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Resumen

Colombia es el segundo país con mayor cantidad de etnias Amerindias del continente gracias a su ubicación
geográfi ca y a que se encuentra en el Noroccidente del continente Sur Americano tuvo que haber sido un corre-
dor para las migraciones de los Amerindios. Pero debido a la mezcla amerindia, europea y africana, ocurrida en
diferentes proporciones a lo largo del país hubo cambios en las dinámicas poblacionales. Ojetivo: se caracterizó
molecularmente una muestra indígena proveniente de dos etnias – Pijao y Nasa Paez, - y otra muestra de indivi-
duos mestizos no relacionados del Tolima; con el fi n de identifi car heterocigocidad, frecuencias alélicas y distan-
cias Fst, mediante el análisis de 100 marcadores informativos de ancestría (SNPs autosómicos). Metodología:
Para la realización de este estudio se obtuvo ADN a partir de muestras de sangre tomadas en personas indígenas
y mestizas de las regiones ya mencionadas, para tipifi car 100 SNPs autosómicos o Marcadores de informativos
de Ancestría (AIMs). Resultados: los análisis de la Heterocigocidad (Het) mostraron que los valores bajos se
presentaban en las etnias indígenas Nasa (0,181) y Pijaos (0,250), mientras que los de Planadas (0,402) e Ibagué
(0,415) presentaron los valores altos. Los análisis realizados de manera global mostraron que las poblaciones del
Tolima son menos heterocigotas que las poblaciones ancestrales. Conclusiones: La población nativa Nasa, es la
de mayor conservación de la variación nativa ancestral refl ejada con los análisis de heterocigocidad y posee una
mayor distancia genética con respecto a las poblaciones mestizas.
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Abstract

Colombia is the second country with the largest number of amerindian ethnic groups on the continent thanks to its
geographical location and that it is located in the Northwest of the South American continent, it had to have been
a corridor for the Amerindian migrations. But due to the Amerindian, European and African mix, which occurred
in different proportions throughout the country, there were changes in population dynamics. Objective: an indi-
genous sample from two ethnic groups - Pijao and Nasa Paez, was molecularly characterized - and another sample
of unrelated mestizo individuals from Tolima; to identify heterozygosity, allelic frequencies and Fst distances, by
analyzing 100 informative markers of ancestry (autosomal SNPs). Methodology: To carry out this study, DNA
was obtained from blood samples taken in indigenous and mestizo people from the aforementioned regions, to ty-
pify 100 autosomal SNPs or ancestry informative markers (AIMs). Results: Heterozygous (Het) analyzes showed
that low values were presented in the Nasa (0,181) and Pijaos (0,250) indigenous ethnic groups, while those of
Planadas (0,402) and Ibagué (0,415) presented high values. Analyzes performed globally showed that Tolima
populations are less heterozygous than ancestral populations. Conclusions: The Nasa native population is the one
with the greatest conservation of the ancestral native variation refl ected with the heterozygous analyzes and has a
greater genetic distance concerning the mestizo populations.

Keywords: Heterozygosity, genetic distance, informative markers of ancestry, indigenous, mestizos.

Introducción

El conocimiento de la ancestría biogeográfi ca, el grado
de la mezcla genética y la estructuración poblacional es
relevante para los estudios de asociación genética (1),
así como también el análisis de migraciones y pobla-
miento (2–5), principalmente en regiones como la lati-
noamericana, donde ha ocurrido un proceso reciente de
mezcla intercontinental. El estudio de marcadores ge-
néticos ha permitido conocer el comportamiento en los
sistemas genéticos de las diversas poblaciones humanas
con fi nes identifi cativos. Se han realizado diferentes es-
tudios sobre genética de poblaciones que han revelado
distintos aspectos sobre las migraciones humanas a lo
largo de la historia (6,7). Estos estudios en conjunto han
demostrado que la variación regional en la historia de-
mográfi ca y la biogeografía juegan un papel importante
en la estructura genética de las poblaciones latinoame-
ricanas.

