3) que se han asociado como factor de 

riesgo a DT2. Las secuencias de genes mostradas en la tabla 3 se buscaron en las secuencias 

obtenidas por NGS y no fueron cubiertas para ninguna muestra prehispánica. Únicamente la variante 

WFS1 rs6446482C>G se identificó en la muestra PUXTABMEX002. El gen WFS1 se localiza en el 

brazo corto del cromosoma 448,116 codifica para la proteína Wolframina que permite la regulación de 

calcio en las células, es importante para la comunicación celular, contracción muscular e interviene 

en diferentes procesos proteicos, la proteína se encuentra en páncreas, cerebro, corazón, huesos, 

musculo, pulmón, hígado y riñones48. Esta proteína participa en el funcionamiento de las células β y 

la variante rs6446482C>G se ha encontrado asociada a DT2 en población mexicana96,117. La 

muestra PUXTABMEX002 tuvo las variantes, en el DNA nuclear WFS1 rs6446482C>G y en el 

mtDNA la variante m.16519T>C. 

Desde que el hombre era recolector y antes de que se formaran lo que hoy se conoce como 

civilizaciones, ya se tenían mutaciones que actualmente se consideran como factor de riesgo a 

enfermedades actualmente están influenciadas por su dieta, estilo de vida y factores ambientales, 

es probable que estas variantes no tuvieran ningún impacto en la salud de los individuos 

prehispánicos. 

La identificación del sexo en restos óseos antiguos fue un factor importante a considerar en este 

estudio, ya que era de interés identificar el sexo de los individuos de la cueva de Puyil pertenecientes 

al periodo Arcaico y Clásico involucrados en las ceremonias religiosas de poblaciones prehispánicas, 

incluyendo al individuo joven que se descubrió en esta cueva. Inicialmente usamos diferentes 

técnicas con el objetivo de definir el sexo. En la publicación de este trabajo118, se encontró que todos 

los individuos de la cueva de Puyil eran de sexo masculino. Para llegar a esta conclusión se 
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emplearon los siguientes métodos: análisis de los genes AMELX/AMELY, las mediciones 

antropométricas y el análisis del Chr-Y.  

El Chr-Y es el tercer cromosomas más pequeño en humanos101,119,120 con el 2-3% del genoma 

haploide, está compuesto de una porción pseudoautosomal (PAR) que se divide en dos regiones: 

PAR1 localizada en la región terminal del brazo corto (Yp11.32) y PAR2 localizada en el brazo largo 

(Yq12) (Fig. 33), las regiones pseudoautosomales son las que se recombinan con la parte 

pseudoautosomal del Chr-X (Xp22.3 and Xq28) durante la meiosis62,119,120. PAR1 y PAR2 

representan el 5% de todo el cromosoma y el 95% es la región no recombinante Y (NRY), en esta 

región los genes se pueden clasificar en 2 categorías, la primera comprende los genes que tienen 

homología con el Chr-X y su principal función es de mantenimiento y la segunda categoría incluye a 

los genes con funciones especializadas que se expresan en los testículos119. Teniendo esta 

información se seleccionaron secuencias de 15 genes localizados en el Chr-Y: TTTY7, TSPY3, 

TTTY2, TTTY22, USP9Y, UTY, NLGN4Y, TTTY14, FAM41AY1, AC007359.1, TTTY4, PBY2B, 

DAZ1, DAZ3 Y DAZ4 (Fig. 33). 

De los quince genes analizados los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 and TTTY22 se localizan en el 

brazo corto del Chr-Y (Yp11.2)101,103 (Fig. 33). El análisis de las secuencias por el programa IGV79,80 

indicó que estas secuencias son exclusivas de individuos de sexo masculino. 

 

Figura 33. Representación esquemática del Chr-Y donde se muestra las regiones PAR1, PAR2 y NRY, así 

como la ubicación de los 15 genes utilizados para encontrar secuencias específicas para identificar el sexo 

masculino en muestras antiguas (Figura tomada del artículo Navarro-Romero et al., 2020). 
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De las muestras analizadas por el método AMELX/AMELY cuatro fueros positivos masculinos 

(PUXTABMEX001-PUXTABMEX004) y las seis muestras restantes (PUXTABMEX005-

PUXTABMEX010) dieron positivo para el amplicón del Chr-X, esto se debe a que los hombres 

contienen ambos cromosomas. Los resultados sugieren que la región de DNA correspondiente a 

