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ANTECEDENTES

En septiembre 2023, se solicitd la autorizacidon para exportar 9 muestras
arqueoldgicas de huesos de humanos y animales a Japon, con la finalidad de realizar

analisis de Datacién radiocarbdnica C14, analisis isotdpicos y Andlisis de ADN.

La exportacion de las muestras de huesos de humanos y animales del sitio
arqueoldgico de Kuntur Wasi, regidon Cajamarca, fue autorizado mediante la Resolucién
Viceministerial N°000-236- VMPCIC-MC con fecha 05 de octubre del 2023 y Resolucion
Viceministerial N°000249-2023- VMPCIC-MC, con fecha del 20 de octubre del 2023

donde se cambia al encargado de traslado de muestras.

En este sentido en el mes Octubre de 2023, las muestras de huesos de animales
y humanos antiguos fueron exportadas a Japdn para realizar anadlisis cientificos de
datacidn radiocarbénica C14, analisis isotépicos con el objetivo de estimar la dieta y el
ADN de los individuos. Sin embargo, debido a la apretada agenda del laboratorio, el
analisis del genoma nuclear tuvo que posponerse. Ahora que los analisis han sido

completados, presentamos el informe final.

A continuacion, se detallan los resultados obtenidos:

INTRODUCCION

El presente informe corresponde a los resultados obtenidos de los Analisis cientificos de
Datacion radiocarbdnica C14, andlisis Isotépicos y ADN de 9 muestras de huesos de
humanos y animales del sitio de Kuntur Wasi, departamento de Cajamarca, cuyos

trabajos complementardn la informacion del proyecto de la Temporada 2022.

La exportacion de muestras arqueoldgicas con fines cientificos cuenta con autorizacion
mediante Resolucidon Viceministerial N2 000236-2023- VMPCIC-MC, de fecha del 05 de
octubre del 202, a cargo de la Lic. Diana Herrera Chuquilin, para realizar los analisis

cientificos de cardcter destructivo siguientes:

e De datacion radiocarbdnica C14 en el Laboratorio de la Universidad de

Yamagata, en Japén.



e Deisotopos en el Laboratorio del Instituto de Investigacion para la Humanidad

y la Naturaleza, en Japdn.

e De ADN en los Laboratorios de la Universidad de Yamanashi y del Museo
Nacional de Naturaleza y Ciencia, en Japon.
A partir de los analisis sefalados tenemos como objetivos:
1. Hacer una reconstruccion alimenticia humanos del sitio de Kuntur Wasi
mediante analisis dietéticos con colagenos de huesos.
2. Examinar el genoma de la antigua poblacion del Sitio de Kuntur Wasi y considerar

el origen de la poblacién basandose en los haplotipos.

A continuacion, se detallan los resultados de anélisis realizados hasta la fecha:

ANALISIS DE ADN EN EL HUESO TEMPORAL
OBIJETIVO DEL ANALISIS:

El origen y la historia demografica de las antiguas poblaciones andinas no se han
esclarecidas plenamente. En este contexto, el analisis de ADN antiguo se ha consolidado
como una herramienta cada vez mas importante para dilucidar los origenes geograficos
y las relaciones de estas poblaciones. Con el fin de investigar las caracteristicas genéticas
de los individuos de Kuntur Wasi durante el periodo Formativo, se analizaron variantes
diagnésticas en regiones codificantes del ADN mitocondrial a partir de los restos dseos

de un individuo.

METODO DEL ANALISIS UTILIZADO:

Se ha sugerido que el hueso temporal actia como una barrera natural frente a
la contaminacién exdgena del ADN. Asimismo, el ADN recuperado de este hueso-parece
carecer en gran medida de los inhibidores para la amplificacién enzimatica del ADN
antiguo. Por lo tanto, en el presente andlisis se utilizaron muestras obtenidas del hueso

temporal.



Para el analisis de ADN mitocondrial (ADNmt) se emplearon muestras de hueso
temporal (Sirak et al., 2017). La extraccion de ADN y el andlisis de polimorfismo de
longitud del producto amplificado (APLP) se realizaron siguiendo los protocolos
descritos por Adachi et al. (2011) y Kakuda et al. (2016). En el andlisis APLP, se utilizaron
los conjuntos de cebadores 6-plex M y N con el fin de identificar tentativamente el
haplogrupo de ADNmt (Umetsu et al., 2001), refinando la clasificaciéon hasta los sub

haplogrupos inferiores. La Tabla 1 presenta las muestras analizadas en este estudio.