La población colombiana posee una diversidad étnica
reconocida y distribuida diferencialmente en todo su
territorio (8). Se ha encontrado que estas diferencias re-
gionales pueden estar relacionadas con la distribución
de los principales componentes genéticos ancestrales
que hacen parte de los colombianos, como el amerin-
dio, el europeo y el africano (9,10). Los análisis de los

Marcadores Informativos de Ancestrías (AIMs), en po-
blaciones Amerindias y Mestizas han sido de utilidad
para dilucidar la historia del poblamiento de América,
su estructura y diversidad genética (3,10–13). La im-
portancia del uso de los AIMs radica en que es posible
ver la distribución de la diversidad y las proporciones
ancestrales en una población dada (9,14). En Colom-
bia ya se han realizado estudios en los cuales se han
analizado marcadores del ADN mitocondrial, marca-
dores de la región no recombinante del cromosoma Y,
y AIMs de forma simultánea (15,16). Sin embargo, es
necesario ampliar el número de marcadores para dilu-
cidar la estructura, diversidad genética y proporciones
ancestrales en una muestra de la población tolimense
y cordobense, tanto nativa como la mezclada. Es por
esto que este estudio cobra importancia, por un lado,
para el conocimiento de la historia genética de la re-
gión, y por otro, para poder avanzar en el desarrollo de
estudios de asociaciones genéticas, como el mapeo de
la mezcla, que buscan genes vinculados con un estado
ancestral particular. Esto, permitirá realizar inferencias
acerca de la estructuración genética de las comunidades
y correlacionarla con otras que poseen una historia de-
mográfi ca diferente. De esta manera el estudio consistio
en caracterizar molecularmente una muestra indígena
proveniente de tres etnias – Pijao, Paez, y Embera - y
otra muestra de individuos mestizos no relacionados del
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Tolima y Córdoba; con el fi n de identifi car, heteroci-
gocidad, frecuencias alélicas y distancias genéticas Fst,
mediante el análisis de análisis de 100 marcadores in-
formativos de ancestría (SNPs autosómicos).

Materiales y métodos

Poblaciones y muestras.
Permiso ético y consentimiento informado. Para obte-
ner las muestras de sangre, necesarias para la realiza-
ción de los estudios genético-moleculares, se requirió
primero la aprobación del proyecto y de los consenti-
mientos informados, ante el comité de bioética de la
universidad del Tolima.

Se diseñaron dos tipos de consentimientos informados
(CI) para las muestras indígenas: el CI individual, fi rma-
do por la persona donante de la muestra y el CI comu-
nitario, fi rmado por el líder de la comunidad indígena.
Para los casos de la población general o no-indígena,
se empleó un tercer formato de CI. Adicionalmente se
diseñó una entrevista para indagar acerca de la historia
familiar del donante.

Se tomaron muestras de sangre en tres comunidades in-
dígenas, el resguardo de la etnia Nasa-Paez de Gaitania
en Planadas-Tolima, el resguardo Pijao Lomas de Hi-
larco en Coyaima-Tolima, el resguardo Pijao Guatavi-
ta Tua en Ortega-Tolima. De igual manera, se tomaron
muestras de sangre a personas de la población general,
en municipios o localidades cercanas a los resguardos
o cabildos indígenas, con el objeto de analizar el fl ujo
genético y efectos de continuidad genética. Todas las
muestras se almacenaron en el laboratorio de Citogené-
tica, Filogenia y Evolución de Poblaciones de la Uni-
versidad del Tolima.

Selección de Individuos no emparentados y grupos fa-
miliares. Con base en las entrevistas realizadas en cam-
po, se elaboró una base de datos con la información
personal y familiar. De esta manera se establecieron los
grupos familiares que componían la muestra de cada
población. Posteriormente, se seleccionó un grupo de
individuos no emparentados por población, los cuales
fueron incluidos para los análisis genético-moleculares.