AMELY probablemente sea más susceptible a degradación. Estos datos también indican que la 

prueba AMELX/AMELY, no siempre es exitosa en la amplificación de Chr-Y y en ocasiones puede 

mostrar falsos positivos, por lo tanto, la evaluación de los genes TTTY7, TSPY3 y TTTY2 fue 

importante para saber con precisión el sexo de los individuos de estudio. La muestra 

PUXTABMEX004 fue un niño (5-10 años) y no fue posible determinar su sexo por el criterio 

antropométrico, sin embargo, se identificó como masculino utilizando los genes específicos TTTY7, 

TTTY2 y AMELX/AMELY (Tabla 8). 

La nueva metodología desarrollada para identificar el sexo masculino por la amplificación de TTTY7, 

TSPY3 y TTTY2 fue exitosa en la identificación de sexo en poblaciones antiguas, cuando el sexo no 

puede determinarse por mediciones antropométricas o la prueba AMELX/AMELY solo amplifique el 

Chr-X es recomendable utilizar los genes propuestos en este estudio, estos genes se pueden buscar 

in silico si se tienen resultados de secuenciación masiva. 
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7. CONCLUSIONES 

 De las siete muestras datadas, los individuos PUXTABMEX004, PUXTABMEX006 y 

PUXTABMEX009 pertenecen al periodo Arcaico y los individuos PUXTABMEX001, 

PUXTABEX002, PUXTABMEX007 y PUXTABMEX010 al periodo Clásico.  

 

 Los haplogrupos identificados fueron A, A2, C1b C1c y D4, mientras el haplogrupo B no estuvo 

presente en las muestras de estudio. 

 

 El análisis de la red de haplotipos mostró una estrecha relación genética entre los mayas de 

diferentes regiones de México y Guatemala, las poblaciones nativas contemporáneas de 

Bolivia, Brasil, Republica Dominicana, China, Mongolia y Asia. 

 

 Los resultados apoyan las teorías de rutas migratorias de Norte a Sur a través de las islas del 

Caribe y confirman un ancestro en común de las poblaciones asiáticas que emigraron a 

América. 

 

 Los individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEX003, PUXTABMEX005, PUXTABMEX006, 

PUXTABMEX007, PUXTABMEX008 y PUXTABMEX010 posiblemente tuvieron un ancestro en 

común maya, mientras que la muestra PUXTABMEX009 posiblemente tuvo un ancestro en 

común Olmeca.  

 

 El individuo PUXTABMEXX09 posiblemente perteneció a una población que migró de Norte a 

Sur de América, se infiere que algunos individuos se establecieron en diferentes regiones como 

Puxcatán, lo que podría explicar la baja proporción del haplogrupo D4 en el Norte y el Centro 

del Continente Americano. 

 

 La deformación intencional cefálica imperfecta en las muestras Arcaicas (PUXTABMEX006 y 

PUXTABMEX009) sugieren que con el tiempo la técnica de la deformación craneal se fue 

modificando, hasta lograr una deformación intencional perfecta. 

 

 Los resultados también sugieren que por su temporalidad, deformación craneal y ubicación 

funeraria dentro de la cueva la muerte de los individuos PUXTABMEX002, PUXTABMEX007 y 
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PUXTABMEX010 ocurrieron en la misma época, pero esto no indica que ocurrieran en el mismo 

ritual funerario. 

 

 La deformación craneal en el individuo (PUXTABMEX006) del período Arcaico sugiere que la 

práctica de deformación craneal, limado dental y los rituales religiosos se practicaban desde el 

periodo Arcaico hasta la conquista española. 

 

  La variante nuclear WFS1 rs6446482C>G y la variante mitocondrial m.16519T>C que se han 

asociado como factor de riesgo a diabetes, se identificó en el individuo PUXTABMEX002. 

 

 La muestra PUXTABMEX006 tuvo la variante mitocondrial m.16519T>C previamente asociada 

como factor de riesgo en DT2. 

 

 Se desarrolló una nueva metodología molecular para determinar el sexo masculino, mediante 

el análisis de regiones cortas de los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y TTTY22 presentes 

solamente en el Chr-Y. 

 

 Todas las muestras encontradas en la Cueva de Puyil fueron masculinas utilizando la nueva 

metodología y cuatro de ellas (PUXTABMEX001-PUXTABMEX004) se confirmaron mediante la 

prueba AMELX/AMELY. 