Posteriormente, el estado del ADN extraido fue reevaluado en el Museo
Nacional de Naturaleza y Ciencia, seleccionandose aquellos materiales que conservaban
el genoma en condiciones adecuadas. A partir de las muestras consideradas aptas, se
prepararon bibliotecas de ADN (DNA library) a partir de la solucidn de ADN extraida para
su lectura con el secuenciador de préxima generacion (NGS). Las moléculas de cada
biblioteca fueron amplificadas mediante PCR y posteriormente secuenciadas en una
plataforma de NGS. Finalmente, las secuencias fragmentarias obtenidas se
reconstruyeron mediante su alineamiento o comparacién con un genoma humano de

referencia.

En el analisis de muestras de ADN antiguo, es fundamental excluir los resultados
falsos positivos derivados tanto del dano postmortem como de la contaminacién con
muestras de ADN moderno (Cooper y Poinar, 2000; Bandelt, 2005). Para garantizar la
precision y fiabilidad de los resultados, en este estudio se aplicaron estrictas medidas de
control de contaminacién estandar. Entre ellas se incluyen la separacién fisica de areas
experimentales previas y posteriores a la PCR, el uso material desechables y puntas de
pipeta con filtro, la aplicacion de solucidon de eliminacién de contaminacion de ADN
(DNA-OFFTM; TaKaRa, Otsu, Japdn), la irradiacion UV de equipos y superficies de
trabajos, asi como controles negativos tanto en la-extraccién como en la PCR. Ademas,
se emplearon otros procedimientos rigurosos de autenticaciéon de datos basados en
ADN, como se describe en otra parte (Shinoda et al., 2006). La preparacion del hueso
temporal, la extraccion de ADN y la amplificacién por PCR se llevaron a cabo en una sala
fisicamente separada de un laboratorio dedicado exclusivamente al estudio del ADN

antiguo.



RESULTADOS

Se logré recuperar con éxito el ADN mitocondrial de la muestra. El haplogrupo
D1 fue identificado en el individuo Kuntur Wasi (Tabla 1, Figura 1). Este resultado indica
que el linaje de ADNmt del individuo de Kuntur Wasi corresponde a haplogrupos
previamente definidos en poblaciones indigenas de Sudamérica. El haplotipo D1,
también se ha reportado anteriormente en Pacopampa y resulta de particular interés

por su relacidn con poblaciones de las tierras altas del norte.

Los resultados del andlisis del genoma nuclear mostraron que la muestra
2023KW-H3 presento un numero limitado de datos, ya que solo se logré analizdé una
pequeiia parte del genoma completo. El SNIP de recuperacién fue de 2449 sitios SNP, lo
que representa el 0,0041 % del total. En el analisis multivariante, al comparar los grupos
de América del Sur y América del Norte, el individuo de Kuntur Wasi se agrupd con las
poblaciones de América del Sur, aunque se ubicé en posiciones diferenciadas, en los ejes
PCl y PC2 y PC2 y PC3 (Figura 2). Esta distribucién fue consistente en la tendencia
observada en el grupo costero del norte; sin embargo, la escasez de datos impidié para

realizar una verificacion exhaustiva.
ANALISIS DE ISOTOPOS PARA RECONSTRUCCION ALIMENTICIA
OBJETIVO DEL ANALISIS:

El analisis de la dieta humana resulta fundamental para comprender cémo se han
desarrollado el cultivo de maiz. En los Ultimos anos, se han realizado investigacién sobre
la dieta en la época prehistdrica a partir del estudio de isétopos estables de carbén y
nitrégeno procedentes de los diferentes recursos alimenticios. Las proporciones
isotopicas de carbono permite diferenciar grupos de plantas segun el tipo de fotosintesis
que realizan. Asi, Las plantas Cs, como el maiz, presentan una mayor proporcién de
carbono isotdépico '3C en comparacion con las plantas Cs, que abarcan una amplia

variedad de especies.

Analisis anteriores proporcionaron informacion general del estatus nutricional de los
individuos del sitio de Kuntur Wasi y su ecosistema relacionado. Dichos estudios
permitieron identificar cambios en la dieta a través del tiempo durante el periodo

Formativo. Se ha demostrado, por ejemplo, el consumo de plantas C4 tanto en humanos



como en llamas desde la fase Kuntur Wasi. Sin embargo, hasta ahora no se habia,
informado de la dieta de los humanos durante el periodo {dolo. En este sentido con el
presente analisis, constituye la primera estimacién de los habitos alimentarios de los

humanos y los cavias durante la fase idolo.

METODO DEL ANALISIS UTILIZADA EN LOS ANALISIS DE LAS MUESTRAS:

La extraccion de coldgeno de muestras de hueso y dentina se realizé siguiendo una
version actualizada del método de Longin (Longin, 1971; Yoneda, et al., 2002). Primero,
separamos 0.5-0.8 g para muestras de hueso y 0.2-0.5 g para muestras dentinas. Luego
se procedidé con la limpieza de la superficie del hueso mediante el uso de un taladro
dental. A continuacidn, el hueso se remojo en una solucion de NaOH 0.2M durante 8
horas. Tras el enjuague, el hueso liofilizado fue pulverizado y descalcificado mediante
una solucién de HCl 1.2M. Por ultimo, el coldgeno soluble, se obtuvo calentando el

hueso descalcificado en agua a una temperatura de 90 °C.