Poblaciones de referencia. Para los análisis de ances-
tría genética mediante AIMs, fue necesario contar con
datos genotípicos de poblaciones de referencia indíge-
na, europea, africana y asiática, para obtener la estruc-
tura genética más probable, en vista de que algunas se

contemplan como posibles poblaciones parentales de
aquellas analizadas. Los genotipos fueron obtenidos de
las bases de datos del proyecto 1000 genomas.

Extracción, cuantifi cación y dilución del ADN. Una
vez se defi nieron los grupos familiares y el conjunto de
individuos no emparentados, se procedió a realizar la
extracción y cuantifi cación de ADN en el laboratorio de
Citogenética, Filogenia y Evolución de Poblaciones de
la Universidad del Tolima. Para los Nasa (n=96), Pijao
(n=52), población general de Ibagué (n=116), Ortega
(n=44), Planadas (n=47). A partir de la muestra de san-
gre, se extrajo DNA genómico total mediante el equipo
automatizado Maxwell 16 -Human Whole Blood Geno-
mic DNA (Promega tested)- empleando el kit Maxwell
-16 blood DNA purifi cation-(cat. AS1010). La cuanti-
fi cación se hizo mediante nanodrop ND-2000, se ve-
rifi có que la concentración de cada muestra estuviera
por encima de 10 ng/μl, al igual que la calidad (relación
260/280 entre 1.7 y 1.9). Para la genotipifi cación de los
marcadores, las muestras de DNA se prepararon en pla-
tos de 96 pozos a concentración de 20 ng/ μl en el Well-
come Trust Centre for Human Genetics de la Universi-
dad de Oxford-UK. Todas las muestras se organizaron
en 6 platos (96-Well PCR Plate, THERMO- AB-2396).

Marcadores Genéticos y Genotipifi cación. Se selec-
cionaron 100 SNPs autosómicos bialélicos a partir de
un conjunto de 446 que hacen parte del panel LACE,
diseñado por la Fundación Pública Galega de Medicina
Xenómica (SERGAS)-CIBERER, Universidad Santiago
de Compostela-España. Este panel proporciona un con-
junto de marcadores con capacidad para distinguir entre
las tres poblaciones ancestrales de los latinoamericanos,
es decir los Ami, Afr y Eur, debido a que presentan am-
plias diferencias en las frecuencias interpoblacionales
(17).

La genotipifi cación de los AIMs se realizó mediante la
plataforma de Sequenom MassARRAY iPLEX (18,19),
estandarizada en la Fundación Pública Galega de Me-
dicina Xenómica (SERGAS)-CIBERER, Universidad
Santiago de Compostela - Galicia, España. Esta plata-
forma permite dos niveles de especifi cidad, primero un
PCR locus-específi co (PCR de amplifi cación), y segun-
do, una reacción de extensión de cebadores SNP-espe-
cifi ca (ensayo iPLEX), en la cual el primer oligonucleo-
tídico anilla inmediatamente corriente arriba del SNP
que se va a genotipifi car. Una ventaja de este método
es que se pueden amplifi car y extender en un mismo
volumen de reacción por muestra desde 1 a 40 SNPs
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simultáneamente.

Análisis estadísticos. Los datos genotípicos de los
AIMs se organizaron en dos archivos formato de texto
plano para el programa Plink, el .ped (ID familia, ID
individuo, ID padre, ID madre, sexo y fenotipo en fi las
y en columnas los genotipos) y el archivo .map (código
de los SNPs, cromosoma y posición). En Plink se reali-
zó el control de calidad de los datos genotípicos exclu-
yendo aquellos individuos con menos del 5% de datos y
posteriormente se excluyeron los SNPs con menos del
5% de datos.

También se calculó mediante el programa plink y R,
la heterocigocidad esperada y la observada y las fre-
cuencias genotípicas. Se calcularon los valores para la
heterocigocidad, las matrices pareadas de valores Fst
interpoblacionales.

Las proporciones de ancestría individual y poblacional
se calcularon mediante el uso de los métodos aplicando
los algoritmos de agrupación Bayesiana aplicados en el
programa STRUCTURE v 2.3.3.