 

 La nueva metodología desarrollada para identificar el sexo masculino mediante la amplificación 

de TTTY7, TSPY3 y TTTY2 puede ser útil en la identificación de género en poblaciones 

humanas antiguas o estudios forenses. El uso de la nueva metodología se recomienda para 

restos antiguos y medicina forense porque es rápida, fácil y barata. 

 

 Es recomendable utilizar los genes TTTY7, TSPY3, TTTY2 y AMEX/AMELY para determinar el 

sexo de manera simultánea, ya que estas dos metodologías son complementarias. 
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8. PRESPECTIVAS 

 Analizar a los individuos que se encontraban en la cámara 6 sin cráneo, para saber si los 

cráneos encontrados en la entrada de la cámara 4 corresponden a los individuos dentro de la 

cámara 6 sin cráneo.  

 

 Analizar secuencias de individuos prehispánicos Olmecas y Zoques para poder seguir con la 

línea genética materna. 

 

 Extracción de DNA y secuenciación de comunidades nativas Zoques para enriquecer el 

análisis de genética de poblaciones. 

 

 Analizar una cantidad mayor de restos antiguos de diferentes culturas para ampliar los análisis 

de genotipo y fenotipo. 
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10.  APÉNDICE 

I. NOMBRES DE LOS SITIOS ARQUEOLÓGICOS DE LA CULTURA PREHISPÁNICA 

MAYA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Comalcalco 

2. Tortuguero 

3. Jonuta 

4. Tila 

5. Chiapa de Corzo 

6. Palenque 

7. Pomoná 

8 Tiradero (Moral Reforma) 

9. El Tiigre 

10. Piedras Negras 

11. Yaxchilán 

12. Toniná 

13. Bonampak 

14. Comitán 

15. Tenam Puente 

16. Tenam Rosario 

17. Lagartero 

18. Izapa 

19. Zaculeu 

20. Nebaj 

21. Chamá 

22. Zacualpa 

23. Iximché 

24. Chuitinamit-Atitlán 

25. Abaj Takalik 

26. Bilbao 

27. Kaminaljuyú 

28. El Chayal 

29. Guaytán 

30. Ixtepeque 

31. Tazumal 

32. Joya de Cerén 

33. El Nito 

34. Quiriguá 

35. Copán 

36. Los Higos 

37. Naco 

38. Salitrón 

39. Yarumela 

40. Quelepa 

41. Calakmul 

42. Balakbal 

43. Nohmul 

44. Colhá 

45. Atún Há 

46. Naachtún 

47. Xultún 

48. Uaxactún 

49. Nakbé 

50. Holmul 

51. Naranjo 

52. Barton Ramire 

53. Tikal 

54. Nakum 

55. Yaxhá 

56. Xunantunich 

57. Caracol 

58. Tzimin Kax 

59. Nimli Punit 

60. Lubaantún 

61. Pusilhá 

62. Ixkún 

63. Machaquilá 

64. Chiquilá 

65. Kantunilkín 

66. Cobá 

67. Xel há 

68. Muyil 

69. Emal 

70. Panabá 

71- Dzilam 

72. Cansahcab 

73. Uci 

74. Dzibilchaltún 

75. Tho 

76. Yazcopoil 

77. Aké 

78. Izamal 

79. Kantunil 

80. Culubá 

81. Ekbalam 

82. Chichén Itzá 

83. Chunchucmil 

84. Oxnintok 
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85. Uxmal 

86. Calkiní 

87. Kabah 

88. San Francisco 

89. Sayil 

90. Xcalumkín 

91. Halal 

92. Itzimté 

93. Chacmultún 

94. Xkichmook 

95. Ixil 

96. Yaxuná 

97. Okop 

98. Campeche 

99. Edzná 

100. Champotón 

101. Xtampak 

102. Dzilbilnocac 

 

103. Tabasqueña 

104. Hochob 

105. Tampak 

106. Chichmuul 

107. Uomuul 

108. Lagartera 

109. M. Maza de Juárez 

110. Chacchobén 

111. Reforma 

112. Dzibanché 

113. Kohunlich 

114. Becán 

115. Río Bec 

116. Yohaltún 

117. Xkanacol 

118. Mocu 

119. Carrizal 
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II. RESULTADOS ESTADÍSTICOS DE LA SECUENCIACIÓN DE NUEVA GENERACIÓN 
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11.  ANEXO 

I. PRIMERA PUBLICACIÓN  
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