El colageno en forma de gelatina seca se envolvidé en una taza de estafio. Las
proporciones de isétopos de carbono y nitrogeno se midieron mediante EA-IRMS (el
espectrometro de masas de relaciones isotdpicas con un analizador elemental) en el

Instituto de Investigacion para la Humanidad y la Naturaleza, Kyoto, Japén.

RESULTADOS:

En cuanto al resultado de la extraccién de coldgeno, las seis muestras del sitio de
Kuntur Wasi tienen una tasa de obtencion de colageno superior al 4%, excepto 2023KW-
A5, lo que indica que la cantidad de colageno obtenida es suficiente para las mediciones
(Tabla 2). En contraste, la muestra de 2023KW-A5 registré un rendimiento de coldgeno
inferior al 1%, insuficiente para alcanzar la cantidad minima necesaria para la medicién-,

por lo que no, fue posible realizar la medicién y el andlisis se dio por concluido.

Los resultados se presentan en la Tabla 2. Las mediciones se realizaron en tres
muestras del humanos y cinco muestras de animales correspondientes a la Fase idolo

del sitio Kuntur Wasi. Los errores de medicidon calculados a partir de Material Estandar



fueron de 0.14%o. para la relacién isotdpica del carbono y del 0.06%o0 para la relacién

isotopica del nitrogeno.

El contenido de carbono fue aproximadamente del 36-39%, el de nitrégeno del
13-15%, y la relacion molar entre ambos (C/N) oscilaba entre 3,0y 3,1. Segun los criterios
de calidad establecidos para el colageno en huesos arqueolégicos, este debe presentar
al menos un el 13% de carbono, un contenido de al menos el 4% de nitrégeno y una
relacion C/N comprendida entre 2.9 y 3.6 (DeNiro, 1985). Por otro lado, la evaluacion de
la calidad del colageno en muestras de hueso moderno es mas estricta, mostrando una
concentracion de carbono del 41.91 + 0.39%, una concentracion de nitrégeno del 15.40

+0.20% y una relacion C/N de 3.17 £ 0.17 (Guiry and Szpak, 2020).

Las muestras de Kuntur Wasi analizadas en este estudio estan por debajo de los
criterios de contenido de carbono y nitrégeno estimados a partir del hueso moderno,
pero superan los criterios establecidos para hueso arqueoldgico. Ademas, la relacién
C/N se mantuvo dentro de los criterios tanto para las muestras dseas arqueoldgicas
como modernas. El coldgeno extraido presentd un color blanco sin sefiales de
contaminacién y ni alteraciones producto de la diagénesis, lo que indica que el coldgeno
se extrajo en buenas condiciones de conservacién. Por lo tanto, determinamos que la

calidad del colageno fue adecuada era para el andlisis.

La dieta humana mostro una relacién isotdpica de carbono inferior a la de los
individuos de la fase Kuntur Wasi, lo que indica poca ingesta de recursos Cs (plantas Ca
y animales alimentados criados con plantas Cs4) (Figura 3). Los individuos de la fase PC-
del sitio de Pacopampa también presentan proporciones bajas de isdtopos de carbono
en el coldgeno, reflejando asi una tendencia similar. El incremento aumento de la
proporcién de isétopos de carbono del coldgeno en los huesos de humanos sugiere la
llegada de llamas alimentadas con maiz durante el periodo Formativo Tardio y asi como

el inicio del consumo de carne de llama.

Por otro lado, las proporciones de isétopos de carbono en las cavias son relativamente
altas en el sitio de Pacopampa, lo que sugiere que consumian plantas C4 (Takigami et al.,
2021). Aunque, tanto los humanos como las cavias en Pacopampa incluian maiz en su

dieta en el caso de los humanos esta sefiala isotépica habria sido atenuada por una



fuerte dependencia de la carne de ciervo, una proteina Cs, lo que contrarrestaba el

incremento de las proporciones de isdtopos de carbono derivados del consumo de maiz.

Las proporciones isotdpicas de cavias y cérvidos en la fase idolo se compararon con
las del Pacopampa (Figura 4). En el caso de Los ciervos no se observa diferencias entre
los sitios de Pacopampa y Kuntur Wasi, lo que sugiere una dieta basada en plantas Cs.
Por otro lado, mientras que en Pacopampa las cavias algunas cavias contienen altas
relaciones isotdpicas de carbono, todas las de Kuntur Wasi tienen valores bajos, lo que
sugiere la ausencia de consumo de plantas Cas. Esto difiere del caso de Pacopampa. En
Kuntur Wasi durante el periodo Formativo Medio el uso del maiz debié ser muy limitado,
lo que evidencia que los patrones-alimentarios de los dos sitios eran diferentes en este

periodo.