Resultados

Se obtuvieron los genotipos de 355 individuos del Toli-

ma para los 100 AIMs. Después de esto los datos fueron
guardados en formatos .ped y .map para ser usados en
el programa PLINK, a los cuales se les realizó el control
de calidad para sacar del estudio aquellos individuos y
SNPs con más del 10% de datos genotípicos faltantes.
Posterior al control de calidad, 36 (10,14%) individuos
fueron excluidos y se realizaron los análisis a 319 indi-
viduos.

Patrones de frecuencias en las poblaciones. En la fi -
gura 1 se aprecia la distribución de las frecuencias de
cada uno de los alelos para los 100 AIMs en las muestras
poblacionales indigenas (Pijao y Nasa) y las mestizas
(Ibagué, Ortega y Planadas) del Tolima, contrastándolas
con las poblaciones europeas, y africanas del proyecto
1000 genomas. Las poblaciones parentales (IND, EUR
y AFR) siguieron un patron bimodal, y después de ana-
lizar los parámetros de distribuciones mixtas, se halla-
ron las medias para cada pico en IND (media1=0,089,
media2=0,73, Loglik=42,47), EUR (media1=0,149,
media2=0,68, Loglik=22,78) y AFR (media1=0,078,
media2=0,87, Loglik= 32,28). En el caso de la muestra
mestiza, la distribución presentó un pico con media 0,4,
no solapado a las poblaciones parentales (Fig. 1).

Figura 1: Perfi l de distribución de las frecuencias alélicas de 100 AIMs en poblaciones mestizas del Tolima (MZ), indíge-
nas (IND), comparadas con las poblaciones africanas (AFR) y europeas (EUR) de 1000 genomas. Las curvas se obtuvieron
mediante un estimador no paramétrico de la densidad kernel en R (método gausiano implemenentado ggplot2). Fuente: Los
autores
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Aunque las poblaciones parentales muestran distribuciones similares, los marcadores que estan aportando a cada
pico de densidad son distintos; por ejemplo, en la fi gura 2 se aprecia el número de SNPs con una frecuencia del
alelo menor < 0,5 que están compartidos o no entre indigenas, europeos y africanos (Fig. 2). Se observó en los in-
dígenas, que de los 100 SNPs analizados 73 se encontraron con una frecuencia menor a 0,5, de los cuales 34 fueron
compartidos con los africanos y 25 con los europeos, por tener la misma tendencia de frecuencia menor. Solo un
SNP común a las tres muestras, presentó una frecuencia menor a 0,5.

Figura 2. Número de SNPs que presentaron una tendencia
similar en cuanto a su frecuencia, comparando los indígenas
(IND) del presente estudio, con las poblaciones africanas
(AFR) y europeas (EUR) de 1000 genomas. Fuente: Los au-
tores

Posteriormente se formaron parejas de coordenadas basadas en las frecuencias de uno de los alelos para cada
SNP analizado, entre pares de poblaciones, como se muestra en la fi gura 3. Las comparaciones muestran que las
frecuencias de los SNPs empleados son opuestas, razón por la cual las frecuencias pareadas entre poblaciones se
distribuyen en las esquinas del plano cartesiano (Fig. 3a). Cuando se observó a la muestra mestiza, las frecuencias
pareadas con IND (Fig. 3b) y con EUR (Fig. 3c), mostraron una variación continua.

Figura 3. Comparaciones de frecuencias pareadas entre poblaciones parentales (a) o entre los mestizos con los indígenas (b),
y con los europeos (c).

Diversidad genética autosómica. Se realizaron los análisis de la Heterocigocidad (Het) en PLINK y en R. En
la fi gura 4 se observa que los indígenas muestreados en el Tolima presentaron una menor heterocigocidad obser-
vada (Nasa=0,18, Pijao=0,25), comparada con los mestizos de la misma región (Ibague=0,415, Ortega=0,39 y
Planadas=0,402) (Fig. 1a). Al tener en cuenta a todas las poblaciones, los africanos presentaron la menor hetero-
cigocidad (0,16), mientras que en los europeos fue mayor a los indígenas, pero menor que en los mestizos (0,32).
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Las curvas de densidad del kernel, para las heterocigocidades observadas mostraron a las poblaciones mestizas
separadas de la indígena Nasa, mientras que los Pijao presentaron patrones intermedios (Fig. 4b). Las diferencias
de medias se analizaron mediante una prueba de t, corregida por Bonferroni (Tabla 1). La muestra indígena Nasa
se diferenció signifi cativamente de todas las demas poblaciones, exepto de la africana, mientras que las poblacio-
nes mestizas entre sí no se diferenciaron signifi cativamente. La muestra poblacional europea también se mostró
signifi cativamente diferente de las demás poblaciones (Tabla 1).

Figura 4. Heterocigocidad observada en las muestras del presente estudio y en las europeas y africanas. Comparación entre
poblaciones parentales y mestizas (a); curvas de densidad de kernel obtenidad mediante un estimador no paramétrico en R
(método gausiano implementado ggplot2-R) (b). Fuente: Los autores.

Diferenciación entre poblaciones (Fst). De acuerdo a los datos obtenidos de las medias de distancias genéticas
Fst por poblaciones pareadas, se obtuvo que las poblaciones más cercanas genéticamente son las de África-Europa
y las más lejanas son las de África-Asia y Tolima-Asia (Fig. 5).
Tabla 1. Valores p de la prueba de t pareada entre poblaciones, para comparar la heterocigocidad observada. En negrilla se
resaltan los valores signifi cativos.

AFR EUR Ibagué Nasa Ortega Pijao

EUR 3,49e-15

Ibagué 1,68e-37 1,68e-06

Nasa 1 7,37e-12 1,08e-32

Ortega 8,28e-33 2,47e-04 1 3,19e-28

Pijao 3,67e-05 6,34e-03 2,83e-17 3,50e-03 7,81e-14

Planadas 4,2e-34 6,68e-05 1 1,88e-29 1 9,13e-15
Fuente: los autores

Figura 5. Valores Fst entre pares de po-
blaciones indigenas (IND) y mestizas
(MZ) del Tolima, con las europeas (EUR)
o africanas (AFR) de 1000 genomas.
Fuente: Los autores
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Al comparar las distancias Fst entre las, poblaciones del
Tolima (indígenas y mestizos), con africanos y euro-
peos, se puede observar una alta diferenciación entre los
africanos y el resto de las poblaciones (Fst

EUR-AFR
=0,45,

Fst
IND-AFR

=0,46, Fst
MZ-AFR

=0,38); mientras que las di-
ferencias más bajas se encontraron entre los mestizos
comparados con los europeos (Fst=0,141) o indígenas
(Nasa y Pijaos juntos) (Fst=0,156). Analizando las dis-
tancias Fst entre las poblaciones mestizas del Tolima,
en general fueron menores a 0,05 (Fst

Ibague-Ortega
=0,0075,

Fst
Ibague-Planadas

=0,0049, Fst
Ortega-Planadas

=0,00079), valor
que se considera de diferenciación poblacional muy
baja (20); en cuanto a las comparaciones entre Nasa y
Piajo, los niveles de diferenciación fueron muy bajos
también (Fst=0,27).

Discusión

América fue el último continente en ser colonizado
por los humanos modernos y muy probablemen-
te los ancestros asiáticos llegaron a través del es-
trecho de Bering, la porción de tierra que conecta
Asia y América en algunos periodos estacionales,
los asentamientos más antiguos de Norte y Sur
América datan desde 14.500 años (21). Esto con-
dujo al desarrollo de nuevas culturas y lenguas,
restringiendo el contacto entre diferentes grupos
poblacionales indígenas, disminuyendo así el fl ujo
genético y por lo tanto incrementando la diferen-
ciación entre los grupos (22,23). Posteriormente el
contacto europeo, causó casi el colapso total de la
población nativa, muchos grupos enteros desapare-
cieron, ocurrió fusión de etnias y mezcla genética
con grupos no-indígenas (24). Cada una de estas
fases ha tenido profundos efectos, incluso con la
posibilidad de haber transformado o eliminado las
huellas genéticas de sucesos antiguos.