DATACION RADIOCARBONCA C14
OBIJETIVO DEL ANALISIS:

Aunque el contexto de la excavacidn sugeria que las muestras dseas pertenecian a la
fase Idolo, se realizd el analisis para determinar una datacién por C14 utilizando
colageno de cérvidos, que es un herbivoro terrestre, con el fin de confirmar dicha

asignacion cronoldgica.

METODO DEL ANALISIS UTILIZADA

El coldgeno extraido fue grafitizé y fechado en el laboratorio AMS de la Universidad de
Yamagata (Tokanai et al., 2013). Las edades de 14C obtenidas se compararon con la
curva de calibracion del hemisferio norte IntCal20 (Reimer et al., 2020) utilizando el

software Oxcal (Brank-Ramsey, 2009) para realizar la calibracién del afio natural.

RESULTADOS:

Los resultados arrojaron edades de 990-926 cal BC y 980-906 calBC, correspondientes al

periodo idolo, definido entre 950-800 a.C. (Tabla 4). Las demds muestras analizadas en



este estudio también se excavaron en el mismo contexto arqueoldgico, por lo se

determind que todas pertenecian a la fase idolo.
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Tabla 1.

Lista de resultado de ADN mitocondrial.

#de muestra| Taxén |Elemento| # de Registro # de Sector Fase haplogrupo
de ADNmt
2023KW-H3 |Humano | Hueso 22KW-J-N135 JAN2, 4a Idolo D1

Tabla 2. Resultados del anadlisis de la relacidn isotdpica del carbono y el nitrégeno de

Kuntur Wasi.
. e N 13 15

# | #de muestra| Taxdn |#de Registro |# de Sector Fase Rendimiento de C% N% ¢ L, §7°C 5°N

Colageno(%) proporcion | (%o, VPDB) | (%o, AIR)

N1
1] 2023KW-AL | Cavia |22kw-inizy [BNHdentrode) o 40 375 | 143 31 -19.6 25
hoyo), 6a
2 | 2023KW-A2 | Cavia [22KW-J-N50 |4, 3a Idolo 5.3 37.6 14.5 3.0 -19.8 2.2
3| 2023KW-A3 | Cavia [22KW-J-N48 [J5,2a Idolo 6.2 37.0 14.2 3.0 -17.7 34
4| 2023KW-A4 | Cervid |22KW-J-N119 [J3N1,4a Idolo 6.9 375 14.6 3.0 -20.9 4.1
5| 2023KW-A5 | Cervid |22KW-J-N116 |J2N1,4a Idolo 0.0 - - - - -
X J3N1(dentro de
6 | 2023KW-A6 | Cervid [22KW-J-N131 Idolo 5.9 39.0 14.8 3.1 -19.1 5.2
hoyo), 6a
7 | 2023KW-H1 [Humano [22KW-J-N82  [J1, 2a Idolo 5.7 38.4 14.8 3.0 -19.2 6.4
8 | 2023KW-H2 | Humano |22KW-J-N134 |J3N2, 3a Idolo 4.0 37.6 145 3.0 -18.8 7.4
9 | 2023KW-H3 | Humano |22KW-J-N135 |J4N2, 4a Idolo 10.2 36.2 13.6 3.1 -18.8 8.2
Tabla 3. Resultados del 14C fechados.
#de muestra| Tax6n |Elemento |# de Registro |# de Sector Fase |AMS lab. Code [14C fechado edad calibrada (10) edad calibrada (20)
2023KW-A4 | Cervid [Hueso 22KW-J-N119 |J3N1, 4a Idolo 2809420 YU-20600 990-926 cal BC 1012-906 cal bC
2023KW-A5 | Cervid [Hueso 22KW-J-N116 |J2N1,4a Idolo — — — —
. J3N1(dentro de

2023KW-A6 | Cervid [Hueso 22KW-J-N131 hoyo), 6 Idolo 2790+20 YU-20601 980-906 cal BC 1009-851 cal BC
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Figura 1. Resultados de las estimaciones del haplogrupo de ADN mitocondrial.

Resultados del conjunto APLP M/N y del conjunto APLP de subdivisidn.
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Figura 2. Analisis conglomerados por genoma nuclear. Comparacion con grupos
modernos y arqueoldgicos descritos en estudios previos (Nakatsuka et al., 2020).
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Figura 3. Estimacion de la dieta por comparacion de las relaciones isotdpicas del
carbono y el nitrégeno.
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Figura 4. Comparacién de cérvidos y cavias en los sitios de Kuntur Wasi y Pacopampa
durante el Periodo Formativo Medio.