Los 100 marcadores informativos de ancestría
-AIMs-, ofrecen un panorama genómico global
de la variación, ya que estos están distribuidos por
todo el genoma humano. El patrón de diversidad
obtenido con los SNPs autosómicos defi ne e integra
con alta resolución, algunos patrones de diversidad
detectados aisladamente por línea materna o pater-
na, como ya ha sido previamente estudiado (25).
Las poblaciones indígenas del Tolima muestran
reducidos niveles de diversidad con relación a los

mestizos; este patrón compartido de los indígenas
los hace cercanos, formando un grupo separado de
las demás poblaciones analizadas y estrechamente
vinculado entre sí, como lo demuestra el análisis
de distancias Fst (baja distancia genética entre los
Nasa y Piajo, Fst=0,027). Esta reducción de diver-
sidad se puede haber originado como consecuencia
de la deriva ocasionada por el aislamiento en regio-
nes geográfi cas apartadas, como se ha observado
en otros grupos indígenas de Suramérica (26). El
aislamiento geográfi co puede jugar un rol impor-
tante en el grado de diferenciación poblacional de
los nasas y se ha visto que la baja heterocigocidad
de poblaciones indígenas como los zapotecas, se
debe a su aislamiento geográfi co (27), es posible
encontrar patrones similares en otras poblaciones
nativas americanas (28). Los mestizos de Ibagué,
Ortega y Planadas, que presentan una mezcla prin-
cipalmente nativa indígena y europea (25), consti-
tuyen un grupo diferenciado, con diversidades al-
tas, incluso es el de mayor cohesividad y cercanía
genética, indicando que no existe algún proceso de
estratifi cación entre ellos de acuerdo a lo obtenido
en los datos de las medias de distancias Fst, perfi les
de frecuencias y heterocigocidad.

Los marcadores autosómicos como los AIMs, son
importantes para defi nir la estructura genética de
las poblaciones, estos AIMs se seleccionaron con
base en amplias diferencias en las frecuencias in-
terpoblacionales y contemplaron un alto grado de
información, los SNPs usados en el presente tra-
bajo fueron tomados de un panel diseñado para
establecer proporciones ancestrales en poblaciones
latinoamericanas (17), y esto fue claramente repre-
sentado por las diferencias extremas en las frecuen-
cias entre las poblaciones consideradas parentales
(europeos, africanos y nativos) de los mestizos to-
limenses. Esto también se refl ejó en la baja hetero-
cigocidad en la muestra africana, europea y nativa
americana, si se le compara con los mestizos; indi-
cando una mayor proporción de homocigotos para
los marcadores empleados.

Detectar las subdivisiones poblacionales basado
en las frecuencias de los SNPs en las poblaciones
amerindias no es sencillo, en un estudio realizado
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en el cual se emplearon 2500 SNPs los autores en-
contraron un patrón poco defi nido o sin estructu-
ración en grupos del amazonas. Las poblaciones
amerindias son similares entre ellas y es necesario
realizar un diseño de paneles de marcadores que
tengan diferencias intracontinentales (29). Por esta
razón se hace necesario emplear nuevas metodo-
logías para detectar subestructura dentro de los in-
dígenas colombianos, que implique el análisis de
haplotipos construidos con un panel de SNPs más
denso.

En conclusión, el estudio de la estructura genética
en poblaciones mestizas e indígenas colombianas
es relevante para conocer, por un lado, el impacto
de la cultura y el ambiente en la diversidad genéti-
ca, y por otro la historia demográfi ca. De igual for-
ma, con un conocimiento detallado de los niveles
de diversidad empleando sistemas multi locus, po-
drá analizarse el impacto del mestizaje en diversos
rasgos fenotípicos de interés, dentro de los cuales
se encuentran las variaciones en la susceptibilidad

a enfermedades complejas como el cáncer, la dia-
betes, entre otras enfermedades crónicas no trans-
misibles, para las que se desconoce cómo impacta
el mestizaje genético en su heredabilidad.
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